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APRESENTAGAO

Esta tese esta organizada em topicos, a saber: Introducdo, Justificativa
Objetivos, Capitulos (1 - referente a analise protebmica quantitativa de ratos
submetidos a aprendizagem operante, 2 - referente a protedmica quantitativa de
proteinas cerebrais de abelhas submetidas a treinamento operante, Discusséo,
Conclusbes e Bibliografia. Em Anexo, encontra-se manuscrito em processo de reviséo
no periédico Scientific Reports. A Introducédo apresenta o embasamento tedrico que
nos levou a formular a proposta de trabalho. Os Objetivos — geral e especificos — estdo
dispostos no corpo da tese e em maiores detalhes inseridos dentro de cada trabalho
cientifico. Os Capitulos contém materiais e métodos, resultados e discussdo e o
manuscrito submetido, realizados durante o periodo do doutorado. O tépico Discusséao
apresenta uma interpretacao geral dos resultados obtidos nos diferentes trabalhos.
Nas sec¢bes Conclusdes ha uma abordagem geral das conclusdes da tese e a partir
dos resultados obtidos na presente tese. As tabelas suplementares deste trabalho
poderdo ser obtidas mediante pedido via e-mail ao seguinte correio eletrénico:

jaquess@unb.br
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RESUMO

O condicionamento operante € uma forma de aprendizagem associativa,
através da qual o individuo aprende a antecipar eventos futuros em decorréncia das
consequéncias de seus atos. Essa forma de aprendizagem encontra-se compartilhada
entre o homem e outros animais. O uso de ratos e abelhas no estudo de
aprendizagens associativas tém gerado informagbdes a respeito dos mecanismos
moleculares envolvidos nessas aprendizagens. No entanto, existem poucos relatos a
respeito de alteragdes protedmicas envolvidas na aprendizagem por condicionamento
operante utilizando modelos biolégicos como ratos e abelhas. O presente trabalho
teve como objetivo identificar proteinas com abundancias alteradas em individuos
treinados no paradigma operante utilizando uma abordagem de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas. Ratos foram submetidos a sessdes de
treinamento operante em caixa de Skinner e tiveram seus perfis proteicos
hipocampais comparados com os seus controles. Seguindo essa abordagem foi
possivel identificar 6.082 proteinas das quais 39 apresentaram diferengcas de
abundancia entre os grupos. Tais proteinas estdo envolvidas em processos de
regulacao da organizacgao do citoesqueleto, trafico de vesiculas, transdugao de sinais
e controle pds-transcricional da expressdo génica. Uma segunda vertente da tese
utilizou abelhas da espécie Mellipona quadrifasciata submetidas a aprendizagem por
condicionamento operante de pressao a barra. Um total de 3.291 proteinas foram
identificadas, até entdo a maior cobertura para o proteoma cerebral dessa espécie.
Conseguimos identificar 850 proteinas com diferenga de abundéancia entre os grupos

treinados e controle.
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ABSTRACT

Operant conditioning is a form of associative learning in which the subject learns
to anticipate future events coming as consequence of its behavior. This learning
process occurs in humans and other animals. Rats and bees have been used in
behavior and learning research for the generation of molecular information related to
such processes. However, little proteomic data related to operant conditioning is
available. The present thesis aimed at using LC-MS/MS to identify proteins with
differential abundance in subjects trained under the operant paradigm. Rats were
submitted to operant conditioning in Skinner boxes, followed by analyses of their
hippocampal proteomes. A total of 6,082 proteins were identified, from which 39 were
differentially abundant between trained and control rats. Such proteins are involved in
regulation of cytoskeleton organization, vesicle traffic, signal transduction and gene
expression control. A second work in this thesis used Mellipona quadrifasciata bees
submitted to operant conditioning for bar pressing learning. A total of 3,291 brain
proteins were identified, the widest coverage for this species to date, from which 850
presented differential abundance between trained and control groups. A third work was
the determination of 120 proteins from Apis mellifera brain that interact with MRJP1
(maijor royal jelly protein 1). Many of them are involved in processes related to synaptic

plasticity.
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1. INTRODUGAO

Os elementos envolvidos nos processos de aprendizagem e memoria sao
alguns dos mistérios envolvidos no funcionamento do cérebro que inquietam a
humanidade ha séculos. A construgdo de memoarias, uma das principais fungdes do
cérebro, é um processo de extrema importancia, que possibilita o organismo a se
adaptar e responder de forma mais eficiente a eventos similares que possam ocorrer
no futuro (Reul, 2009). Com isso, a busca por elucidar tais mecanismos e seus
desdobramentos constitui um grande desafio que abrange diversas areas, como a

psicologia, a neurobiologia e a ecologia comportamental.

1.1. APRENDIZAGEM E MEMORIA

De acordo com Squire (2004), a aprendizagem e a memoria sS40 processos
intimamente relacionados. A aprendizagem pode ser definida como todo processo de
aquisicao de novas informacgdes, resultante da interacao do individuo com o meio ou
de representacdes internas, que possibilitam a aquisicao de novas informacdes/
habilidades que se manifestam como um novo comportamento ou a modificacdo de
um comportamento pré-existente, enquanto memoria € a capacidade geral para
adquirir, formar, conservar e evocar informagdes adquiridas através das experiéncias

(Izquierdo, lvan, 2011).

No processamento da memoria estdo envolvidos os seguintes estagios:
aquisicao, consolidagdo e evocagao. A aquisicdo da memoéria refere-se a
aprendizagem, a codificagdo de uma informagao apdés uma experiéncia. A evocagao
de uma meméria, também definida como recuperagao, pode ser resumida a uma
lembranca de uma experiéncia que pode ser mensurada por intermédio de uma
adaptacdo comportamental. Entre a aquisicdo e a evocacao de memoarias esta a
consolidagéo, fase de estabelecimento da memdria de longa duragdo, que pode
ocorrer em dias, semanas ou anos apos a sua aquisigao (Estevez e Abel, 2011). Trata-
se de um processo complexo e lento envolvendo diversas etapas, que convertem

tracos de memorias ainda labeis em formas mais estaveis e fortalecidas (Dudai, 2004).



17

No presente trabalho, serdo abordados dois tipos de aprendizagem associativa:
o condicionamento classico e o condicionamento operante, ambos dependentes do
hipocampo (Andersen 2007). Estes processos retratam as duas principais formas de
aprendizagem associativa e sao exibidas por todos os animais, inclusive pelos

humanos (Jeanne, Sharpee et al. 2013).

1.1.1. Aprendizagem por condicionamento classico

O condicionamento classico foi um termo concebido por Ivan Pavlov (1849-
1936), através da realizacdo de experimentos comportamentais com céaes. Ele
observou que os animais associavam alguns estimulos neutros aleatério (NS) a um
estimulo incondicionado (US). Nessas condigdes, apds o emparelhamento dos
estimulos o estimulo neutro, que antes ndo gerava nenhuma resposta, passou a eliciar
a mesma resposta que o estimulo incondicionado. Com o isso o estimulo neutro
passou a retratar um estimulo condicionado. Como por exemplo, ao apresentar um
alimento (US) para um c&o, o mesmo apresentava a resposta de salivar. Ao tocar um
sino (NS), o animal n&o apresentava nenhuma resposta fisiologica, mas ao se parear
0 sino com a apresentacao do alimento, o animal passava a associar o som do sino
com a comida, a ponto de eliciar a resposta de salivacdo mesmo quando apenas o

som do sino é apresentado (Millenson 1975, Clark, Manns et al. 2002).

1.1.2. Aprendizagem por condicionamento operante

Diversas memorias sdo adquiridas por meio da associagdo de um estimulo
particular a outro ou a uma resposta. Em resposta a esse estimulo, o organismo se
modifica e exibe esta modificacdo através de uma mudanga no seu comportamento
(Izquierdo, 2011).

O condicionamento operante envolve a associagao entre um comportamento e
sua consequéncia, sendo a aprendizagem baseada nas consequéncias de suas agdes
(Lorenzetti et al., 2008). Denomina-se condicionamento operante quando um
organismo age com a finalidade de produzir uma alteragdo no meio em que se

encontra.
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O pesquisador Edward Thorndike (1874-1949) foi o primeiro a estudar o
condicionamento operante. Ele avaliou o comportamento de gatos com a utilizagdo de
caixas do tipo puzzles box, estruturas contendo uma abertura para a saida do animal,
que era mediada pela pressdo de uma barra fixada dentro da caixa. Thorndike
constatou que os animais passaram a conseguir sair cada vez mais rapido, conforme

eram colocados na caixa, inferindo assim, que eles aprenderam.

Com base nessas observagdes, Thorndike concluiu que os comportamentos
sao alterados pelas consequéncias dos mesmos, postulando entdo o conceito da “lei
de efeito”. De acordo com esse postulado as respostas que produzem um efeito
satisfatério sado reforgadas no sujeito e aumentam a sua probabilidade de ocorrer
novamente em uma dada situacdo, enquanto que respostas que produzem
desconforto, como uma punicdo, tornam-se menos provaveis de ocorrerem
novamente na mesma situagdo. Em 1938, Skinner reformulou alguns conceitos
desenvolvidos por Thorndike, substituindo os termos “satisfatério” e “desconforto” para
o individuo pelos termos “reforco” e “punicao” respectivamente, além de cunhar o

termo comportamento operante (Jozefowiez e Staddon, 2008).

Skinner realizou alguns estudos com ratos e pombos, e seu método
experimental acabou se tornando uma referéncia para outros pesquisadores. Em seus
experimentos, animais eram privados de comida ou agua e eram submetidos a um
treinamento dentro de uma caixa para realizar a pressdo de uma barra para receber
o refor¢o. Toda vez que o animal emitia uma resposta desejada pelo experimentador

ele recebia o reforgo (Figura 1).
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= g Barra

= Bebedouro

Figura 1. Rato em uma caixa de condicionamento operante (caixa de Skinner). Nesse aparato, ao
pressionar uma barra o animal recebe um reforgo, que pode ser agua ou comida (Modificado de
https://courses.lumenlearning.com).

Dessa forma, o condicionamento operante explica como as consequéncias
levam a mudancas no comportamento voluntario. Assim, existem dois componentes
basicos no condicionamento operante: os reforgos, que tornam um comportamento
mais provavel e a punicdo, que tornaria menos provavel a frequéncia de um
determinado comportamento Os reforcos ainda podem ser divididos em duas
categorias: reforcos positivos, por meio da apresentacdo de uma recompensa, e
reforcos negativos, que funcionam a partir da remogdo de uma consequéncia

indesejada.

Assim, as respostas que produzem reforcos, por exemplo, alimentos, sao
reforcadas e passam a ocorrer com maior frequéncia em relagdo aquelas que nao
apresentam nenhum efeito, ao passo que respostas que provocam alguma puni¢cao

do sujeito tendem a diminuir a sua frequéncia (Swiergiel et al., 2007).

Alguns estudos, com abordagem neurobioldgica, realizados com roedores
sujeitos ao paradigma de condicionamento operante apresentam aumento
hipocampal nos niveis de expressdo de determinados mRNAs, como por exemplo,
BDNF, CREB, Synapsin I, CamKIl, Arc, c-Jun e c-Fos (Gomez-Pinilla et al., 2007;
Rapanelli et al., 2009; Rapanelli, M. et al.,, 2010). A exposicdo a tarefa induziu a
neurogénese e a gliogénese, além de promover a sobrevivéncia e a maturagcéo dessas

novas células no hipocampo e no cértex medial pré-frontal (Rapanelli et al., 2011).
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Com base no exposto, sabe-se que a sintese proteica e as alteragdes no
conjunto de proteinas envolvidas na plasticidade sinaptica estdo intimamente
relacionadas ao processo de formagdo de memoria de longa duragdo. Mais
precisamente, a analise do condicionamento operante parece apresentar um conjunto
de sinalizagdes especificas, ainda nao totalmente elucidadas, que parecem acarretar

no comportamento exibido pelo animal.

1.2. CLASSIFICAGAO DAS MEMORIAS

De acordo com Squire (2004), as memorias ndo sao faculdades unitarias da
mente, sendo compostas de multiplos sistemas com diferentes principios de
funcionamento e distintas neuroanatomias. Didaticamente, as memoarias podem ser
classificadas de acordo com o tempo de duragédo e com o seu conteudo (lzquierdo,
Ivan, 2011; Quillfeldt, 2016).

Com base no conteudo, as memorias podem ser classificadas em dois grupos,
conforme a natureza do mesmo: implicitas (ndo declarativas) e explicitas
(declarativas). As memorias implicitas sao relacionadas as habilidades perceptuais e
motoras, também conhecidas como memorias do “saber como”. Nos vertebrados,
essas memorias encontram-se associadas a regides encefalicas do cerebelo, corpo
estriado e amigdalas (Squire, 1992; Quillfeldt et al., 1996). As memodrias explicitas séo
relacionadas a fatos, eventos, lugares e objetos, também conhecidas como memérias
do “saber que” e estdo associadas a regido do hipocampo e o cortex adjacente
(Kandel et al., 2014). Segundo Dudai (2004), os mecanismos que suportam esses
tipos de sistemas de memoérias parecem estar parcialmente dissociados, mas €&

importante ressaltar que eles podem interagir.

Em relacdo ao tempo que duram, as memorias podem ser classificadas em:
memoria de curta duragao (STM — do inglés Short Term Memory), memdéria de longa

duracdo (LTM - do inglés Long Term Memory) e meméria remota.

As STM podem durar alguns minutos ou horas (tipicamente entre 1 e 6h), sendo
as modificacbes pos-traducionais um forte componente envolvido na sua formagao;
por sua vez, as LTM podem durar dias ou meses e envolvem um intenso processo de

sintese proteica (Barron et al.; Krug et al., 1984; Montarolo et al., 1986; Frey et al.,
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1988; Malenka e Nicoll, 1999; Abel e Lattal, 2001; Reymann e Frey, 2007). EM virtude
dessa dependéncia de sintese de novas proteinas, a LTM nao fica estabelecida em
sua forma estavel ou permanente imediatamente depois da aquisicdo, sendo labeis e
suscetiveis a numerosos agentes externos e internos (Lechner et al., 1999; Mcgaugh,
2000). E importante ressaltar que a STM ndo é uma fase inicial da memaria como um
todo; tanto a STM quanto a LTM requerem as mesmas estruturas nervosas, mas
envolvem mecanismos proprios e distintos (Alonso et al.,, 2002). Por ultimo, as
memorias remotas sdo aquelas que sobrevivem por anos ou décadas e sao
responsaveis por fazer o ser humano na fase adulta lembrar-se de momentos da

infancia (Rossato et al., 2009; Izquierdo, lvan, 2011).

1.3. MECANISMOS ENVOLVIDOS NO ARMAZENAMENTO E
CONSOLIDAGAO DAS MEMORIAS

Antigamente, acreditava-se que as memdrias eram armazenadas nas
conexodes sinapticas, hipétese levantada pelo neurocientista Santiago Ramo y Cajal
em 1894. Cajal imaginava que as memarias eram armazenadas através de mudancas
anatdmicas na forga entre as conexdes sinapticas. Com o passar do tempo, essa
hipétese foi sendo reformulada e, em 1948, Konorski introduziu o conceito de
plasticidade sinaptica, como sendo a habilidade dos neurdnios de modular a forga das
conexdes sinapticas como resultado da atividade intensa dos neurénios (Kandel et al.,
2014). No ano seguinte, Donald Hebb propds que mudangas na conectividade entre
os neurdnios mediava a aquisicao de novas mudancas comportamentais: “Quando
um axonio de uma célula A esta proximo o suficiente de excitar uma célula B e
repetidamente ou persistentemente participa da ativacdo desta, algum processo de
crescimento ou mudanga metabdlica ocorre em uma ou ambas as células, de tal forma

que a eficiéncia de A ativar B € aumentada”.(Hebb, 1949 in Sweatt, 2016).

A plasticidade sinaptica € o processo bioldgico pelo qual padrdes especificos
de atividade sinaptica, tanto no terminal pré- quanto pds-sinaptico, resultam em
mudancas na forga entre as sinapses. Isso inclui tanto o fortalecimento das sinapses
ja existentes através do aumento persistente da resposta de neurbénios a breve
estimulagao repetitiva de um axénio ou conjunto de axénios que fazem sinapses com

elas, processo conhecido como potenciagdo de longa duragdo (LTP); o
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enfraquecimento de algumas sinapses existentes, conhecido como depresséo de
longa duracgao (LTD), a formagao de novas sinapses (sinaptogénese), modulagéo da
excitabilidade intrinseca do neurdnio e neurogénese em adultos (Giese e Mizuno,
2013) (Figura 2).

Cognicao

e
Memoria

Figura 2. Inter-relagdo das fungdes biolégicas relacionadas a aprendizagem e memoria.
Adaptado de Khan et al (2014).

Com relagado aos mecanismos de formagdo da memoaria de longa duragéo no
hipocampo, os processos metabdlicos ativados na consolidagcdo da memoria s&o
essencialmente os mesmos descritos para a LTP naregido CA1 (Ardenghi et al., 1997;
Izquierdo et al., 2006; Whitlock et al., 2006). Um dos componentes moleculares mais
estudados no processo de consolidacdo da memoaria é a estimulagcédo repetida de
receptores glutamatérgicos NMDA, AMPA e metabotropicos com concomitante
ativacado de receptores colinérgicos muscarinicos e noradrenérgicos do tipo 3. O
influxo de calcio pelo receptor NMDA modula sinalizagbes intracelulares que tém
como resultado a ativacao de proteinas cinases, como a proteina cinase dependente
de GMPc (PKG) que ativa, por sua vez, a oxido nitrico sintase (produzindo 6xido
nitrico), a heme oxigenase (produzindo monéxido de carbono) e a enzima PAF acetil-

hidrolase que produz o fator de ativagao plaquetario (PAF) (Ota et al., 2010). O 6xido
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nitrico, o monéxido de carbono e o PAF retornam para o terminal pré-sinaptico
aumentando a eficiéncia da sinapse. O aumento do calcio intracelular estimula direta
ou indiretamente uma série de outras cinases como a proteina cinase dependente de
célcio (PKC) (Abel et al., 1997; Rosenegger e Lukowiak, 2010), proteina cinase
dependente de AMPc (PKA) (Abel et al., 1997; Locatelli e Romano, 2005), proteina
cinase dependente de calcio/calmodulina (CaMKI, Il, Il e IV) (Wayman et al., 2011) e
as proteinas cinases ativaveis extracelularmente (ERKs) (Schafe et al., 2000; Szapiro
et al., 2003). Essas proteinas, entretanto, participam em momentos diferentes no
processo de aquisicdo e consolidacdo da memodria. Enquanto a via de sinalizacéo
ativada pela ERK parece atuar 3h ou mais depois da aquisi¢ao da informacéao, a PKA
possui 2 picos distintos de intervencdo. Nos primeiros minutos apds a aquisi¢ao, o
pico de atividade da PKA ocorre simultaneamente ao aumento do fator de transcricéo
nuclear CREB (do inglés cAMP response element-binding protein). Uma vez ativado,
o CREB estimula a produgcao de moléculas de RNAs mensageiros favorecendo a
sintese proteica, especialmente das proteinas de adeséao celular que migram para os
locais de sinapses da célula, alterando a sua superficie e, portanto, a sua fungdo. Em
um segundo pico, entre 2 e 6 h apds a aquisi¢ao, a atividade da PKA passa a ser
regulada pelos receptores dopaminérgicos tipo D1/D5 e noradrenérgicos do tipo f3,
que estimulam indiretamente a atividade da cinase, enquanto que receptores
serotoninérgicos tipo |IA a inibem, causando uma facilitacdo ou depressdo da

consolidacdo da memodria, respectivamente (Kandel et al., 2000).

A cascata de sinalizagéo iniciada pela sinapse glutamatérgica € seguida de
uma sequéncia de eventos metabdlicos em diferentes estruturas encefalicas, que
envolvem desde a sintese de novo de mRNA e proteinas até mudancas estruturais a
nivel sinaptico (Kandel, 2001; Nader e Hardt, 2009). Apds esses eventos, a memoaria
passa do estado labil, sensivel a interferéncias, para um estado estavel, onde nao

pode mais ser enfraquecida ou fortalecida (Ji e Wilson, 2007).
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1.4.ESTRUTURAS ENCEFALICAS RELACIONADAS A APRENDIZAGEM E
MEMORIA

Os diferentes tipos de memérias sao processados fundamentalmente por areas
distintas do sistema nervoso, entretanto, a variedade de memorias possiveis € tao
grande que é evidente que a capacidade de adquirir, armazenar e evocar informacgdes
€ inerente a muitas areas ou subsistemas cerebrais, e nao é funcao exclusiva de

nenhuma delas (Izquierdo, I., 2011).

Entretanto, ha determinadas estruturas e vias que sao centrais no
armazenamento e na evocagao da maioria das memoarias: o hipocampo, a amigdala,
e suas conexdes com o hipotadlamo e o talamo. Este conjunto de estruturas integra um
sistema modulador (circuito neural) que influencia na deciséo, pelo sistema nervoso,
ante cada experiéncia, do que deve ser gravado e do que deve ou pode ser evocado.
O hipocampo e a amigdala estao interligados entre si e recebem informagao de todos
os sistemas sensoriais: em parte provenientes do cortex e, em parte, de forma
inespecifica quanto a modalidade sensorial, desde a formagao reticular
mesencefalica. O hipocampo e a amigdala projetam ao hipotalamo e, através deste,
ao talamo e, finalmente, ao cortex. Estas estruturas e suas conexdes estao, portanto,
estrategicamente localizadas para modular o processamento de informacgbes
baseadas na experiéncia (Izquierdo, 2011). Na presente tese, vamos enfatizar o papel

do hipocampo no processo de aprendizagem operante.

1.5.HIPOCAMPO

O hipocampo (ou formagao hipocampal) é uma estrutura subcortical, localizada
bilateralmente no corno inferior do ventriculo lateral, que desempenha um papel chave
nas fungdes cognitivas do cérebro (Hasselmo e Eichenbaum, 2005; Weitzdorfer et al.,
2008). Em conjunto com o giro denteado, complexo subicular e o cortéx entorrinal,
compde a formagao hipocampal (Figura 3) (David e Pierre, 2009; Hagihara et al.,
2009). O hipocampo € essencial para a formacao de memoarias, sua reorganizagao e
consolidacao durante longos periodos apds a aprendizagem (Hales et al., 2015). O
hipocampo propriamente dito pode ser divido em trés camadas: CA1, CA2, CA3 (CA

de Cornu Ammonis) (David e Lavenex, 2009).
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hipocampo

Célula piramidal da
regido de CAl

Colaterais de Schaffer J,‘- CAl

CA3

. _Célula granulosa
Célula .

piramidal da Fibras
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Figura 3. Organizagdao neuroanatomica da formagao hipocampal em ratos. Modificado de Rudy,
(2008).

O giro denteado recebe projegdes aferentes do cortex entorrinal através de uma
via unidirecional que recebe o nome de via perforante (ou via perfurante) (David e
Pierre, 2009). As células granulosas do giro denteado enviam projegdes de axénios,
denominadas fibras Mossy (ou fibras musgosas), até a camada de neurbnios
piramidais da regiao CA3 do hipocampo. Por conseguinte, as células piramidais CA3,
enviam projecbes para a camada CA1 através das colaterais de Schaffer. Esse
circuito neural, que comega no giro denteado e vai até CA1, recebe o nome de circuito
trisinaptico. Por fim, os neurénios piramidais de CA1 enviam projegdes para o subiculo

e para o cortex entorrinal (David e Pierre, 2009).

O hipocampo esta relacionado a diversos processos neurofisiolégicos como a
plasticidade sinaptica, a resposta ao estresse e a integracdo de informacdes
provenientes de diferentes 6rgados sensoriais (Squire et al., 2004). Esta estrutura
cerebral estd associada a varias doengas psiquiatricas, neurodegenerativas e

neurologicas (Fountoulakis et al., 2005; Leuner e Gould, 2010).

Evidéncias sugerem que a plasticidade nessa regiao é essencial para formacgao
de algumas formas de memorias explicitas em mamiferos (Stepan et al., 2015). Tal

plasticidade pode ser tanto em nivel estrutural como em nivel sinaptico. Até o
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momento, esta € uma das poucas regides encefalicas de mamiferos adultos em que
pode ser observada a neurogénese (Altman e Das, 1965; Gould e Gross, 2002),
fendmeno associado a aprendizagem e memoria (Schmidt-Hieber et al., 2004).
Estima-se que, diariamente, milhares de novos neurdnios sao gerados no giro
denteado, chegando a alterar a populagdo em aproximadamente 6% por més
(Cameron e Mckay, 2001).

Além disso, sabe-se que rapidas mudangas estruturais nos espinhos
dendriticos, pequenas protusées na superficie dos dendritos, ocorrem no hipocampo
estando associadas a eventos sinapticos tais como a LTP e a LTD (Murakoshi e
Yasuda, 2012). Espinhos dendriticos sao estruturas especializadas para a
transmissao sinaptica e geralmente sao elementos pds-sinapticos (Ethell e Pasquale,
2005; Sheng, 2006). Restritos a superficie dos espinhos dendriticos encontram-se os
receptores para os neurotransmissores, em aposicdo ao elemento pré-sinaptico
(Nusser, 1999; Popov et al., 2005). A estrutura morfoldgica e o tamanho dos espinhos
sao altamente dependentes dos microfilamentos de actina, presentes na cabecga do
espinho, e mudancas, tanto na estrutura quanto no tamanho, estdo relacionadas a

alteragdes na forga da conexao sinaptica (Hotulainen e Hoogenraad, 2010).

1.6.PROTEOMICA

O proteoma, termo cunhado por Wilkins (1994) como sendo um complemento
ao genoma, reflete o conjunto de todas as proteinas expressas em uma célula, tecido

ou 6rgao em um determinado momento/condi¢ao.

A protedbmica, area da ciéncia que estuda os proteomas de determinadas
condigbes, promove uma abordagem complementar as tecnologias genémicas e
trasncriptdmicas, ao interrogar fendbmenos bioldgicos a nivel de proteinas (Mallick e
Kuster, 2010). As analises protedmicas diferenciais podem ser qualitativas ou
quantitativas. O foco da protedmica diferencial qualitativa é identificar peptideos ou
proteinas especificos de cada amostra sob analise. Por outro lado, o foco da
protedmica diferencial quantitativa busca mensurar diferengas na abundancia de
proteinas ou modificagbes poés-traducionais de forma relativa ou absoluta entre
condicdes (Craft et al., 2013; Yiimaz et al., 2016).
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Tradicionalmente, a técnica de eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2D-PAGE ou 2DE) era utilizada como procedimento padréo para as
pesquisas protedmicas. Nessa técnica, proteinas sao separadas em uma primeira
dimensao de acordo com o seus pontos isoelétricos e em seguida sao separados de
acordo com suas massas moleculares. A analise dos mapas protedmicos por 2DE
podem permitir a deteccdo e identificacdo de modificagdes especificas que nao
possuem métodos eficientes de enriquecimento por afinidade seguidos por
espectrometria de massas. Dessa maneira uma abordagem por 2DE possibilita tanto
a visualizacdo quanto a quantificagcdo de proteinas totais e das quantidades das
proteinas modificadas, permitindo acessar as variagbes entre as modificacbes das
proteinas em relagdo a mudangas na expressao das proteinas (Rogowska-
Wrzesinska et al., 2013). No entanto, analises baseadas em 2DE s&o muito laboriosas
e demandam muito tempo além de nao sao adequadas para analises protedmicas de
alto-rendimento. Em decorréncia disso e somado aos avangos tecnoldgicos na
instrumentacao dos espectrOmetros de massas e na miniaturizagdo e aumento da
robustez dos sistemas cromatograficos tem ocorrido um aumento de estudos
protedmicos baseados em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS) (Mallick e Kuster, 2010).

Embora possam existir diferentes abordagens para analises protedmicas
baseadas em espectrometria de massas, a mais comum é a abordagem bottom-up.
Nesse tipo de abordagem a amostra proteica e submetida a uma digestdo enzimatica
protease sitio especifico, seguida pela separagdo desses peptideos por meio de
cromatografia liquida, em geral cromatografia em fase reversa, em que uma mistura
de peptideos é separada de acordo com a sua hidrofobicidade (Figura 4). Os
peptideos eluidos sao ionizados na ponta da coluna e transferidos por um sistema de
vacuo ao espectrdbmetro de massas. O espectrobmetro de massas registra
periodicamente o perfil das razdes massa/carga e a intensidade dos peptideos que
sdo eluidos da coluna. A esses registros da se o nome de scan e o conjunto de scans
gerados em um unico experimento pode ser visto na forma de um mapa tridimensional
de picos localizados em um determinado tempo de eluigdo com relacdo a um espaco
da razdo massal/carga e pela intensidade dos mesmos. Normalmente, apds um scan,
o espectrometro de massas pode isolar peptideos de forma individual e submeté-los

a diferentes tipos de fragmentacgao (a depender do modelo do equipamento), seguido
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por um novo registro do espectro dos fragmentos gerados, ao qual da se o nome de
MS2 ou MS/MS. As massas dos peptideos e dos seus fragmentos sdo utilizadas para
identificar o peptideo, enquanto que a intensidade dos mesmos pode ser utilizada para
a quantificagdo. (Meissner e Mann, 2014). Outro tipo de abordagem proteémica é
denominada fop-down, pela qual as proteinas intactas sao diretamente analisadas por
LC-MS/MS. Abordagens top-down tem potenciais vantagens para a determinagao de
modificagdes pos-traducionais e de isoformas. No entanto, ainda existem algumas
limitagdes técnicas quando comparadas a abordagem bottom-up devido a dificuldades
com o fracionamento, a ionizagdo e fragmentacdo em fase gasosa das proteinas
(Zhang et al., 2013).

Por essas razdes, quando comparamos abordagens protedmicas por 2DE, top-
down e bottom-up, esta ultima leva vantagem com relagdo ao numero de proteinas
identificadas sendo classificada como uma abordagem de alto rendimento
(Nesvizhskii e Aebersold, 2005).

Pergunta
bioldgica

. Andlise
Células/tecidos :
= Funcional

Proteinas Agrupamento 2
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sequéncias
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Figura 4. Fluxograma de uma abordagem proteémica shotgun/ bottom up. Amostra de interesse
€ sujeita a extragdo de proteinas e digestdo enzimatica. Os peptideos gerados sdo separados por
cromatografia e diretamente eletronebulizados em um espectrdmetro de massas onde as razdes
massa/ carga e espectros de fragmentagédo sao gravados. Os espectros gerados s&o utilizados para
identificar e quantificar peptideos e entdo esses sdo agrupados em proteinas. Em seguida podem ser
realizadas analises funcionais das proteinas que apresentam diferenga entre as amostras a fim de se
descobrirem vias, iteragdes ou modificagbes pds-traducionais relevantes para a questao biologica de
interesse. (Adaptado de Schmidt, 2014).
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1.7.NEUROPROTEOMICA

Com o aprimoramento de diversas técnicas de isolamento, identificacao,
caracterizacao e quantificacdo de proteinas, a protedbmica vem destacando-se como
estratégia para a elucidagao de processos biolégicos, para a localizagéo e interagao
de proteinas de interesse com outras moléculas, bem como para a participacdo de
tais proteinas em vias metabdlicas e regulatorias. A neuroprotedmica, busca explicar
como as variagdes nos perfis proteicos, em funcao do tempo do evento observado
e/ou de condigdes externas, influenciam o funcionamento do sistema nervoso. A
neuroprotedmica tenta correlacionar os dados referentes as variagbes com as
informagbes pertinentes fornecidas por outras andlises, como sinais elétricos,
potenciais de acdo e plasticidade sinaptica com o intuito de elucidar os eventos
moleculares envolvidos na questao em estudo (Pienaar et al., 2008; Bayes et al., 2011;
Craft et al., 2013; Li et al., 2013; Bayés et al., 2014).

Bayes e Grant (2009) dividem a neuroprotedmica em quatro categorias: a de
perfis de expressao, dedicada ao catalogo ou descricdo qualitativa e/ou quantitativa
de perfis proteicos; a funcional, que visa a analise e descricdo de funcbes de
proteinas individuais, bem como sua interagdo e organizagdo em complexos e redes;
a clinica, que trata da identificacdo de biomarcadores e dos mecanismos de
patologias neurolégicas, neurodegenerativas e psiquiatricas e, por dultimo, a
neuroprotedmica informatica, que se destina ao desenvolvimento de ferramentas

para o manuseio e analise de banco de dados.

A investigacdo da constituicdo proteica de sinapses e vesiculas sinapticas
mostra que a agao coordenada de proteinas sinalizadoras constitui uma rede de
eventos complexos de grande diversidade molecular que exerce um controle
fundamental sobre o desenvolvimento e funcionamento cerebral (Kandel et al., 2000;
Hernandez e Abel, 2008), determinando, dessa forma, como o0s processos
neuroplasticidade, aprendizagem e a formagao de memarias podem ser regulados (Li
et al., 2010; Klemmer et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

O encéfalo dos vertebrados envolve estimulos processados e interligados em
diferentes etapas hierarquicas, levando a uma complexidade tal que dificulta o
discernimento dos circuitos responsaveis pela geracdo de determinados

comportamentos e os mecanismos moleculares envolvidos (Kolb e Cioe, 2004).

Dados da literatura indicam que determinadas experiéncias podem causar
alteragbes em algumas estruturas cerebrais, modificacdes essas essenciais para o
armazenamento de novas memarias ou para a alteracao de memorias pré-existentes
(Kolb et al., 1998; Kim e Diamond, 2002; Kim e Linden, 2007). De acordo com
Izquierdo et al. (2006), no cérebro ha uma rede de eventos moleculares paralelos que
envolvem proteinas, funcionando como substratos e também como moduladores
(Paul E, 2008).

Sabe-se que a sintese de proteinas é necessaria para a consolidagao e
armazenamento de memoarias (Kandel et al., 2000; Wang et al., 2006; Mayford et al.,
2012; Kandel et al., 2014; Dunbar e Taylor, 2016; Ferreira et al., 2016; Levy et al.,
2016). Entretanto, os mecanismos moleculares que envolvem as proteinas

permanecem pouco elucidados (Patil et al., 2011).

A consolidacdo de protocolos comportamentais bem estabelecidos e o
desenvolvimento de ferramentas de manipulagao genética para roedores os tornam
bons modelos para estudos de mecanismos bioquimicos e fisiolégicos envolvendo
processos de memdéria, comportamento e aprendizagem. Além disso, a similaridade
da composi¢ao neuroprotebmica com humanos pode ajudar no entendimento dos
mecanismos moleculares da memoaria e aprendizagem em humanos (Bayes et al.,
2012).

O condicionamento operante, uma forma de aprendizagem associativa, tem
sido amplamente investigado em varios modelos animais, tanto em invertebrados
quanto em vertebrados (Gomez-Pinilla et al., 2007; Brembs, 2008; Lorenzetti et al.,
2008; Dalla e Shors, 2009; Gil et al., 2009; Jaholkowski et al., 2009; Jonkman et al.,
2009; Rapanelli et al., 2009; Rapanelli, Maximiliano et al., 2010; Chen et al., 2011).
Ainda assim, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares envolvidos nessa

forma de aprendizagem.
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Embora alguns avangos venham ocorrendo com estudos de condicionamento
operante apetitivo em roedores (Smith-Roe e Kelley, 2000; Baldwin et al., 2002;
Takahashi et al.,, 2011), ainda ndo ha uma completa elucidagdo das vias de
sinalizagdo, nem como essas cascatas de sinalizagdo mediam a convergéncia entre
o comportamento e a recompensa (Lorenzetti et al., 2008; Mozzachiodi et al., 2008).
Assim, torna-se importante identificar proteinas envolvidas no processo de aquisicao

de aprendizagem por condicionamento operante em roedores.

Neste estudo investigamos as proteinas de hipocampo de rato e cérebros de
abelhas utilizando protebmica baseada em espectrometria de massas de alto
rendimento. Os resultados poderao contribuir, de forma significativa, para a elucidagao
dos eventos moleculares envolvidos neste complexo processo, possibilitando também
a abertura de novas frentes de discussdo em fungdo do engajamento de proteinas
identificadas em vias centrais. Tal entendimento é de suma importancia uma vez que
pode apontar proteinas similares em humanos que sejam importantes no processo de
aprendizagem humana. Futuramente, tais proteinas poderdo ser possiveis alvos
farmacoldgicos de drogas potencializadoras do processo de aprendizagem em

humanos.
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3. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo geral identificar proteinas relacionadas
a aprendizagem por condicionamento operante em abelhas e ratos. Para tanto foram

realizadas as etapas a seguir:

¢ Otimizacao do protocolo de extragcao de proteinas de hipocampo de rato

e de cérebro de abelhas;

o Analise de proteinas extraidas de hipocampo de rato e de cérebro de
abelhas por LC-MS/MS;

e Treinamento dos ratos por condicionamento operante discriminativo,

disseccao dos encéfalos e extragao das proteinas de hipocampo;

¢ Treinamento das abelhas por condicionamento operante, e dissec¢ao de

cérebro e extracao de proteinas cerebrais;

e |dentificagcdo das proteinas diferencialmente abundantes entre as
amostras de hipocampo de ratos e de cérebro de abelhas (controles e

treinados) por meio de analise protedbmica quantitativa label free;

e |dentificacdo de proteinas cerebrais de abelhas ligantes de MRJP1

(major royal jelly protein 1).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS

Ratos (Rattus novergicus, linhagem Wistar) machos, adultos (idade entre
80 e 90 dias) mantidos no biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia — IB - (Campus Darcy Ribeiro) em caixas para criagao
de roedores (41 cm x 34 cm x 16 cm), forradas com serragem. Os animais foram
separados em grupos de cinco por caixa, com o controle do ciclo 12 h claro e 12
h de escuro. Durante os 90 dias de idade, os ratos tiveram agua e comida ad
libitum. Todos os experimentos animais realizados com ratos foram aprovados
no CEUA IB/ UnB de numero de processo 57530/2008.

4.2. MATERIAIS

Caixas para condicionamento operante (31 cm x 26 cm x 22,5 cm) -
modelo 3, Insight, Sdo Paulo, equipadas com uma barra (que pode ser acionada
mecanicamente pelo animal), uma fonte luminosa (parte superior) e um
bebedouro com uma concha de, aproximadamente, 40 uL, localizado abaixo da

barra.

Reagentes com grau de pureza pré-analise.

4.3.METODOLOGIA

4.3.1. Experimento comportamental

Vinte ratos, entre 80 e 90 dias de idade, foram transferidos diariamente do
biotério do IB para o laboratério de Bioquimica e Quimica de Proteinas da
Universidade de Brasilia (LBQP), onde os experimentos comportamentais foram
realizados. Durante esse periodo de 10 dias, os ratos, nas suas respectivas

caixas, foram deixados em repouso por 30 min na sala de experimentos, para se
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habituarem ao local e, em seguida, cada rato foi manuseado com o intuito de

minimizar o estresse da manipulagcdo ao longo dos experimentos.

Foram utilizadas duas caixas de condicionamento operante. Em repouso,
o bebedouro era mantido mergulhado numa cuba com agua localizada na parte
externa da caixa. Quando o animal pressionava a barra, o bebedouro

disponibilizava o liquido.

4.3.2. Habituagao a caixa de condicionamento operante

Os vinte ratos foram separados em 2 grupos de 10 e, quando atingiram a
idade adulta (90 dias), foram iniciados os experimentos comportamentais. No
primeiro dia, foi realizada a etapa de habituacdo a caixa de condicionamento
operante. Os animais foram colocados por 10 min, individualmente, nas caixas
de condicionamento com a luz da caixa acesa com poténcia de 25 % de sua
capacidade (intensidade luminosa de 16 lux). Decorrido este tempo, os animais
foram retornados as suas caixas de biotério com os outros animais e levados ao
biotério, onde foram privados de agua nas 18 horas que antecederam as etapas

seguintes do experimento.

4.3.3. Modelagem de pressao a barra e esquema de reforgo
continuo (CRF)

Inicialmente, o sujeito experimental foi treinado por meio da liberagcédo de
agua, pelo experimentador; isto ocorria quando ele se aproximava do bebedouro
e quando pressionava a barra. Essa reposta de pressionar a barra foi modelada
por meio de aproximagdes sucessivas da barra. A modelagem foi confirmada
apos a emissdo de 15 pressdes na barra que automaticamente acionaram o

bebedouro.

No dia seguinte a modelagem, iniciou-se a etapa de esquema de reforgo
continuo (CRF), na qual ocorria a liberacdo automatica de agua todas as vezes
gue o sujeito experimental pressionava a barra. Foram realizadas duas sessoes

de CRF, sendo cada uma encerrada apos 50 refor¢os. Nesta etapa do treino, a
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luz da caixa permanecia acesa durante toda a sessdo. O propdsito dessa etapa

¢ fortalecer a resposta de pressao a barra.

4.3.4. Treinamento Operante Discriminativo

Esta etapa envolveu o treino discriminativo, no qual periodos de claro (luz
da caixa acesa) e escuro, de 1 min cada, foram alternados e a resposta
modelada (pressionar a barra) liberava agua apenas quando a luz estava acesa
(S+) na caixa de condicionamento. Sessées de 30 min foram conduzidas até o
estabelecimento da discriminagdo. A discriminacdo foi considerada como
estabelecida quando o indice discriminativo (nUmero de respostas no claro/total

de respostas) foi igual ou superior a 0,9 em trés sessdes consecutivas.

Em todos os experimentos, havia um animal controle para cada animal
experimental. O controle recebeu a mesma quantidade de agua nos mesmos

intervalos do experimental, independente das respostas que foram emitidas.

Os resultados foram analisados em termos de taxas de respostas de
pressao a barra, indice discriminativo e quantidade de reforcos até o critério de
aquisicao da discriminacgao.

4.4.DISSECGAO DE ENCEFALOS

Uma vez atingido o indice discriminativo nas trés sessdes, os respectivos
pares de animais (treinados e controles) foram eutanasiados imediatamente
apos o término da sessao. Os animais foram decapitados e seus encéfalos
removidos e dissecados, em gelo, separando-se o hipocampo, o cértex medial
pré-frontal, o cerebelo e o cértex restante em tubos de microcentrifuga. Para o
armazenamento, os tubos contendo as estruturas foram imersos em nitrogénio

liquido e acondicionados em freezer a -80 °C até a utilizagéo.
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4.5.EXTRAGAO DAS PROTEINAS DE HIPOCAMPO

A cada microtubo contendo os hipocampos do cérebro dos ratos foi
adicionado tampéo de lise (dodecil sulfato de sédio 4% (m/v), TEAB 20 mM pH
8,5 e DTT 0,1 M) contendo um coquetel de inibidores de proteases (cOmplete
mini, Roche Diagnostics, Manheim, Alemanha) e inibidores de fosfatases
(PhosSTOP, Roche Diagnostics, Manheim, Alemanha). Em seguida, os tecidos
foram macerados, em banho de gelo, com um pistilo e os microtubos, contendo
o material bioldgico, incubados em banho-maria a 90 °C por 5 min. As amostras
foram acondicionadas em um banho de gelo e submetidas a 3 pulsos de 15 s
com intervalos de 45 s com uma amplitude de 50% em um processador
ultrassénico (MARKSON, Modelo GE 50 T 20 kHz), seguido de centrifugagcao a
16000 x g por 15 min a 24 °C. O sobrenadante foi recolhido, uma aliquota foi
diluida a niveis adequados para quantificacdo de proteinas conforme o kit Qubit®

protein assay no equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer.

4.6.DIGESTAO TRIiPTICA DE PROTEINAS DO HIPOCAMPO DE RATOS

Aliquotas dos extratos proteicos de hipocampo dos ratos foram
submetidas a digestao triptica utilizando o protocolo de digestdo de amostras em
unidades de filtragao (FASP) proposto por Wisniewski et al. (2009), com algumas
modificagdes. Foram adicionados 200 uL de uma solucéo 8 M de ureia a 150 ug
de extrato de proteinas em uma unidade de filtragdo Vivacon 500 com cut-off de
30 kDa (Sartorius Stedin) e colocados em um microtubo de 1,5 mL. Esse
conteudo foi centrifugado a 10000 x g por 15 min. Foram adicionados,
novamente, 200 uL da solugao de ureia e o filtro centrifugado a 10000 x g por 15
min. Essa etapa foi repetida por mais uma vez. A porg¢ao nao retida pela peneira
molecular foi descartada.

A segquir, as unidades de filtragao foram acrescidas de 100uL de solugao
contendo DTT e ureia 8 M, submetidas a agitagdo por 1 min a 600 rpm e repouso,
a temperatura ambiente, por 30 min, seguido de centrifugacao a 10000 x g por
15 min. Foram adicionados 100 uL de solugcao de iodoacetamida 50 mM em ureia

8 M a unidade de filtragdo, seguida de agitagdo a 600 rpm por 1 min, a
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temperatura ambiente, em um Thermomixer (Eppendorf) e incubagéo, ao abrigo

da luz, por 20 min.

Decorrido o tempo de alquilagcdo, as unidades de filtragcdo foram
submetidas a centrifugacao a 10000 x g por 15 min e, a seguir, a trés lavagens
com 100 pL de solugéo de ureia 8 M e centrifugagdo a 10000 x g por 15 min.
Adicionou-se 100 uL de TEAB 20 mM pH 8 as unidades de filtragcao e centrifugou-
se as mesmas a 10000 x g por 15 min; esse procedimento foi repetido mais uma
vez. Adicionou-se 80 uL de solugcdo de TEAB 20 mM pH 8, contendo tripsina
(Promega, Madison, Estados Unidos) na propor¢ao de 1 ug de tripsina para 50
Mg de amostra, agitou-se a unidade filtradora em um Thermomixer comfort a 300

rpm durante 1 min, seguido pela incubagao a 37 °C, por 16 horas.

Apods essa etapa de digestao enzimatica, as unidades de filtragdo foram
transferidas para tubos coletores e centrifugadas a 14000 x g por 10 min. Foram
adicionados mais 80 uL de TEAB e repetiu-se a centrifugagao. Apos isso, a

amostra foi acidificada por adigcéo de TFA até a concentracao final de 0,1% (v/v).

Seguiu-se entao a etapa de dessalinizagdo dos peptideos utilizando uma
ultra micro-spin column (Havard Apparatus, Estados Unidos). Primeiramente, a
micro-coluna foi equilibrada com uma solugdo de TFA 0,1%; a seguir, foi
carregada com os peptideos seguido de 3 ciclos de lavagens com solucédo de
TFA 0,1%. Apds a lavagem, os peptideos foram eluidos pela adi¢ao de 60 pL de
solucao 0,1% de TFA contendo concentragbes crescentes de ACN (20%, 40%,
e 90%). As fragbes eluidas foram reunidas em um microtubo, submetidas a
secagem em um sistema concentrador/evaporador centrifugo SpeedVac SC100
(Savant) e os peptideos ressuspendidos em 30 pL de acido férmico 0,1%. A

quantificagcao dos peptideos foi realizada utilizando o kit Qubit® protein assay.

4.7. CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (LC-MS/MS)

As amostras dos peptideos tripticos foram analisadas em um sistema
cromatografico com colunas capilares (nano-UHPLC Dionex Ultimante 3000)

acoplado on-line ao espectrémetro de massas hibrido ion trap-orbitrap, Orbitrap
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Elite™ (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha). Os solventes utilizados nas
corridas foram: solvente A (0,1% de acido férmico em agua) e solvente B (0,1%
de acido formico em acetonitrila). O sistema cromatografico consistiu de dois
tipos de colunas capilares, sendo uma pré-coluna (didmetro interno de 100 uym x
20 mm de comprimento), empacotada no laboratério com particulas esféricas de
silica revestidas por C18 ReprosilPur de 5 um com poros de 120 A (Dr. Maich
GmbH, Ammerbuch, Alemanha). As amostras foram injetadas por injecao parcial
e 0 carregamento nessa pré-coluna foi realizado a um fluxo de 3uL/min de
solucao, sendo 98 % de solvente A e 2% de solvente B. Essa pré-coluna tem
funcao de reter os peptideos e é utilizada como um filtro para remover residuos
de sais. A segunda coluna é uma coluna analitica (didmetro interno de 75um x
35 cm de comprimento), também empacotada no laboratério com particulas C18
Reprosil de 3um com poros de 120 A (Dr. Maich GmbH, Ammerbuch, Alemanha).
Os peptideos foram separados nesta coluna analitica e eluidos utilizando
gradientes de 2 a 40 % de solvente B em 170 min, de 40 % - 85% até 185 min,
seguido por uma etapa isocratica de 85% até 190 min, retornando para 2 % de

solvente B até 210 min para reequilibrar a coluna.

A interface entre nanoLC e o espectrémetro de massa hibrido LTQ Velos
Pro Orbitrap Elite (Thermo Scientific) foi feita por meio do controle automatico do
equipamento, utilizando o software Xcalibur 2.2 SP 1.78 (Thermo Scientific). A
fonte de ionizacao utilizada foi Nanospray flex ion source (Thermo Scientific,),
com a voltagem do spray ajustada para 2,5 kV e a temperatura do capilar de
transferéncia de 275 °C. Os espectros de MS foram adquiridos no modo positivo,
sendo a aquisi¢ao dependente de dados [Data Dependent Acquisition (DDA)]. O
ciclo de DDA consistiu em um survey scan compreendendo a faixa de m/z 300-
1800 sob a resolugéo de 120.000 FWHM (Full Width at Half-Maximum) para m/z
400 e com valor-alvo de controle de ganho automatico de 1x10° ions para todos
scans no FTMS e tempo maximo de preenchimento de 200 ms. O survey scan
foi seguido pela fragmentagao MS/MS por dissociagao induzida por colisdo (CID)
dos quinze ions precursores com cargas multiplas mais abundantes de cada
tempo. fons com carga +1 foram excluidos da fragmentacdo,
independentemente de sua intensidade. A janela de isolamento para a sele¢éo

do ion precursor monoisotépico foi de 2 Th. A opgado de lock mass nao foi
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habilitada. Os espectros de MS/MS, provenientes da fragmentagdo, foram
adquiridos no ijon trap linear Velos Pro na taxa de scan, de rapid scan, sob
energia de colisdo de 35% e valor-alvo de ions igual a 1x10* no ion trap linear
(limiar de selecao de ions de 1000 contagens). Foram aplicados parametro de
ativagdo q = 0,25 e tempo de ativacéo de 30 ms. lons precursores anteriormente

fragmentados foram excluidos de forma dinamica por 90 s.

4.8.IDENTIFICAGAO DE PROTEINAS DE HIPOCAMPO DE RATOS

Os arquivos raw, provenientes de todas as corridas cromatograficas,
foram submetidos ao processamento e a andlise de dados no programa PEAKS
Studio 7.0 (Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, ON, Canada). Os seguintes
parametros foram utilizados para anadlise: tripsina como enzima utilizada;
instrumento Orbitrap; tipo de fragmentagao CID; corregado do precursor apenas
para massa; qualidade dos filtros de scan maior que 0,65; tolerancia para o erro
de massa do precursor monoisotdpico de 10 ppm; erro de massa para 0s
fragmentos de 0,5 Da; maximo de duas clivagens perdidas por peptideo; uma
clivagem nao especifica em um terminal do peptideo; carbamidometilagdo dos
residuos de cisteina (alquilagdo com iodoacetamida) como modificagao fixa;
acetilagao do N-terminal da proteina, oxidagao da metionina como modificagdes

variaveis; maximo de trés modificagcdes pds-traducionais por peptideo.

Os dados foram confrontados com o banco de dados de Rattus novergicus
(35.144 sequéncias, baixado do Uniprot em 17 de margo de 2016). Uma taxa de
falsos positivos foi estimada com a fusdo do banco de dados com um banco
decoy. A taxa de descoberta de falsos positivos (FDR) foi habilitada. Para os
critérios de identificagdes finais, foram aplicados os filtros de FDR para peptideos

menor que 1 % e, a0 menos, um peptideo Unico por proteina.

4.9. QUANTIFICAGAO LABEL-FREE DE PROTEINAS

Para determinagdo da abundancia diferencial de proteinas entre os
grupos treinados e controles foi realizada a analise quantitativa relativa no

software Progenesis® QI. For proteomics (NonLinear Dynamics). Os mapas
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tridimensionais dos perfis proteicos de um animal treinado foram comparados
aos de seu respectivo controle. Em seguida, os dados de quantificacdo de
abundancia relativa das proteinas foram submetidos a analise estatistica no

ambiente computacional R (R Core Team, 2016).

4.10. CLASSIFICAGAO POR ONTOLOGIA GENICA.

Os arquivos das sequéncias FASTA da lista de proteinas identificadas
com diferenga de abundancia entre as amostra (hipocampos de ratos treinados
e controles) foram carregados no software BLAST2GO versao 3.3.5 (Conesa et
al., 2005; Conesa e Gotz, 2008; Gotz et al., 2008). Foram utilizados os valores
default recomendados pelo programa. A busca de similaridade de sequéncias foi
realizada utilizando-se o algoritmo BLASTp com busca contra o banco de dados
de sequéncias de proteinas ndo redundantes (nr) do programa de data
08.06.2016, e com filtro de e-value do Blast expectation de 1 x 103, andlise dos
20 primeiros hits, comprimento minimo de alinhamento de 33 aminoacidos e
habilitagdo do filtro de baixa complexidade. Posteriormente, foi realizado o
mapeamento (Mapping) dos termos GO associados aos hits obtidos com o
BLAST. Em seguida, foi realizada a etapa de anotagao dos termos GO, também
utilizando os valores padrao do programa. O limiar de anotacgao foi igual a 55, o
peso do GO de 5 e o filtro de e-value do hit de 1 x 10,

4.11. ANOTAGAO DAS PROTEINAS EM VIAS METABOLICAS

Vias metabdlicas foram anotadas por ortologia utilizando o sistema de
anotacdo automatica BLASTKOALA (Kanehisa, Sato e Morishima, 2016)
(http://www.kegg.jp/blastkoala), conforme o banco de dados de vias para Family
eukaryotes do KEGG (Kanehisa e Goto, 2000; Okuda et al., 2008; Kanehisa,
Sato, Kawashima, et al., 2016) ("http://www.kegg.jp).



42

412, ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DE VIAS E TERMOS GO

A sequéncia das proteinas que apresentaram diferenca de abundancia
entre os grupos foram submetidas a analise de enriquecimento no servidor da
web KOBAS 3.0 (disponivel em http://kobas.cbi.pku.edu.cn/anno_iden.php) (Xie

et al., 2011). Foram utilizados os seguintes parametros: R. novergicus como

espécie para comparacao; para vias foram utilizados como banco de dados
KEGG Pathway além do banco de GO. O método estatistico utilizado para o
enriquecimento foi o teste hipergeométrico/ teste exato de Fisher e para a
corregéo de falsos positivos, o método de Benjamin e Hochberg (Benjamini e
Hochberg, 1995).

Os termos GO resultantes da analise de enriquecimento foram
submetidos a sumarizagcao no servidor da web REVIGO (Supek et al., 2011)

(disponivel em http://revigo.irb.hr/). Foram utilizados os seguintes parametros:

similaridade média de 0,7, similaridade associada aos valores-p de cada termo
submetido, banco de dados de GO de R. novergicus e como semantica de

similaridade SimRel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.EXPERIMENTOS DE APRENDIZAGEM OPERANTE DISCRIMINATIVA

Os experimentos comportamentais foram realizados em 4 etapas,

conforme representado na figura abaixo (Figura 5).

: " Modelagem de CRF Treinamento
Habituagao it o R R
¢ pressio a barra (2 sessbes) discriminativo
= . ] =
e S| 4 i
- L | [
10 min 15 pressdes a 50 pressées a barra 50 pressoes a barra ou 20 min com
barra ou 30 min ou 20 min alternancia entre 1 min claro/1 min

escuro

Figura 5. Etapas do treinamento operante discriminativo de ratos.

Cada sessao de treinamento discriminativo tinha uma duragdo maxima de
20 min, mas poderia ser terminada antes disso, desde que o animal treinado ja
tivesse emitido 50 pressdes da barra, independentemente de ser no claro ou no
escuro. Verificou-se que foram necessarias, em média, 22 sessbes para a
aquisicdo e estabelecimento da discriminagcdo, considerando o indice
discriminativo (ID, numero de respostas na presenga da luz/total de respostas)

igual ou superior a 0,9 em 3 sessdes consecutivas.

Os graficos das Figuras 6 e 7 apresentam as curvas que descrevem a
relacdo entre o tempo gasto por cada sujeito experimental para realizar as 50
pressdes da barra por sessdo. Pode-se observar que, em geral, nas primeiras
sessbes, 0 tempo que os animais passavam na caixa foi bem menor quando
comparado com o das ultimas sessoées. Isso se deve, provavelmente, ao fato de,
que nas primeiras sessdes, o numero de pressdes na barra durante os intervalos
em que a luz estava apagada superava o numero de vezes que isto ocorria na
presenca de luz, pois quando o animal pressionava a barra na presenca de luz,
ele passava um determinado tempo (ndo medido) bebendo agua no bebedouro.
Quando a luz estava apagada, o animal ndo recebia agua e, com isso, ele voltava

a pressionar a barra. Como nao havia recompensa no escuro, com o passar das
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sessdes houve uma diminuicdo da frequéncia dessa resposta (presséo da

barra), enquanto a resposta reforgada em presencga de luz teve a sua frequéncia

aumentada.
Tempo de sessdo par 1 Tempo de sessao par 2
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Figura 6. Numero de sessb6es de treinamento por condicionamento operante
discriminativo em funcao do tempo (minutos) de cada sessao. Cada grafico representa os
pares de ratos controle/treinado de 1 a 4. Os animais controle apenas receberam a mesma
quantidade de agua consumida pelo seu respectivo par, ndo sendo submetidos ao treinamento.
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Figura 7. Numero de sessdoes de treinamento por condicionamento operante
discriminativo em fung¢ao do tempo (minutos) de cada sessao. Cada grafico representa os
pares de ratos controle/treinado de 5 a 8. Os animais controle apenas receberam a mesma
quantidade de agua consumida pelo seu respectivo par, ndo sendo submetidos ao treinamento.

Com o intuito de averiguar o progresso da aprendizagem ao longo das
sessbes, foram gerados graficos relacionando o numero de sessdes com 0O
indice discriminativo apresentado em cada sessao (Figura 8). Quando avaliados
de forma geral, pode-se constatar que o padrao de aprendizagem dos animais
tende a seguir o proposto pela curva de aprendizagem de Ebbinghaus. Nessa
curva, podemos ver que ha um rapido progresso na aprendizagem dos animais

nas sessoes iniciais e uma tendéncia de estabilizacdo nas ultimas sessoes.
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Figura 8. Curva de aprendizagem de ratos submetidos a treinamento por condicionamento
operante discriminativo em fungao do indice discriminativo em cada sessdo com 50
pressoes de barra.
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5.2.PROTEOMA DO HIPOCAMPO DE RATOS E ANALISE DIFERENCIAL

A abordagem experimental realizada permitiu a identificagao confiavel de
6.082 proteinas. Desse total, 5.267 proteinas foram identificadas nas amostras
obtidas de hipocampo de ratos submetidos ao treinamento operante
discriminativo, sendo que 893 proteinas foram identificadas exclusivamente em
ratos nessa condigdo. Foram identificadas 5.189 proteinas das amostras
oriundas de ratos pertencentes ao grupo controle e, dentre essas, 815 proteinas
foram identificadas exclusivamente em ratos nesta condigado. (Vide Figura 9 e

Tabelas suplementares 1 e 2).

B15 4374 893

Figura 9. Numero de identificacdo de proteinas de hipocampo de ratos submetidos a
treinamento operante discriminativo e seu grupo controle. Identificagdo obtida a partir de
analise de corridas em triplicatas de amostra de 6 ratos por grupo, separados por um gradiente
de 190 min em um sistema cromatografico Dionex Ultimate 3000 acoplado a espectrometro de
massas Obritrap Elite.

5.3. ANALISE DE PROTEINAS COM DIFERENGA NO PERFIL DE
ABUNDANCIA

Os arquivos raw referentes as corridas realizadas em ftriplicata dos
respectivos pares de ratos 2 a 7 foram alinhados e analisados no programa
Progenesis. A lista de features geradas neste programa foi submetida a busca
no programa Peaks utilizando-se os parametros descritos na metodologia. A lista

dos peptideos/proteinas identificados nessa etapa foi exportada para o
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Progenesis e os conflitos resolvidos manualmente. Por meio dessa abordagem,
label-free, foi possivel determinar a quantificacéo relativa de 995 proteinas. Os
dados da quantificacdo relativa de cada proteina foram exportados do
Progenesis e submetidos a analise estatistica utilizando o programa R Studio

pacote estatistico versao 3.3.1.

O programa R Studio envolveu, primeiramente, a analise por teste t de
Student considerando p < 0,05. Em seguida os valores-p obtidos foram corrigidos
por meio da aplicagdo do teste de hipoteses multiplas de acordo com a fungéo
de Benjamini-Hochberg com o método para estimativa de descoberta de falsos
positivos baseado no método de g-valor controlado. Apds essa analise, aplicou-
se um filtro de q < 0,05. Essa analise resultou em 39 proteinas com diferenca
significativa de abundancia. Dessas 39 proteinas, 23 apresentaram um padréo
de abundancia diminuida nos ratos que foram submetidos ao treinamento por
condicionamento operante (Tabela 1) e 16 apresentaram abundancias

aumentadas em ratos pertencentes ao grupo treinado (Tabela 2).
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Tabela 1. Proteinas de hipocampo de ratos submetidos ao treinamento operante discriminativo com abundéancia diminuida em relagdo ao grupo

controle.

Numero de acesso

Proteina

Taxa de variagao entre grupos

B2RZ72
P85969
Q62717
D3ZH00*
P53534
P30009
Q5PQNO
P55067
Q920Q0
Q7TMB7
D3ZXD2
D3ZCV0
Q5GFD9
E9PT22
F1M8Z3
MOR9LO

Actin-related protein 2/3 complex subunit 4
Beta-soluble NSF attachment protein
Calcium-dependent secretion activator 1
Calcium-transporting ATPase
Glycogen phosphorylase, brain form (Fragment)
Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate
Neurocalcin-delta
Neurocan core protein
Paralemmin-1
Phospholipid phosphatase-related protein type 4
Protein Abca8
Protein Actn2
Protein IMPACT
Protein Inf2
Protein KIf7

Protein Naca

1,13
2,09
1,17
1,16
1,32
1,77
1,16
1,34
1,27
2,05
1,43
1,16
1,18
1,74
1,49
1,19
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Numero de acesso Proteina Taxa de variagao entre grupos
MOR907 Protein Snrpd3 1,27
Q4R1A4 Protein Tfg 1,65
P06687 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 1,28
G3V7X5 SPARC-like 1 (Mast9, hevin), isoform CRA_a 1,78
B2RZ24 Succinyl-CoA ligase subunit beta (Fragment) 1,70
Q00981 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 1,26
Q4KMA2 UV excision repair protein RAD23 homolog B 1,40




51

Tabela 2. Proteinas de hipocampo de ratos submetidos ao treinamento operante discriminativo com abundéancia aumentada em relagao ao grupo
controle.

Numero de acesso Proteina Taxa de variagao entre grupos
P18418 Calreticulin 1,44
P00173 Cytochrome b5 1,37
P38650 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 1,27

WB8CEN?7 EIF2S3Y 1,17
G3Vv874 Erythrocyte protein band 4.1-like 3, isoform CRA b 1,24
D4A554 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 3, isoform CRA_a 1,24
QG68FP1 Gelsolin 1,45
Q5XIN6 LETM1 and EF-hand domain-containing protein 1, mitochondrial 1,23
Q3KRE2 Methyltransferase like 7A 1,95
P63086 Mitogen-activated protein kinase 1 1,21
G3V741 Phosphate carrier protein, mitochondrial 1,20
D4A133 Protein Atp6v1a 1,34
F1M953 Stress-70 protein, mitochondrial 1,32
Q68FQO0 T-complex protein 1 subunit epsilon 1,15
P62329 Thymosin beta-4 1,42

Q927269 Vesicle-associated membrane protein-associated protein B 1,56
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O processo de aprendizagem envolve diferentes vias de sinalizagdo, como
modificacdes pds-traducionais e sintese proteica, de acordo com o tipo de informacéao
e tempo de duracdo da memoria adquirida. Entretanto, até o presente momento,
nenhum estudo demonstrou alteragbes no proteoma de hipocampo de ratos

submetidos ao modelo de aprendizagem por condicionamento operante.

No presente trabalho, 39 proteinas apresentaram pequenas variagcbes na
abundancia alterada no hipocampo dos animais treinados. Esse pequeno numero de
proteinas alteradas deve-se provavelmente tanto ao tipo de estimulo utilizado quanto
ao tempo de exposicao a esse estimulo. Diferentemente de um dano por trauma
encefalico, uma isquemia ou mesmo um aprendizado com um componente que
envolva dor ou medo (uma esquiva inibitéria, por exemplo), a aprendizagem por
condicionamento operante parece envolver pequenas modificagcbes nos circuitos
neurais que pode ser dependente do tempo de exposi¢cao ao modelo comportamental.
Além disso, sabe-se que em sessdes de aquisi¢ao longas ou repetidas ha uma grande
chance de detecgao de diferentes fases da consolidagdo, ou mesmo a aquisigdo com
a consolidagao e/ou evocagao da memoaria (Izquierdo e Medina, 1997; Izquierdo et al.,
2006). Aliado a isso pode se destacar a aplicagao de andlise estatistica estringente,
com a aplicagdo de teste de correcdes de hipoteses multiplas que aumentaram a
confiabilidade das proteinas diferencialmente abundantes, mas que, ao mesmo
tempo, podem ter eliminado proteinas que apresentaram algumas diferencas de

abundancia nao significativas em tais testes.

A protedmica utilizando a abordagem shotgun, a mesma utilizada neste estudo,
gera uma lista geralmente extensa de proteinas. Desta forma, utiliza-se estratégias
para filtrar e classificar tais proteinas, favorecendo o processo de interpretacdo e a

formulacao de hipoteses (Schmidt et al., 2014).

Objetivando realizar a analise funcional das 39 proteinas que apresentaram
variacdes de abundancia entre os grupos, foi realizada a classificagao ontolégica pelo
programa Blast2GO. Por meio dessa abordagem, as sequéncias das proteinas foram
classificadas em funcéo dos processos biologicos, fungdo molecular e componentes
celulares em que estdo envolvidas. De maneira geral, as proteinas foram
enquadradas em diversas categorias e muitas delas, tiveram sobreposicido de
categorias de processos biolégicos, como regulacdo da sinalizagdo celular,

transducgao de sinal, processos metabdlicos e biossintéticos.
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Em relagédo aos processos bioldgicos, as proteinas foram classificadas em até
28 categorias, com filtro de nivel igual a 6 para as proteinas com abundancia diminuida

e 3 para as aumentadas (Figuras 10 e 11).

A classificagao ontolégica das proteinas com perfil de abundéancia reduzida em
ratos submetidos ao treinamento operante, categorizou as 23 proteinas em 28 termos
GO (Figura 10). Dentre estas, 10 encontram-se relacionadas a transducéao de sinal e
regulacdo da qualidade bioldgica, 8 proteinas pertencem a processos celulares de
regulacdo positiva e transporte de substéncias, 7 pertencem a regulacdo da
sinalizacdo, 6 proteinas encontram-se relacionadas ao processo de transcricdo e
regulacdo da expressao génica, 7 a organizagao de organelas e 6 de projecdes
celulares e transporte mediado por vesiculas. O mesmo procedimento foi realizado
com as proteinas que apresentaram um aumento de abundancia no grupo de ratos
submetidos ao treinamento operante discriminativo. As 16 proteinas foram
classificadas em 24 termos GO relacionados a processos biolégicos (Figura 11). Seis
das proteinas encontram-se relacionadas a organizagédo do citoesqueleto, 5 estao
relacionadas a expressao génica, 5 encontram-se na categoria de transporte mediado
por vesiculas, 6 encontram-se associadas a regulacdo positiva de processos

metabdlicos.

De acordo com a funcdo molecular que desempenham, as proteinas foram
classificadas em até 20 categorias com filtro de nivel igual a 2 tanto para as proteinas
com abundéancia diminuida quanto para as aumentadas (Figuras 12 e 13). As fungdes
moleculares com maior numero de proteinas por categoria observadas foram: ligagao
a actina (9), proteinas que ligam-se ao ATP (9), proteinas que se ligam a ions calcio
(8), proteinas com atividade de ligagédo a cauda poli A do RNA (6), atividade de
molécula estrutural (5), possuem funcao de ligacdo ao DNA (4), atividade ATPase
transportadora de cations e ligacdo a proteinas cinases (3) e ligagdo a receptor

acoplado a proteina G (3).

As 23 proteinas que tiveram reducéo de abundancia em ratos treinados foram
classificadas em 20 categorias (Figura 12). As categorias que tiveram maior numero
de representantes foram as de ligagao a ions calcio (5), seguida pela ligagdo ao ATP
(4), ligacao ao DNA (3) e de atividade de molécula estrutural (3). As proteinas que
tiveram sua abundancia aumentada no grupo de ratos treinados foram classificadas

em 15 categorias de GO (Figura 13). As categorias que apresentaram maior nimero
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de sequéncias foram as de ligagao a cauda poli A do RNA mensageiro (5), ligacao ao
ATP (5), ligagéo a proteina desenovelada (3), ligagao a ions de caélcio (3), ligagao a
actina (3) e atividade de transferase (3).

Com o intuito de avaliar se ha uma predominancia de proteinas em
determinados locais da célula, as proteinas foram classificadas conforme os
componentes celulares onde estao localizadas. As proteinas foram classificadas em
até 25 categorias com filtro de nivel igual a 2 tanto para as proteinas com abundancia
diminuida quanto para as aumentadas (Figuras 14 e 15). Tanto as proteinas com
abundancia reduzida (Figura 14) quanto as com abundancia aumentada (Figura 15)
tiveram maior representatividade nas mesmas categorias, a saber: exossoma (12 e
11, respectivamente), seguida pelo citosol (7 para ambos), componente integral de
membrana plasmatica (5 e 6, respectivamente) e bainha de mielina (4 e 5,

respectivamente).
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Figura 10. Classificagao das proteinas de hipocampo de rato, com abundancia reduzida, de acordo com os processos biolégicos.
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Figura 11. Classificagdo das proteinas de hipocampo de rato, com abundancia aumentada, de acordo com os processos biolégicos.
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Figura 12. Classificagao das proteinas de hipocampo de rato, com abundancia reduzida, de acordo com a fungdao molecular.
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Ligacdo ao ATP

Ligacéo a proteina ubiquitina ligase

Ligagéo a proteina desenovelada
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Atividade de transferase

Atividade de molécula estrutural
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Atividade de homodimerizagao de proteinas

Atividade de ATPase

Figura 13. Classificagao das proteinas de hipocampo de rato, com abundancia aumentada, de acordo com a fungdao molecular.

58



Sarcolema

Reticulo endoplasmatico

Parte do vacuolo

Parte do complexo de Golgi

Parte do citoesqueleto

Nucleoplasma

Mitocéndria

Membrana plasmatica basolateral
Membrana

Matriz extracelular proteinacea
Filopodio

Exossoma

Espinho dendritico

Disco Z

Vesicula de membrana citoplasmatica
Cértex celular

Componente integral de membrana plasmatica
Complexo intracelular de ribonucleoproteinas
Complexo de proteinas de membrana
Complexo catalitico

Complexo de fatores de transcrigdo
Citosol

Citoesqueleto de actina

Bainha de mielina

Axdnio

Ancorada a membrana de organelas
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Figura 14. Classificacao das proteinas de hipocampo de rato, com abundancia reduzida, de acordo com o componente celular.
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Figura 15. Classificagao das proteinas de hipocampo de rato, com abundancia aumentada, de acordo com o componente celular.
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Com o intuito de averiguar quais termos GO estdo enriquecidos nos
mecanismos moleculares envolvidos na aprendizagem por condicionamento
operante em ratos foi realizada a analise de enriquecimento no servidor da web
KOBAS 3.0 para anotacao funcional e enriquecimento de genes/proteinas.
Nesse tipo de analise a abundancia do conjunto de termos GO associados a sua
lista de proteinas sdo comparados com a abundancia natural no organismo ou
no conjunto de dados a ser usado como referéncia (Huang et al., 2009). O valor-
p calculado reflete a super-representacdo da abundancia de um termo GO
especifico (BeiRbarth e Speed, 2004). Considerou-se como critério um valor-p
inferior 0,05 para que um termo fosse considerado enriquecido. Na analise
realizada os valores-p foram corrigidos conforme o método exato de Fischer/

Benjamini-Hochberg no proprio servidor.

Os dados do enriquecimento encontram-se na Tabela Suplementar 3.
Em virtude do elevado numero de termos GO associados e devido a redundancia
hierarquica de alguns termos, a lista foi submetida a sumarizagdo por meio do
servidor da web REVIGO. A lista de termos enriquecidos gerados encontram-se
na Tabela Suplementar 4. As mesmas etapas foram realizadas para
enriquecimento dos termos pertencentes a categorias de fungbes moleculares e

de componentes celulares (Tabelas suplementares 5 e 6).

Em linhas gerais quando comparamos os termos GO enriquecidos para
todas as proteinas que apresentaram diferenca no perfil de abundéancia entre
ratos treinados e controle podemos destacar que, dentro do dominio de
processos biolégicos, encontram-se o0s processos correlacionados a
organizacao de membrana, organizacdo de balsas membranares (membrane
raft), regulacao do transporte mediado por vesiculas, priming de vesiculas
sinapticas, regulacdo da transducdo de sinal intracelular, regulacdo da
fosforilagao de proteinas, desenvolvimento de projecdes neuronais, regulacao
da plasticidade sinaptica estrutural, organizagdo dos filamentos de actina,

regulacéo pés-transcricional da expresséo génica e traducéo.

Com relagéo aos termos enriquecidos para fungées moleculares temos:
atividade primaria de transporte transmembranar (que engloba tanto o transporte

de Ca2* como outros ions), regulagao da éxido nitrico sintase, ligagao do receptor
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de dopamina, ligacédo a subunidade beta de proteina G, ligagdo a nucleotideos

de adenina, ligacao a proteina ubiquitina ligase, ligacdo a cauda poli(A) do RNA.

No que se refere aos componentes celulares que apresentaram
enriquecimento temos: espinho neural, espinho dendritico, projegdes neuronais,
sinapse, jungdo de ancoragem, regido paranodal do axénio, terminal pos-
sinaptico, complexo de troca sddio/potassio ATPase, complexo sinaptobrevina-

2-SNAP-25-sintaxina-1a, citoesqueleto, nucleo e U4snRNP.

Embora extremamente util, a categorizagado funcional ndo permite uma
interpretacao tio 6bvia e intuitiva como a analise de vias metabdlicas ou de vias
de sinalizacao (Xie et al., 2011). Com o objetivo de averiguar quais seriam as
vias envolvidas no processo de aprendizagem operante em ratos, as sequéncias
das 39 proteinas com diferenca no perfil de abundancia foram classificadas no
banco de vias KEGG por meio de comparacao utilizando o servidor automatico

de anotagdes de sequéncias gendmicas e metagendmicas BlastKOALA.

Dentre as 39 proteinas com diferenga de abundancia nos ratos, 33
apresentaram anotacdes em 144 vias KEGG. As vias com maior numero de
proteinas anotadas foram: fagocitose mediada por receptor Fc gama (4),
regulacao do citoesqueleto (4), fagossomo (3), via de sinalizagcdo do cAMP (3),
via de sinalizagao do cGMP-PKG (3), sinalizagao adrenérgica de cardiomidécitos
(3), regulacao da reabsorgcao de sodio pela aldosterona (2), via de sinalizagao
mTOR (2), via de secregao salivar (2), transporte de RNA (2), processamento de

proteinas no reticulo endoplasmatico (2).

Seis proteinas das 39 que apresentaram diferengas de abundancia nao
tinham informagdes depositadas no banco de dados de vias KEGG, e por isso
suas informagdes foram buscadas individualmente através de uma revisao da

literatura. Sao elas:

IMPACT: essa proteina encontra-se diminuida no grupo de ratos que
foram submetidas ao treinamento operante. Estudos sugerem que essa proteina
estd envolvida na regulagdo da traducdo em células neurais especificas
(Bittencourt et al., 2008). A proteina Impact atua inibindo a proteina GCNZ2, uma
proteina cinase que fosforila uma subunidade do fator de iniciacao da traducao

elF2 e que tera como efeito a diminuicdo da expressdao de CREB-2. CREB-2 é
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um repressor de CREB, inibindo dessa forma a formagéao de memérias de longa
duracao (Trinh e Klann, 2013).

INF2: outra proteina que teve a sua abundancia reduzida no grupo de
ratos submetidos ao treinamento operante. E uma proteina da familia das
forminas, proteinas que estao envolvidas com a polimerizagéo da actina, ou seja,
estdo relacionadas a organizacgao do citoesqueleto. A INF2 possui uma fungéo
peculiar por ser a unica formina conhecida que além de atuar na aceleragao da
polimerizagdo do filamento de actina, age na aceleragéo da despolimerizagao
desses filamentos (Chhabra et al., 2009; Gurel et al., 2015). Além disso, essa
formina esta envolvida na manutencdo da arquitetura do complexo de golgi
(Ramabhadran et al, 2011), além de estar associada ao reticulo
endoplasmatico. Encontra-se envolvida em um passo de fissdo mitocondrial
mediada pelo reticulo endoplasmatico (Korobova et al., 2013). O balanceamento

da fissdo mitocondrial é essencial para o desenvolvimento do sistema nervoso.

SPARC-LIKE 1: também conhecida como Hevin ou SYNCAM1, também
apresentou redugdo em sua abundancia nos animais submetidos ao
treinamento. E produzida e secretada por astrécitos na fenda sinaptica, estando
associada a formacao de sinapses excitatorias (Kucukdereli et al., 2011). Atua
na organizagao de proteinas tanto no terminal pré quanto no pés-sinaptico. Isso
ocorre devido a sua atuagdo como uma ponte de ligagéo entre neurexina-1-alpha

com neuroligina-1B (Chung et al., 2015).

ATTACHMENT BETA SOLUBLE NSF: também conhecida como SNAP
(NAPB) apresentou abundancia reduzida em ratos submetidos ao treinamento
operante. E uma chaperona molecular que desempenha um importante papel na
liberagdo de vesiculas sinapticas (via fungao ATPase) (Hanley, 2007). Atua no
desacoplamento do complexo SNARE regenerando SNAREs livres para serem
usados em reacgoes subsequentes de fusdao mediante aumento na concentracao

de calcio intracelular.

CITOCROMO BS5: faz parte da cadeia de transporte de elétrons e também

pode fazer parta da biossintese de colesterol

METILTRANSFERASE-LIKE 7: encontra-se com maiores niveis de

abundancia nos ratos treinados; estudos relatam que essa proteina pode estar
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envolvida com a degradagdo de proteinas via reticulo endoplasmatico

associadas a lipid droplets.

Das 144 vias anotadas a partir do conjunto das 33 proteinas, 123 foram
anotadas com apenas uma entrada, ou seja, uma unica proteina do conjunto das
33. Analisado atentamente as 123 vias, a proteina MAPK1, com abundancia
aumentada nos animais treinados, parece ter participacao central em diversas

vias, uma vez que participa da transdugao de sinal extracelular até o nucleo.

Com o intuito de simplificar o entendimento de quais vias podem, de fato,
estar relacionadas ao processo de aprendizagem operante, ja que a
sobreposicao de elementos de vias diferentes dificulta a interpretagao biolégica
dos fendmenos observaveis, uma lista contendo todas as 39 proteinas foi
submetida a analise de enriquecimento de vias através do servidor da web
KOBAS. Para isso foram adotados os mesmos parametros utilizados na analise
do enriquecimento de termos GO. As vias que apresentaram enriquecimento

com valor-q inferior a 0,05 encontram-se representadas na Tabela 3.



Tabela 3. Tabela de vias KEGG enriquecidas.

Via Numero de entradas Numero de proteinas na via Valor-p corrigido
Fc gamma R-mediated phagocytosis 4 91 0.0001762
Regulation of actin cytoskeleton 4 221 0.0002
Salmonella infection 3 83 0.002
Thyroid cancer 2 29 0.006
Adrenergic signaling in cardiomyocytes 3 148 0.007
Aldosterone-regulated Na reabsorption 2 41 0.009
cGMP-PKG signaling pathway 3 171 0.009
cAMP signaling pathway 3 196 0.012
Phagosome 3 200 0.013
Viral carcinogenesis 3 239 0.019
Adherens junction 2 74 0.022
Salivary secretion 2 76 0.022
Axon guidance 1 179 0.23
Pancreatic secretion 2 97 0.031
Chagas disease 2 107 0.034
Thyroid hormone signaling pathway 2 119 0.037
Systemic lupus erythematosus 2 136 0.042
Insulin signaling pathway 2 140 0.042
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A via enriquecida com o maior numero de proteinas anotadas foi a de
regulacdo do citoesqueleto de actina, com quatro proteinas dentre as 33
anotadas em vias KEGG. Participam dessa via as proteinas: Thymosin beta-4,
MAPK1, gelsoin, e subunidade 4 do complexo Arp2/3 sendo que apenas esta

ultima apresenta diminuigdo de sua abundancia (Figura 16).

As proteinas TMSB4, MAPK1(ERK), Gelsolin (GSN) encontram-se com
sua abundancia aumentada em ratos submetidos ao treinamento operante
comparados com os ratos controle. Essas proteinas induzem a polimerizacao e
estabilizagdo do citoesqueleto de actina. A regulagdo do citoesqueleto é
essencial em processos de migragao celular, morfogénese, manutengcdo da
polaridade celular, exocitose, endocitose e citocinese. Além disso, os filamentos
de actina atuam como substrato para o movimento intracelular de vesiculas e
organelas. Embora nao retratada na via, a proteina T complex protein 1 (TCP-1)
também apresenta abundancia aumentada em ratos treinados. Essa proteina faz
parte de um complexo de chaperoninas contendo TCP-1 (CCT), sendo requerida
para o dobramento de proteinas presentes em grande abundancia, como por
exemplo actina e tubulina (Sternlicht et al., 1993) (Sternlicht, 1993). Estudo
realizado por Brackley e Grantham (2010) sugere que a TCP1-epsilon participa
da estabilizacao dos filamentos de actina. Outro estudo do mesmo grupo mostra
que TCP-1 interage com Gelsolin (Brackley e Grantham, 2011) e essa interacao
ocorre durante a ativagao da Gelsolin em presenca do aumento da concentracao

de calcio (Svanstrom e Grantham, 2016)

Estudos mostram a importancia do rearranjo estrutural nas estruturas das
células nervosas mediada por alteragdes no citoesqueleto de actina (Szabd et
al., 2016). A dinamica da montagem dos filamentos de actina em diferentes
estruturas é regulada pela agao de varias proteinas, como o complexo de Arp2/3,
forminas e profilinas, que atuam como sustentagcdo de processos como a
espinogénese e plasticidade dependente de experiéncias (Spence e Soderling,
2015).
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Figura 16. Via de regulagao do citoesqueleto de actina. Proteinas com diferenga de abundancia (em vermelho) entre ratos treinados e controle envolvidas

na regulacao do citoesqueleto de actina.
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Arp2/3 atua na maturacdo morfolégica de espinhos dendriticos,
expandindo lateralmente sua extremidade deixando-os com formato de
cogumelo, o que pode facilitar a insergéo de proteinas na PSD (Spence et al.,
2016). Além disso, a Arp2/3 parece ser necessaria para o recrutamento de
receptores AMPA. Camundongos submetidos a duas semanas de treino
operante de pressdo a barra apresentaram niveis menores de mRNA que
codifica Arc/Arg3.1, nas regides de CA1 e CA3, quando comparados a animais
que foram submetidos apenas a uma sessao de treino (Kelly e Deadwyler, 2002).
Uma diminuicdo na abundancia dessa proteina, como encontrada nos animais
treinados no presente estudo, poderia implicar na manuteng¢ao dos receptores

AMPA na membrana pdés-sinaptica, favorecendo a sinapse glutamatérgica.

Estudos mostram que a proteina Erythrocyte protein band 4.1-like 3, que
teve sua abundancia aumentada em ratos que foram submetidos ao treinamento
operante, apresenta niveis elevados em células granulosas do giro denteado e
cerebelo (Walensky et al., 1998). Essa proteina atua como um ponto central, um
eixo que auxilia na organizacao de proteinas de membrana, incluindo receptores
acoplados a proteina G, canais voltagem-dependentes e canais dependentes de
ligantes (Baines et al., 2014). Camundongos que tiveram o gene nocauteado que
para essa proteina apresentaram déficits de memoria espacial (Walensky et al.,
1998). Estudos mais recentes mostram uma associacdo entre a proteina
Erythrocyte protein band 4.1-like 3 e a espectrina o que contribui na estabilizacdo
de canais de sédio voltagem-dependentes nos paranodos e justaparanodos dos
axbnios, um fendmeno crucial para a manutengcédo e rapida propagagado de

potenciais de agdo em axénios mielinizados (Susuki et al., 2016).

Outra via enriquecida foi a de fagocitose mediada por receptor Fc gama
(Figura 17). Estudos mostram a importancia da dinamica do recrutamento e
endocitose de receptores AMPA e NMDA no fortalecimento e enfraquecimento
de sinapses (Anggono e Huganir, 2012; Hardt et al., 2014). Esses eventos

encontram-se associados a modificacdes estruturais do citoesqueleto.
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Figura 17 Via de fagocitose mediada por receptor Fc gama. Proteinas com diferenca de abundancia (em vermelho) entre ratos treinados e controle
envolvidas na via de fagocitose.
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Das 4 proteinas que foram anotadas nessa via, o substrato de PKC
miristoilado rico em alanina (MARCKS) e Arp2/3 encontram-se com suas
abundancias reduzidas nos ratos treinados. J& MAPK e gelsoin tiveram um
aumento nesta condigdo. Cabe ressaltar que as proteinas anotadas também
estdo relacionadas a regulacéo do citoesqueleto. Alguns estudos mostram que
tanto astrocitos quanto células da microglia, de hipocampo em desenvolvimento,
desempenham uma fagocitose seletiva de determinadas sinapses em um evento
denominado eliminac&o sinaptica ou sinapse pruning (Paolicelli et al., 2011).
Dessa forma, sinapses com pouca atividade podem ser marcadas pela
deposicdo de proteinas do complemento (Schafer et al., 2012). A eliminagéo
sinaptica € um processo critico, ndo apenas como um dos processos
moduladores dos circuitos neurais em desenvolvimento, mas também na
regulacdo da plasticidade sinaptica em resposta as experiéncias e memoria
(Chung e Barres, 2012).

Em relacdo a via de sinalizacdo cAMP-PKG (Figura 18), podemos
observar um aumento, em especial, na abundancia da proteina MAPK1. A
MAPK1 é capaz de ativar uma série de respostas celulares, desde proliferagcao
celular a diferenciagao e migracao, além de apoptose (Santamaria e Nebreda;
Osborne et al., 2012). Sabe-se que camundongos deficientes em MAPK1 exibem
alteracdo no comportamento social relacionados a caracteristicas
comportamentais exibidas por portadores da sindrome do espectro autista
(Satoh et al., 2011). Estudos realizados por Michel e colaboradores (2011)
mostram que a sinalizagdo de MAPK mediada por PKG é necessaria para a
memoria de longa duragdo (LTM) em modelo de aprendizagem operante em
Aplysia. Outro trabalho do mesmo grupo (Michel et al., 2010) com o mesmo
modelo animal e paradigma comportamental, demonstra a importancia de PKA
e PKC na via de sinalizagcdo do cAMP como sendo requeridas para a formacéao

de memorias de longa duracéo.
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Figura 18. Via de sinalizagdo de cAMP. Proteinas com diferengca de abundancia (em vermelho) entre ratos treinados por condicionamento operante.
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Duas proteinas com a func¢ao de deubiquitinagao estdo com abundancia
reduzida em ratos treinados, sao elas Ubiquitina carboxi-terminal hidrolase e UV
excisdo proteina homologa a RAD23. E sabido que a ubiquitinagéo de algumas
proteinas de membrana, que atuam como receptores, € uma forma de sinalizar
ainternalizacao do receptor via vesicula endossomal, que eventualmente podera
ser degradada no lisossomo. Uma diminuicdo da deubiquitinacdo entre outras
coisas pode estar a favorecer a manutencao de receptores, como por exemplo

o AMPA na membrana favorecendo assim a manutengao da LTP.

A diminuicdo da proteina Naca que interage com a proteina Histona
deacetilase-2 (HDAC2) levando a repressao da expressdo de alguns genes
(Hekmatnejad et al., 2014). A diminuicdo de seus niveis de abundancia em ratos
treinados pode estar favorecendo a ativagao da sintese do produto de alguns

genes.

Por outro lado, proteinas envolvidas com o transporte de RNA/ transcricao
e tradugcdo encontram-se com abundéncia aumentada em ratos que foram
treinados (fator de iniciagédo da tradugdo Eif2s3y e o fator 4 de iniciagdo da
tradugdo em eucariotos. Sabe-se que a transcricdo de genes e a tradugéo de
proteinas s&o necessarias para a fase de consolidagdo de memorias de longa
duragao.

Além disso, foi observado também um aumento de duas proteinas com
funcdo de chaperona, como a Stress-70 e TCP-1, o que pode indicar um
aumento da necessidade do dobramento correto de proteinas recém
sintetizadas. Sabe-se que os neurbnios possuem uma intrinseca rede de
controle de qualidade no dobramento de proteinas, e o aumento dessas
chaperonas pode ter um efeito neuroprotetivo (Smith et al., 2015)

Em conjunto, esses processos de diminuicdo da repressdo de alguns
genes, aumento da transcrigdo mediado pelos fatores acima citados, e aumento

da sintese de chaperonas s&o cruciais para a regulagéo da proteostasia celular.
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6. CONCLUSOES

Os resultados desse estudo sugerem que o treinamento de ratos no
paradigma de condicionamento operante associado com discriminagcdo entre
duas condicbes, claro-escuro, envolve proteinas que estao relacionadas com a
organizagcao de membranas, transporte mediado por vesiculas, regulacéo da
transdugdo de sinal, regulagdo pos-transcricional da expressdo génica e
regulacdo da plasticidade sinaptica. Foram identificadas varias proteinas que
interagem direta ou indiretamente com o citoesqueleto e por conseguinte podem
induzir uma reorganizagdo do mesmo. Como ja relatado na literatura essa
regulagcéo € importante para a formagéo e fortalecimento de novas sinapses,
bem como no transporte intracelular.de vesiculas € organelas. Além disso
proteinas encontradas que sao descritas como participando de mecanismos de
fagocitose sugerem que nesse processo de aprendizagem pode ocorrer
eliminagdes de algumas sinapses intermediadas por células da glia. Os presente
resultados apresentados nessa capitulo corroboram dados ja descritos na
literatura e fornecem informacgdes para futuros experimentos como por exemplo
o de silenciamento de determinados genes que codificam proteinas aqui
identificadas e ver o seu papel que esses desempenham na performance durante

tarefas de aprendizagem por condicionamento operante.



CAPITULO I
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7. APRENDIZAGEM EM ABELHAS

Devido a sua relativa simplicidade, o sistema nervoso de invertebrados
oferece uma vantagem significativa para investigacdes tanto a nivel molecular,
celular e genético quanto comportamental sobre os mecanismos envolvidos na
aprendizagem, formacgéo e evocagao de meméorias. Isso se deve ao fato dos
circuitos neurais envolvidos nesse processo possuirem um menor tamanho e
envolverem apenas centenas de células ao invés de milhdes, como os presentes
no cérebro de mamiferos. Diversos mecanismos moleculares envolvidos na
aprendizagem ja foram descritos, como por exemplo: o papel de segundos
mensageiros como o AMP, de proteinas cinases e fosfatases e de fatores de
transcricdo além do envolvimento de eventos como a plasticidade neural e a

plasticidade sinaptica (Menzel e Benjamin, 2013).

Apesar de seus pequenos cérebros, alguns insetos podem apresentar um
amplo repertério comportamental. Dentre esses insetos, as abelhas destacam-
se por sua habilidade em desempenhar tarefas complexas no seu ambiente
natural. Abelhas formam sociedades complexas divididas em castas: rainha,
operarias e zangdes. Além disso, existe uma divisao de trabalho entre os
individuos da casta operaria dependente da idade dos mesmos. A rainha fica
responsavel pela reproducéo, as operarias desempenham varias tarefas, que
vao desde o cuidado com a prole, protegdo contra predadores e o
forrageamento. Dado essa gama de repertorios comportamentais, abelhas vém
sendo utilizadas como organismos modelo para estudos dos substratos neurais
de aprendizagem, visual e olfatéria, e memoria (Behrends e Scheiner, 2009;
Menzel, 2012).

Abelhas operarias possuem um cérebro contendo aproximadamente 8,2 x
10% neurdnios e com um volume menor do que 1 mm3 (Witthoft, 1967), dividido
nas seguintes estruturas lobo visual, lobos antenais, corpo central (também
conhecido como lobo protocerebral), corpos cogumelares (Menzel et al., 2006)
(Figura 19).
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Olhos compostos |

Antena
Mandibula

Figura 19. Representagcdao esquematica do cérebro de uma abelha operaria. Lamina (La),
medula (Me), Lobula (Lo) séo estruturas que compde o lobo visual e recebem sinais visuais dos
olhos compostos. Os lobos antenais (AL) recebem sinais olfatérios da antena. Corpos
cogumelares compostos por um pedunculo (Pe), dois calices (Ca). Corpo central (CB). Adaptado
de Lihoreau et al. (2012)

O lobo visual, composto pela lamina, medula e I6bula, recebem sinais
sensorias oriundos dos olhos compostos. Os lobos antenais recebem os sinais
dos neurdnios sensorias olfatérios da antena. O corpo central € uma estrutura
que conecta-se com todas as principais partes cerebrais e esta envolvida com a
coordenagao das patas e controle motor. Os corpos cogumelares que
processam informacgdes multimodais e participam da aprendizagem e memoria.
Morfologicamente os corpos cogumelares séo estruturas centrais em formato de
cogumelo constituidos por um pedunculo e dois calices compartimentalizados,
que recebem sinais olfatérios do lobo antenal e que recebe sinais dos lobos
visuais e do anel basal (Lihoreau et al., 2012). Em abelhas, os corpos
cogumelares sao a regidao que mais sofrem alteracbes em suas proporgdes em

virtude da divisao de trabalho na casta de operarias (Withers et al., 1993).

As abelhas exploram o ambiente antes de comecarem a forragear e elas
aprendem as relagdes espaciais dos objetos no ambiente durante seus voos
exploratérios (Giurfa e Sandoz, 2012; Tedjakumala e Giurfa, 2013). Esse

comportamento exploratério facilita a aprendizagem por associar a agao do
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animal com as consequéncias de seu comportamento. Esse tipo de associagao

constitui a base do condicionamento operante.

Neste contexto, abelhas vém sendo utilizadas em varios estudos de
aprendizagem associativa, embora em sua maioria esses estudos abordam a
aprendizagem associativa por meio de testes de condicionamento classico
sendo a mais comum a aprendizagem associativa olfativa por meio de teste de
reposta de extenséo da probdscide (PER) (Giurfa e Sandoz, 2012; Matsumoto
et al., 2012). O PER é utilizado como um modelo de estudo de aprendizagem
classica que vem sendo empregado a mais de 50 anos em estudos que
abrangem tanto os aspectos comportamentais quanto dos eventos moleculares
envolvidos nesse forma de aprendizagem (Giurfa e Sandoz, 2012). Nesse teste
comportamental, a abelha aprende a associar um estimulo condicionado (CS),
como a apresentacdo de um estimulo olfatério ou uma cor, como predizendo a
ocorréncia de um estimulo incondicionado (US), no caso, a apresentacéo de uma

solugao contendo sacarose (Takeda, 1961).

Estudos neuroprotedmicos e de peptidomas cerebrais de abelhas vem
sendo realizados com diferentes énfases, tais quais investigacbes sobre
alteracdes no proteoma cerebral de abelhas correlacionado com o estagio do
desenvolvimento ontogenético da subcasta de abelhas operarias (Garcia et al.,
2009; Hernandez, 2009). Nessa mesma linha de avaliagao das alteragdes do
desenvolvimento ontogenético com foco no efeito dos neuropeptideos na

regulagdo do comportamento social em abelhas operarias (Han et al., 2015).

Recentemente, (Da Silva Menegasso et al., 2017) realizaram analises
protebmicas de extratos cerebrais de abelhas submetidas a PER identificaram
44 proteinas com diferenga de abundancia. As proteinas encontradas em sua
maioria encontram-se relacionadas a processos metabdlicos de compostos
nitrogenados, heterociclicos e aromaticos. No entanto nao foram encontrados na
literatura trabalhos com abordagens proteémicas no estudo de condicionamento

operante em abelhas.
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8. MATERIAIS E METODOS

8.1. ANIMAIS

Abelhas (Melipona quadrifasciata) operarias, forrageiras, provenientes de
uma mesma colmeia, instalada no Laboratério de Psicologia da Aprendizagem
do Departamento de Psicologia da Universidade Federal de Sao Carlos. A
colmeia encontrava-se instalada sobre um aparador junto da janela e sua
entrada era posicionada de modo que ao sair da colmeia, uma abelha poderia

voar tanto para dentro da sala experimental como para o ambiente natural.

8.2. MATERIAIS

8.2.1. Caixa de condicionamento operante para abelhas.

Caixa de condicionamento operante adaptadas dos equipamentos
desenvolvidos por Pessotti (1969). A caixa experimental encontrava-se sobre
uma mesa de tampo preto, posicionada a uma distancia de 1,5 m da colmeia. Na
area superior da colmeia encontrava-se duas barras, a uma distancia de 5,0 cm
de um bebedouro, e a 6 cm de distdncia uma da outra. Neste experimento,
apenas uma das barras foi utilizada. No interior da caixa, encontrava-se um
reservatorio contendo uma solugdo de sacarose 50% (m/v), e um mecanismo
para a elevacdo de uma concha com aproximadamente 0,3 mL de xarope ao
bebedouro. Cada barra encontrava-se presa a um mecanismo que podia fechar
um sistema fotoelétrico, o qual acionava automaticamente um sistema que
disponibiliza a solugéo de agucar junto ao bebedouro (Figura 19). Na superficie
da caixa encontrava-se uma area, equivalente a um semicirculo de 12 cm de
didametro de acrilico translucido para projecao de luz. O aparato era controlado
eletronicamente por uma interface ligada a um microcomputador. O software
para gerenciamento dos procedimentos e registro de dados foi desenvolvido pela
mesma empresa que construiu o equipamento (Insight Equipamentos, Ribeirdo
Preto).
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Figura 20. Caixa de condicionamento operante para abelhas. O aparelho € composto por
duas barras € um bebedouro onde é disponibilizado uma solugdo de sacarose 50% somente
quando a abelha emite a resposta de presséo a uma das barras.

8.3.METODOLOGIA

8.3.1. Experimento comportamental

O experimento consistia na comparagao das abelhas em 3 grupos com 20
abelhas em cada. Os grupos experimentais eram: grupo controle (E2-C),
composto por operarias sem experiéncia com a situagdo experimental,
recolhidas no inicio da manha junto a colmeia e imediatamente submetidas a
dissecagao de seu cérebro; grupo treinado com 8 horas (E2-8) era composto
por abelhas que foram submetidos a treinamento operante de pressao a barra
tendo como reforgo positivo a apresentagdo de xarope de sacarose; grupo
treinado com 24 horas (E2-24), grupo submetido ao mesmo treino de
condicionamento operante que as abelhas do grupo 8, porém ao invés de terem
seus cérebros dissecados ap6s o final das sessdes era aguardado 16 horas para

gue as mesmas fossem eutanasiadas.
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8.3.2. Identificagao do sujeito e modelagem de pouso sobre a caixa

Um pires com xarope foi colocado junto a entrada da colmeia. Entre as
abelhas que pousavam sobre o pires e comegavam a sugar o xarope, uma foi
escolhida ao acaso e marcada no dorso com tinta ndo toxica conforme os
procedimentos de Pessotti (1967). O pires foi sendo gradualmente deslocado em
direcao a caixa de condicionamento operante para abelhas localizado no interior
da sala experimental. A resposta de voar da abelha identificada com tinta era

modelada até que ela estivesse voando junto a caixa experimental.

Quando a abelha estivesse regularmente recolhendo xarope nessa area,
algumas gotas de xarope eram depositadas proximo ao bebedouro de uma das
caixas experimentais. Em visitas subsequentes, o tampo era limpo e o xarope

passava a ficar disponivel apenas no bebedouro.

8.3.3. Modelagem da resposta de pressao a barra

Quando a abelha estivesse voando sistematicamente ao aparelho e
sugando o xarope, 0 acesso ao bebedouro passava a ser restrito: o xarope ficava
disponivel apenas com sua aproximagao a barra. Em visitas subsequentes, o
sujeito recebia reforco apenas quando tocasse a barra. Finalmente, apenas as

respostas de pressao a barra eram reforgadas (ver Figura 20).
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Figura 21. Diferentes etapas de modelagem de resposta instrumental (operante) com
abelhas. O operandum era composto por uma barra de aluminio em uma porg¢ao externa (sobre
a qual uma abelha se apoia, na foto) e uma pega de aluminio na outra extremidade, presas a um
eixo também de aluminio e formando um sistema de alavanca. Quando uma
abelha pressionava essa porgao externa (barra), a outra extremidade se elevava fechando
um circuito fotoelétrico e emitindo um sinal luminoso (LED vermelho) (credito da foto Anténio
Mauricio Moreno).

O procedimento era organizado em sessbes de aproximadamente oito
horas de duracio e o trabalho era conduzido com apenas uma abelha por vez.
Todas as abelhas do experimento (com exceg¢do das abelhas do Grupo
Controle), foram submetidas ao procedimento de modelagem da resposta

operante (presséo-a-barra).

As sessdes foram organizadas em blocos de 10 tentativas. Cada sessao
era encerrada apos 100 tentativas. Toda tentativa iniciava com a projecao de luz
branca na superficie da caixa (ver Figura 2). Uma resposta de pressao-a-barra
acionava o bebedouro com xarope por 55 s. Em seguida, a luz era mantida

apagada e o bebedouro era bloqueado por 10 s.

Ao final da sessao, era conduzido o procedimento de dissecacdo do
cérebro. Com outro grupo de abelhas, do mesmo modo, era conduzido treino de
discriminag&o simples em uma unica sessao com 100 tentativas, sendo definido

0 mesmo critério de aprendizagem utilizado com o primeiro grupo. Para este
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segundo grupo, no entanto, a dissecac¢do era conduzida apenas na manha do
dia seguinte, ou seja, aproximadamente 16 horas apos o inicio do procedimento.
As abelhas do grupo controle eram operarias sem experiéncia com a situacao
experimental, recolhidas no inicio da manha junto a colmeia e imediatamente

submetidas a dissecagao.

8.4.EXTRAGAO DO CEREBRO DE ABELHA

Ao final do décimo bloco de presséo a barra as abelhas do grupo E2-8
eram capturadas e submetidas e anestesiadas em gelo, em seguida cada
cérebro foi dissecado e macerado em 20 yL de tamp&o de lise gelado (ureia 7
M, tioureia 2 M, HEPES 20 mM) pH 8,5 contendo um coquetel de inibidores de
proteases (cOmplete Mini, Roche Diagnostics, Manheim, Alemanha) e inibidores
de fosfatases (PhosSTOP, Roche Diagnostics, Manheim, Alemanha). Em
seguida, essa solugdo contendo cérebros foi imersa em nitrogénio liquido e

armazenados a temperatura de -20 °C.

O mesmo procedimento foi realizado com as abelhas do grupo E2-24,

salvo que essas so0 tinha seus cérebros dissecados na manhé do dia seguinte.

Ao final dos experimentos foram obtidos dois pools para cada grupo, cada
um contendo 10 cérebros. As amostras foram centrifugadas a 16.000 x g por 15
min. O sobrenadante resultante foi submetido a quantificagdo proteica por
fluorimetria através do Qubit assay kit (Life Technologies) de acordo com as

instrugdes do fabricante.

8.5.DIGESTAO DE PROTEINAS E ANALISE VIA LC MS/MS

Realizado conforme descrito no subitem 5.6 e 5.7 da metodologia do

capitulo de ratos.

8.6.IDENTIFICAGAO DE PROTEINAS CEREBRAIS

Foram utilizados os mesmos paradmetros de buscas presentes no subitem

5.8 do capitulo de rato, salvo o banco de dados que foi utilizado.
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Os dados foram confrontados com o banco de dados de Melipona
quadrifasciata (14.286 sequéncias baixadas do Uniprot em 23 de margo de
2016). Uma taxa de falsos positivos foi estimada com a fusdo do banco de dados
com um banco decoy. A taxa de descoberta de falsos positivos (FDR) foi
habilitada. Para os critérios de identificagdes finais, foram aplicados os filtros de
FDR para peptideos menor que 1 % e, ao menos, um peptideo Unico por

proteina.

8.7. ANALISE DE PROTEINAS COM DIFERENGA NO PERFIL DE
ABUNDANCIA

Os arquivos raw referentes as corridas realizadas em triplicata dos de
cada grupo experimental foram alinhados e analisados no programa Progenesis.
A lista de features geradas neste programa foi submetida a busca no programa
Peaks utilizando-se os parametros descritos na metodologia. A lista dos
peptideos/proteinas identificados nessa etapa foi exportada para o Progenesis e
os conflitos resolvidos manualmente. Por meio dessa abordagem, label-free, foi
possivel determinar a quantificacao relativa de 1281 proteinas. Os dados da
quantificacao relativa de cada proteina foram exportados do Progenesis e
submetidos a anadlise estatistica utilizando o programa R Studio pacote

estatistico versao 3.3.1.

O programa R Studio envolveu, primeiramente, a andlise de variancia
ANOVA com filtro de valor-p < 0,05. Em seguida os valores-p obtidos foram
corrigidos por meio da aplicagdo do teste de hipéteses multiplas de acordo com
a funcado de Benjamini-Hochberg com o método para estimativa de descoberta
de falsos positivos baseado no método de g-valor controlado. Apds essa analise,
aplicou-se um filtro de q < 0,05. Os dados das abundéancias das proteinas que
possuiram g-valor < 0,05 foram entao submetidos ao teste de Tukey da diferenca

honestamente significativa (HSD).



85
8.8. ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DE VIAS

A sequéncia das proteinas que apresentaram diferenca de abundancia
entre os grupos foram submetidas a andlise de enriquecimento no programa
KOBAS 3.0. Foi utilizado o banco de vias KEGG para Apis melifera. O método
estatistico utilizado para o enriquecimento foi o teste hipergeométrico/ teste
exato de Fisher e para a corregéo de falsos positivos, o método de Benjamin e

Hochberg.

8.9. ANALISE DOS CLUSTERS DOS PADROES DE ABUNDANCIAS

As médias das triplicatas dos dados de abundéancia das proteinas com
diferengas no padrdao de abundancia entre os grupos foram submetidos a
clusterizacédo por Fuzzy c-means conforme descrito por Schwammle e Jensen
(2010).
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9. RESULTADOS

9.1.PROTEOMA CEREBRAL DE Melipona quadrifasciata.

Por meio de uma abordagem de protebmica shotgun foi possivel
identificar 3291 proteinas cerebrais de M. quadrifasciata nos trés grupos
avaliados. Desse total, 2653 proteinas foram identificadas no grupo E2-C, sendo
que 257 proteinas foram observadas unicamente nesse grupo. No grupo de
abelhas treinadas E2-8 foram identificadas 2755 proteinas sendo que 350 foram
identificadas unicamente nessa condicao. No grupo E2-24 foram identificadas
2478 proteinas no total e 168 identificadas exclusivamente nessa condigéo

(Figura 21 e Tabela suplementar 7).

257 206 350

m 120

168

Figura 22. Numero de proteinas cerebrais de abelhas M. quadrifasciata identificadas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. E2 C representa o grupo de
abelhas controle, abelhas experimentalmente ingénuas. E2 8 corresponde ao grupo de abelhas
treinadas no paradigma operante a pressionar uma barra para receberem xarope, essa abelhas
foram submetidas a 10 sessdes de pressodes e no final da ultima sessao tiveram seus cérebros
dissecados. O grupo E2 24 representa abelhas que foram submetidos ao mesmo paradigma das
abelhas do grupo E2 8, diferindo apenas do tempo em que o seu cérebro foi removido apos o
final do treinamento que foi de 16 horas apds o final da sessao.

Até o momento ndo encontramos relatos na literatura de algum trabalho
que descreva o proteoma cerebral de M. quadrifasciata. O Unico trabalho que

encontramos abordou somente o proteoma presente na glandula salivar de
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abelhas operarias por meio de uma estratégia baseada em gel de eletroforese

bidimensional que identificou 27 proteinas presentes nesse (Elias-Santos, 2013).

9.2. ANALISE DE PROTEINAS COM DIFERENGA NO PERFIL DE
ABUNDANCIA

Os arquivos raw referentes as corridas realizadas em triplicata dos de
cada grupo experimental foram alinhados e analisados no programa Progenesis.
A lista de features geradas neste programa foi submetida a busca no programa
Peaks utilizando-se os parametros descritos na metodologia. A lista dos
peptideos/proteinas identificados nessa etapa foi exportada para o Progenesis e
os conflitos resolvidos manualmente. Por meio dessa abordagem, label-free, foi
possivel determinar a quantificacao relativa de 1281 proteinas. Os dados da
quantificacao relativa de cada proteina foram exportados do Progenesis e
submetidos a anadlise estatistica utilizando o programa R Studio pacote

estatistico versao 3.3.1.

O programa R Studio envolveu, primeiramente, a andlise de variancia
ANOVA com filtro de valor-p < 0,05. Em seguida os valores-p obtidos foram
corrigidos por meio da aplicagdo do teste de hipéteses multiplas de acordo com
a funcédo de Benjamini-Hochberg com o método para estimativa de descoberta
de falsos positivos baseado no método de g-valor controlado. Apds essa analise,
aplicou-se um filtro de q < 0,05. Essa analise resultou em 850 proteinas com
diferenca significativa de abundancia em ao menos dois dos trés grupos
avaliados. Com o intuito de averiguar a diferenga real entre os trés grupos de
abelhas analisados, os dados de abundancias das 850 proteinas foram
submetidos ao teste de Tukey da diferengca honestamente significativa (HSD)

(Tabela suplementar 8).

Em decorréncia do elevado numero de proteinas com diferencas nos
perfis de abundancia entre os grupos avaliados as sequéncias fastas das
proteinas com diferenca de abundancia foram submetidas a analise no programa
KOBAS contra o banco de Apis melifera. Foram identificadas 38 vias
enriquecidas com valor-q inferior a 0.05>, conforme apresentado na Tabela

suplementar 9. Ainda assim, vale ressaltar que 281 das 850 proteinas que
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apresentaram diferengcas de abundéancia nao possuem anotagdes no banco de
vias KEGG.

No geral a maioria das vias KEGG que obtiveram enriquecimento
encontram-se envolvidas principalmente com o metabolismo de carboidratos,
proteinas e acidos graxos. Ainda assim, podemos destacar as vias de
fototransducdo com valor-q < 0,001; spliceossomo com valor-q < 0,002;
fagossomo com valor-q de 0,02 e a via de vigilancia da qualidade do RNA.
Novamente como observado nos ratos submetidos a treinamento operante o
processo de fagocitose encontram-se enriquecido, dando indicios que esse
processo desempenha um importante papel nessa forma de aprendizagem.
Alteragcbes nas envolvidas com o controle da qualidade do RNA, bem como no
seu processamento via splicing, sugerem que durante esse processo de
aprendizagem que durante esse processo de aprendizagem por
condicionamento operante ocorre a transcricdo de determinadas isoformas de
produtos génicos. Essa hipdtese pode ser corroborada pela observacido de
alguns fatores de fatores de transcricdo e tradugdo com diferenga no perfil de

abundancia ao longo dos treinamentos.

Apds aplicacéo do teste de Tukey constatou-se que apenas 16 proteinas
apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre as trés condigdes
(Tabela 4). As demais 834 proteinas apresentam diferencas significativas

apenas entre 2 dos 3 grupos avaliados.
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Tabela 4. Proteinas com abundancia reduzida nas abelhas treinadas e diferentes entre
os trés grupos analisados.

Numero de acesso Proteina
AOAOM8ZQUO Regucalcin
AOAOM8BZWS9 Cytoplasmic protein NCK1
AOAOM9AGGS Sarcalumenin
AOAOMOYAS871 Uncharacterized protein
AOAOM9A935 Transferrin
AOAOM9YAAR7 HemK methyltransferase family member 1
AOAOM9ABF6 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D
AOAOM9ABG2 Prohormone-2
AOAONOBEY9 Alpha-glucosidase
AOAONOBIR9 Antithrombin-I11
AOAONOBKDO Angiotensin-converting enzyme
AOAONOBKL4 Gamma-glutamyl hydrolase
AOAONOU4Q3 F-box/LRR-repeat protein 7
AOAONOU709 Prefoldin subunit 4

Foi realizada a classificagao ontologicas dessas proteinas com diferenga
de abundancia entre os trés grupos. Os termos GO com relagdo ao componente
celular para essas proteinas indicam trés proteinas como sendo componente
integral da membrana, duas proteinas pertencentes ao espaco extracelular, o
envolvimento de complexos de pré-iniciagao eucarioticos (48S, 43 S), além de
um proteinas pertencente ao fator 3 do complexo de iniciagao da tradugao, uma

proteina constituinte do ribossomo, e uma pertencente ao complexo prefoldina.

Além disso, essas proteinas foram classificadas com relagcdao aos
processos bioldgicos que encontram-se envolvidas. Observou-se que o0s
seguintes processos bioldgicos encontram-se alterados: protedlise, metabolismo
de carboidratos, regulagédo catalitica, metilagdo de proteinas, metabolismo da
glutamina, regulacéo do inicio da traducéo, transporte de ions, dobramento de

proteinas, homeostasia do ion ferro.
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As proteinas que apresentaram diferengca em apenas dois dos trés grupos
de abelhas avaliados foram separadas de acordo com o grupo em que haviam
0s maiores niveis de abundancia e nos que apresentavam 0s menores niveis.
Essa divisao foi aplicada com o intuito de averiguar que diferencas ocorriam

entre os tempos de treinamento.

Na Tabela 5 encontram-se apresentadas as quatro proteinas que tiveram
aumento de abundancia em abelhas do grupo E2-24 e menores niveis em

abelhas do grupo E2-8.

Tabela 5. Lista de proteinas com aumento de abundancia entre abelhas do grupo E2-
24 e que apresentaram menores niveis em abelhas do grupo E2-8.

Numero de Proteina
acesso
AOAOMBZPA9 Tetra-peptide repeat homeobox 1-like
AOAOM8ZRH3 Endochitinase A1-like
AOAOM9ABQ8 DNA-directed RNA polym.I, II, and Il subunit RPABC3
AOAONOBE26 Kunitz-type proteinase inhibitor kalicludin-1

A proteinas DNA-directed RNA polimerase encontra-se envolvida no
processo de transcricdo. A Unica informagao que se tem sobre o inibidor de
proteinase tipo Kunitz é que ele é um inibidor de serina endopeptidase. Nao
foram encontradas informacdes sobre as outras duas proteinas, por meio de
analise de suas sequéncias elas sado preditas como constituintes da membrana

plasmatica.

Na Tabela 6 encontram-se listadas as 70 proteinas que foram observadas
com maiores niveis de abundancia em abelhas pertencentes ao grupo E2-8 e

menores niveis no grupo E2-24.
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Tabela 6. Lista de proteinas que tiveram maiores niveis de abundancia em abelhas do
grupo E2-8 e uma diminuicdo de abundéancia em abelhas do grupo E2-24.

Numero de Proteina
acesso

AOAOM8ZN10 S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase
AOAOM8ZNU4 6-phosphofructokinase
AOAOM8ZP65 Ser/Thr-protein phosphatase 2B catalytic subunit 3
AOAOM8ZPJ4 Protein retinal degeneration B
AOAOM8ZPV4 Tyramine beta-hydroxylase
AOAOMBZQE2 AP-2 complex subunit sigma
AOAOMBZQS6 Putative actin-related protein 2/3 complex subunit 2
AOAOM8ZQS9  Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-2
AOAOM8ZR16 Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase type Il a-chain
AOAOM8ZRV2 Ser/Thr-protein phosphatase 2B catalytic subunit 2
AOAOMBZTH3 Serine-enriched protein
AOAOMSBZTI8 Cat eye syndrome critical region protein 5 like protein
AOAOMSBZTU9 Type | inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase
AOAOM8ZU64 Glutathione peroxidase
AOAOMBZUI2 Lysosomal Pro-X carboxypeptidase
AOAOM8ZUV1 Protein RUFY3
AOAOM82ZV30 Microtubule-associated protein RP/EB family member 1
AOAOMBZWA1 Anion exchange protein
AOAOMBZXV7 Xaa-Pro aminopeptidase 1
AOAOMBZXX1 Cytoplasmic phosphatidylinositol transfer protein 1
AOAOMSBZYL9 Protein angel like protein 2
AOAOM8ZZR4 Protein Dom3Z
AOAOM8ZZU6 Vesicle-fusing ATPase 1
AOAOM8ZzZzz7 Liprin-alpha-2
AOAOM9YA0D3 Alanine aminotransferase 2
AOAOMYA0Z9 Collagen alpha-2(1) chain
AOAOM9A1TNG Protein 4.1 like protein
AOAOMYA236 Collagen alpha-1(IV) chain
AOAOM9A2M2 Histone deacetylase Rpd3
AOAOM9A4Y?2 Squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cells 3
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Numero de Proteina
acesso
AOAOMOYAS572 MATH and LRR domain-containing PFE0570w-like
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase
AOAOM9A611 dSOR1
AOAOMYAGJ6 DmX-like protein 2
AOAOMOATT4 Uridine phosphorylase 1
AOAOM9A9US Sideroflexin
AOAOM9AAGSE Glutaminase kidney isoform, mitochondrial
Guanine nucleotide-binding prot. G(1)/G(S)/G(T) subunit 3-
AOAOMOAAT9 1
AOAOMO9AAE2 RWD domain-containing protein 1
AOAOMYAAF9 Protein N-terminal glutamine amidohydrolase
AOAOM9AAS9 Protein kinase C
AOAOM9AATO WD repeat-containing protein 37
AOAOMOABS6 Glutamate decarboxylase 1
AOAOMYABZ6 Mitogen-activated protein kinase
AOAOMSADDS8 Rho-type guanine exchange factor isoform X2
AOAONOBBB2 G protein-coupled receptor kinase 1
AOAONOBBJ6 Guanine nucleotide-releasing factor 2
AOAONOBCKO Protein ROP
AOAONOBDS7 Cystathionine gamma-lyase
AOAONOBDY3 Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic
AOAONOBEA3 Glutathione S-transferase theta-1
AOAONOBEV7 Tubulin beta-1 chain
AOAONOBFV5 AP complex subunit beta
AOAONOBGS3 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2
AOAONOBHP7 GMP reductase
AOAONOBHX3 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2
AOAONOBIA1 Enoyl- delta isomerase mitochondrial-like
AOAONOBIQ4 Calcium uniporter protein, mitochondrial
AOAONOBIT6 FUN14 domain-containing protein 1
AOAONOBKS80 TPPP family CG45057
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Numero de Proteina
acesso
AOAONOBKT7 Uncharacterized protein
AOAONOU482 Prolyl endopeptidase
AOAONOU4N5 Protein NDRG3
AOAONOUS564 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 14B
AOAONOQUSU1 digestive cysteinease 1

Objetivando descobrir em quais processos biolégicos, componentes
celulares e atividade enzimaticas as 70 proteinas que apresentaram os maiores
niveis de abundancia em abelhas do grupo E2-8 e os menores niveis de
abundéancia em abelhas do grupo E2-24 tiveram suas sequéncias analisadas
pelo programa Blast2GO. A partir dessas andlises podemos destacar os
seguintes processos biolégicos com alteracdes: fosforilagdo de proteinas (6),
processo biossintéticos de macromoléculas, expressado de genes (6), processo
biossintéticos de compostos nitrogenados (5), organizagdo de componentes
celulares (4), transducao de sinal (4), processo metabdlico do RNA (4). Para
componentes celulares temos proteinas que s&o componentes integrais de
membrana (9), proteinas que se associam em complexos (7), que fazem parte

do citoesqueleto (4), ligadas a membrana intracelular de organelas (3).

Dentre as proteinas com maiores niveis no grupo E2-8 e menores no
grupo E2-24 podemos destacar proteinas envolvidas no processo de fosforilagao
como, a-CaMKIl, PKC, 6-fosfofrutocinase, MAPK e proteinas envolvidas com a
desfoforilagdo como a proteina fosfatase 1 subunidade regulatéria 14B, Ser/Thr-
proteina fosfatase 2B subunidade catalitica 3, Ser/Thr- proteinas fosfatse 2B
subunidade catalitica 2, proteina fosfatase de inositol trifosfato. Eventos de
fosforilagao e desfosforilagao estdo envolvidos na modulacédo da excitabilidade
dos neurébnios, fortalecimento de sinapses existentes, sinaptogénese e até

mesmo neurogénese em adultos (Kandel, 2012; Giese e Mizuno, 2013).

A a-CaMKIl, uma proteina que € amplamente relatada na literatura como
crucial no processo de diferentes tipos de aprendizagem e memodria
principalmente pelo seu papel na inser¢ao de receptores AMPA na membrana

favorecendo assim a LTP (Malinow et al., 1989; Fink e Meyer, 2002; Shonesy et
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al., 2014; Baucum et al., 2015; Lisman e Raghavachari, 2015; Scholl et al., 2015;
Juarez-Munoz et al., 2017). Estudos realizados por Scholl e colaboradores
(2015) mostram que abelhas que tiveram knockdow no gene para CaMKII
tiveram um rompimento na formacao de LTM para testes de aprendizagem

olfatéria, mostrando que ela é essencial para a formacao de LTM em abelhas.

A via de sinalizagdo mediada por MAPK tem como um de seus resultados
a fosforilagao do fator de transcricdo CREB. Estudos realizados por Felsenberg
et al. (2015) demonstram diferentes niveis de fosforilagdo de CREB em abelhas

treinadadas por aprendizagem olfatéria por PER.

Além disso, observou-se que as proteinas Arp2/3 e a proteina 4.1 que
apresentavam uma maior abundancia no grupo E2-8 e menores niveis em E2-
24. Ambas proteinas envolvidas com a organizagdo do citoesqueleto. Cabe
ressaltar que proteinas homologas a estas também foram encontradas como
diferencialmente abundantes nos ratos que foram submetidos ao treinamento
operante discriminativo. Em ratos treinados Arp2/3 apresentou uma diminui¢ao
de abundancia quando comparado ao seu controle. A partir dessa observacéao,
pode-se concluir que Arp2/3 é uma proteina que encontra-se envolvida no
processo de aprendizagem por condicionamento operante tanto em ratos como
em abelhas, mas principalmente que o aumento dos seus niveis deve ocorrer no
inicio desses treinamentos, e que quando se tem um prolongamento do numero
de sessdes de treinamento e do tempo apds o inicio da sessdo os seus niveis
tendem a diminuir, comportamento semelhante ao observado por Kelly e

Deadwyler (2002) para os niveis de Arc/Arg3.1.

No que diz respeito aos niveis da proteina 4.1, apresentou um aumento
em ambos modelos estudados, como discutido anteriormente no capitulo de
ratos. Os dados aqui apresentados corroboram os relatos de Walensky (1998),
fortalecendo a hipétese de que a proteinas 4.1 desempenha um papel importante

na aprendizagem e formagao de memoarias.

Embora possa se retirar informagdes importantes sobre os processos que
podem estar ocorrendo tomando-se como base que grupo possuia os maiores e
menores niveis de certas proteinas cerebrais, isso nao reflete a dinamica de

como esses niveis de proteina variam ao longo do processo de aprendizagem.
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Objetivando entao investigar quais os perfis de abundancias as proteinas que
apresentaram diferengas entre os grupos se enquadravam foi realizada a analise
de agrupamentos por clustering. Por meio dessa analise as proteinas foram

agrupadas em 3 clusters de padrées de abundéancia (FIGURA 22).

O cluster 1 é constituido por 142 proteinas, no cluster 2 foram agrupadas
173 proteinas e o cluster 3 foi 0 que apresentou o maior nimero de membros
com 295 proteinas. Com o intuito de ser ter uma melhor compreensao sobre
quais processos biologicos sao alterados conforme os cluster obtidos, as
proteinas de cada um desses cluster foram submetidas a analise de

enriquecimento de vias no programa KOBAS.

Algumas das proteinas do cluster 1 encontram-se super-representadas
nas vias, com seus respectivos g-valores associados, transporte de RNA
(0,0018), spliceossomo (0,0033) e fosforilagao oxidativa (0,049).

Para o cluster 2, observamos as seguintes vias enriquecidas:
metabolismo de acidos graxos (0,0002), biossintese de aminoacidos (0,001),
metabolismo do piruvato (0,001), proteassomo (0,002), ciclo do acido citrico
(0,002), metabolismo do ascorbato e aldarato (0,003), endocitose (0,005),
enlogacao de acidos graxos (0,005), processamento de proteinas no reticulo
endoplasmatico (0,006), metabolismo de butanoato (0,006), via das pentose
fosfato (0,01), fototransdugao (0,02), fosforilacdo oxidativa (0,03), degradacao
de lisina (0,04).
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FIGURA 22. Linhas de tendéncia da expressdo de proteinas durante o processo de
aprendizagem operante em abelhas (M. quadrifasciata). A posi¢do 1 do eixo das ordenadas
representa o grupo de abelhas controle, a posigéo 2 representa o grupo de abelhas treinadas
que tiveram seus cérebros removidos imediatamente apds o fim do treinamento, e o 3 representa
o grupo de abelhas submetidas ao treinamento operante de pressao a barra mas que so tiveram

seus cérebros extraidos 24 horas apés o inicio do treinamento.

O cluster 3 foi 0 que apresentou o maior numero de vias alteradas. As vias
super-representadas para esse cluster foram: metabolismo de frutose e manose
(1,6 x 104), biossintese de arginina (1,7 x 10-4), interconversao de pentose e
glicoronato (4,9 x 10-4), endocitose (1,8 x 103), metabolismo de arginina e prolina
(1,9 x 103), metabolismo de butanoato (0,003), metabolismo do glioxilato e
dicarboxilato (0,003), fagossomo (0,003), metabolismo da galactose (0,006),
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metabolismo da beta alanina (0,006), fosforilagao oxidativa (0,007), metabolismo
de selenocompostos, via de vigilancia de mRNA (0,011), fototransdugéo (0,015),
via de sinalizagcao mTOR (0,025), degradacéo de valina, isoleucina e leucina
(0,026), via das pentose fosfato(0,026), via de sinalizagcdo Hippo (0,026),
proteassomo (0,03), biossintese de aminoacil-tRNA (0,034), metabolismo de
purinas (0,036), transporte de RNA (0,039), metabolismo de triptofano (0,039),
processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico (0,041), degradacéao de

acidos graxos (0,041), metabolismo da histidina (0,046).

Baseado nas analises por cluster podemos concluir que proteinas
envolvidas com spliceossomo, e transporte de RNA possuem uma rapida queda
em seus niveis de abundancia nas abelhas submetidas ao condicionamento
operante e isso segue uma tendéncia ao de seguir caindo ao longo das 24 horas
apods o inicio do treinamento. Proteinas envolvidas nos processos metabdlicos
envolvendo carboidratos, lipidios e proteinas, degradacido mediada pelo
proteassomo e endocitose apresentam um tendéncia a ter uma reducdo em seus
niveis em uma taxa de aceleragdo acentuada nas primeiras 8 horas de
treinamento e tende a permanecer nesses niveis mais baixos. No entanto,
proteinas envolvidas com processos envolvendo RNA, tais como a via de
vigilancia de RNA, transporte de RNA e biossintese de aminoacil tRNA
apresentam uma tendéncia a manterem seus niveis nas primeiras 8 horas de
treinamento e depois desse tempo tendem a ter uma rapida queda em seus
niveis ao menos até as 24 horas apods o inicio do treinamento, 0 mesmo acontece

para o processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico.
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10. CONCLUSAO

Os resultados mostram, pela primeira vez, que o treinamento de abelhas
no paradigma de condicionamento operante ao longo do tempo altera o
proteoma cerebral do inseto. Essas proteinas encontram-se relacionadas a
varios processos metabdlicos envolvendo carboidratos, lipidios e aminoacidos;
sintese, estabilizacdo e degradacao de RNAs; organizagdo de proteinas de
membrana; regulacdo da transdugdo de sinal; e regulagdo da plasticidade

sinaptica.

E importante ressaltar que, embora as abelhas utilizadas nesse
experimento tenham tido seu genoma sequenciado e disponibilizado ha pouco
tempo, muitas informagdes, principalmente no que concernem a processos
biolégicos e vias, ainda precisam ser anotadas, visto que 33 % das proteinas
com diferenca de abundancia ndo possuiam anotagcées em vias KEGG, o que

torna dificil a compreensao dos dados.

Foram observadas apenas 16 proteinas com diferenca de abundancia
entre os trés grupos. Foram identificadas proteinas envolvidas em processos de
fosforilacdo e desfosforilagdo que dao indicios de que o processo de
aprendizagem por condicionamento operante, ao menos em fase inicial, nao
apresenta grandes variagcdes nos niveis das proteinas, mas sim que a
modulagao de sua atividade esteja associada a sua ativagdo ou inativagao por
meio de modificagbes pos-traducionais. Destacam-se a presenca diferencial das
proteinas CaMKIl e MAPK, que tiveram um aumento de sua abundancia nos
animais analisados imediatamente apds o final do treinamento € menores niveis

em animais do grupo avaliado 24 h apéds o inicio do treino.



99

CAPITULO Il

ANALISE DO INTERATOMA ENTRE MRJP1 E PROTEINAS CEREBRAIS DE
ABELHAS

Manuscrito em revisao ao periddico Scientific Report



100

Interactome analysis of the major royal
jelly protein 1 and brain proteins from honey

bee

Jaques M. F. de Souza'*, Gabriel C. N. da Cruz'?*, Luis Henrique F.
do Vale'*, Carlos A. O. Ricart’, Neil L. Kelleher® and Marcelo V. de Sousa'

'Brazilian Center of Protein Research, Laboratory of Protein Chemistry and
Biochemistry, Department of Cell Biology, University of Brasilia, Brasilia-DF, 70910-900,
Brazil.

2Technical-Scientific Department, Sdo Paulo State Police, Catanduva-SP,
15809-007, Brazil.

3Proteomics Center of Excellence, Northwestern University, Evanston, IL, USA.
*mvsousa@unb.br

*these authors contributed equally to this work

ABSTRACT

Differentiation of honey bee larvae into queen is attributed to the glycoprotein major royal
jelly protein 1 (MRJP1). Also found in the honey bee brain, MRJP1 functions are still unknown.
During development from nurse to forager, MRJP1 concentration decreases in the worker brain.
We analyzed interactions of honey bee brain proteins with MRJP1 by means of affinity purification,
protein identification by LC-MS/MS, GO terms categorization and KEGG pathway mapping. A
total of 120 honey bee brain proteins were identified. Several were anti-oxidant proteins. Also,
protein kinase A (PKA), protein kinase C (PKC) and calcium/calmodulin-dependent kinase type Il
(CAMK 1l) were present. In addition to serving as a substrate, MRJP1 may act as an anchoring
protein for protein kinases, with possible regulatory function. GO term enrichment analysis
revealed statistically significant p values for microtubule associated complex, neurotransmitter

secretion and glycolytic process. Pathway analyses showed that protein kinases were marked in
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several neuronal pathways that control gene expression, neuronal excitability, exocytosis,
endocytosis, synaptic plasticity, cytoskeletal remodeling and axon attraction/repulsion. Other
pathways, such as focal adhesion, adherens junction, tight junction, gap junction, apoptosis,
phagosome and regulation of cytoskeleton presented actin and other cytoskeleton-related

proteins. Our results reinforce the hypothesis of polyfunctionality of MRJP1.

Introduction

Royal jelly (RJ) is a secretion produced by the hypopharyngeal gland of nurse worker
honey bees (Apis mellifera) to feed larvae after hatching from eggs. Female larvae fated to
develop into queens receive solely RJ throughout their development, while larvae that are to
mature into worker bees pass to be fed with a mixture of RJ, honey and pollen after the third day.
RJ is composed of water (60-70 %), proteins (12-15 %); sugars (10-16 %) and lipids (3—6%),

with traces of vitamins, salts and free amino acids also present?,

Royal jelly proteins have been analyzed since 19603, such that RJ proteome profiles are
now well characterized*'3. The principal protein components of RJ are referred to as major royal
jelly proteins (MRJPs)'+15, as well as other names such as apalbumins and royalactins'. Initial
studies described two mrjp genes, but recent molecular biology and protein chemistry analysis'®
21 identified nine mrjp genes and one mrjp-like gene based on. MRJPs proteins show molecular
masses ranging from 47 to 80 KDa'“. In addition to honey bees, other hymenopterans, such as
bumble bees, ants and wasps, also possess mrjp genes'. Primarily described as having a

nutritional role, MRJPs are now considered as polyfuncional proteins'=.

MRJP1, the most abundant RJ protein, is a 56,1 KDa*710-1321-25 glycoprotein that is
glycosylated at five sites (N44, N88, N247, N313, and N319)"21426-31_ |n addition to a nutritional
function, it was described as the determinator for the differentiation of larvae into queen via an
egfr-mediated signaling cascade22729.32-35 However, criticism against this hypothesis has been
published, with sugars also appearing to be important differential determinants of the caste
dimorphism?#7.10-13,16,18,21-26,32,33,36-43  More recently, MRJP1 was postulated to be not necessary
for triggering queen larval development in a replication of the original experiment#7.10-14.21-26,36,44,45
A reply to the criticism claimed that the experimental replication was not conducted exactly as in
the original work, in particular with regard to the amount of MRJP1 supplied to queen-destined

larvae'.14.264446-48  |n addition to the potential role in triggering queen larval development, an
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antimicrobial role has also been described for MRJP1, which was proposed to harbor three

antlmlcroblal peptides14,16,1 8,21 ,26,29,37,38,40,49,51-53.

While little is known about MRJP1 functions in the royal jelly, even less is understood
regarding the roles of this protein in other honey bee tissues. As a matter of fact, MRJP1 is present
in brain®1429.53-55 and in most of the other 29 insect body parts, as surveyed in a comprehensive

proteomics studies!-211.31.55,

During behavioral and ontogenetic development from nurse to forager, the concentration
of MRJP1 decreases in the honey bee worker brain'2122129.3156_|n parallel, some other proteins
are down-regulated, while a set of up-regulated proteins arises. Still the most abundant protein in
the honeybee brain, MRJP1 degradation during worker aging and behavioral shift suggest that
amino acids released by this protein may become engaged in synthesis of new
proteins?!.28.29.3257.58 However, MRJP1 may carry a plethora of other functions in the honey bee

brain, as observed in many other examples of multifunctional proteins in the literature.

A useful and common strategy to determine possible functions for a given protein is to
determine its interacting partners#7.10-13.22-2539,424359-62  |n order to suggest possible biological
functions for MRJP1, we analyzed its interactome with brain proteins from honey bee. For this,
an affinity chromatography assay was developed to capture MRJP1-binding proteins.
Identification of these proteins was performed by LC-MS/MS, followed by their categorization

according to GO terms and metabolic pathway mapping via the KEGG database.

Results

MRJP1 interactome with 118 different proteins

MRJP1 was purified as previously described'42126:63_ For the current work, MRJP1 purity
was determined not only by SDS-PAGE, but also by mass spectrometry (MS) (Fig. 1). The
molecular mass of MRJP1 was also determined by MS as 52,098.973 kDa. There were two other
peaks on the spectrum, which are not contaminants, since they can be assigned to the doubly
charged MRJP1 (m/z 25,998.688) and to apisimin (m/z at 5,493.642), a naturally occurring
MRJP1 binding peptide'#7:64. Some extra minor bands seen on the SDS-PAGE gel above and
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below the MRJP1 main band were determined as MRJP1 fragments (lower MWs) and MRJP1
dimer / oligomers (higher MWs) by MALDI-TOF peptide mass fingerprinting (Supplementary Fig.

1).

The interactome between MRJP1 and honey bee brain proteins was determined by LC-
MS/MS protein identification after purifying the MRJP1-brain protein complexes. For this, purified
MRJP1 was coupled to activated thiol-Sepharose resin (MRJP1-Sepharose). The reversibility of
this reaction was demonstrated by eluting MRJP1 from the resin with 25 mM DTT in binding
buffer. The honey bee brain protein extract was incubated with MRJP1-Sepharose. The unbound
material was exhaustively washed. Complex MRJP1-ligands were then uncoupled from the resin.
The contents of the fractions from all the steps of the affinity separation were analyzed by SDS-
PAGE (Fig. 1). A control experiment was conducted to check if any brain protein would interact
with the resin (with no MRJP1 linked to it). Thiol biding groups were blocked with iodoacetamide.
Subsequently, a brain extract was run through the column, washed with assay buffer containing
200 mM NaCl followed by assay buffer containing 25 mM DTT. The eluted materials were
analyzed by SDS-PAGE. Only three protein bands could be detected by silver staining the gel.
These were identified as keratins by MALDI-TOF peptide mass fingerprinting (Supplementary Fig.
2). Although freshly prepared solutions were employed, with great care throughout,experiment
procedures, keratin contamination occurred during the process. However, and importantly, results

revealed that no honey bee brain proteins stuck to the resin in the control experiment.

In order to visualize the profile of the MRJP1-honey bee brain protein interactome, 2DE
was employed. The main protein spots corresponded to MRJP1, as expected, based upon their
location in the 2DE gel as previously determined?6:18.21.26.37,38,408566 |n gddition, over two hundred
protein spots were detected combining two pH ranges, 4-7 and 6-11, with prevalence of protein

spots in the alkaline region (Fig. 2).

For the identification of proteins present in such an interactome, we relied on LC-MS/MS
using capillary column chromatography in tandem with FT ion cyclotron mass spectrometry,
followed by protein identification against the Apis mellifera sequence database using Peaks
(Supplementary Table 1). The MS/MS raw data was deposited in PeptideAtlas under the Dataset
Identifier PASS00961 (www.peptideatlas.org/PASS/PASS00961). As a high number of matches

provided uncharacterized entries, all the sequences were then submitted to an analysis using

Blast2GO against its own non-redundant database. This analysis resulted in 120 protein entries

(Supplementary Table 1), most of which act as enzymes in various processes.

Categorization of the identified MRJP1-binding proteins
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A preliminary view of Supplementary Table 1 reveals a high number of enzymes, many
belonging to intermediary metabolic pathways. In order to categorize the MRJP1-binding proteins
into functional gene ontology (GO) terms, according to molecular function, biological process and

cellular component, Blast2GO was also utilized.

Concerning molecular function, GO categorization (Fig. 3a) revealed that most proteins
belonged to ATP binding (27), oxidoreductase activity (23) and metal ion binding (19) functions.
With regard to biological processes (Fig. 3b), a broad range of MRJP1-interacting protein
categories were assigned. In agreement with the molecular function categories, a high number of
proteins were associated with oxidation-reduction processes (28 proteins), such as thioredoxin,
thioredoxin reductase, glutaredoxin, glutathione peroxidase and superoxide dismutase. A
considerable number were also classified into phosphorylation processes (20 proteins), such as
arginine kinase, protein kinase A (PKA), and protein kinase C (PKC) calcium/calmodulin-
dependent kinase type Il (CAMK 11). Also, it was noteworthy that several proteins were related to
nitrogen metabolism, more specifically to amino acid biosynthesis, as well as to protein translation
(Fig. 3b). Cellular component classification (Fig. 3c) led mainly to ontologies associated to
cytoskeleton (8), such as tubulin beta-1 chain, actin-4, cofilin actin-depolymerizing factor
homolog, profilin, TPPP (tubulin polymerization-promoting protein) and microtubule-associated
tau isoform X1. A number were also classified to ribosome (6), eukaryotic initiation factor 4A-,
elongation factor mitochondrial-like, elongation factor 1-alpha and translation elongation factor 2

and elongation factor 1-gamma.

Although not evident in the categorization pie charts, visual inspection of Supplementary
Table 1 also revealed a number of chaperone proteins, namely a 60 kDa heat shock
mitochondrial, a heat shock 83, a heat shock 70 kDa 4 isoform X1, a heat shock 70 kDa cognate
4 and a dnaJ homolog subfamily A member 1. Other interesting proteins that may perform
important regulatory roles comprised an arrestin homolog, a lethal(2)essential for life-like, an
annexin B9-like isoform X2, a ROP isoform X1, a rab GDP dissociation inhibitor beta, a 14-3-3
(epsilon and zeta), a type | inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase, a synapsin, serine-
threonine phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform, a ras-related Rab-3 isoform
X1, and a neurocalcin homolog and dynamin isoform X1. Finally, MRJP3 and MRJP7 were also

observed among the MRJP1 binding proteins.

GO term enrichment analysis revealed statistically significant p values for microtubule
associated complex (GO:0005875) as cellular component, with a p-value of 0.025, as well as for
neurotransmitter secretion (G0O:0007269), with p-value of 0.035, and glycolytic process
(G0:0006096), with a p-value of 0.039, as biological process.
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Pathway mapping for MRJP1-binding proteins

BLASTKOALA was used together with the eukaryotic KEGG pathway database for the
visualization of signaling and metabolic pathways in which MRJP1-binding proteins act. In total,
98 proteins were assigned to 112 pathways (Supplementary Table 2), as some proteins were

present in more than one pathway.

In relation to Metabolism, many proteins that bind to MRJP1 were categorized in the
carbohydrate and amino acid metabolism pathways. In relation to Genetic Information
Processing, six MRJP1-binding proteins were classified in protein processing in endoplasmic
reticulum pathways. In regard to Environmental Information Processing, which is related to
molecular transport and signal transduction from the environment into cell systems through the
membrane, a total of 20 signal transducing pathways possessed MRJP1-binding proteins, from
which PKA, PKC and CAMKII were the most commonly found. In Organismal Systems pathways,
cholinergic, dopaminergic, GABAergic, glutamatergic and serotoninergic synaptic pathways, as
well as long-term depression (LTD), long-term potentiation (LTP), photo, olfactory and taste
transduction pathways, were also under control of PKA, PKC and CAMKII, amongst others. PKC,
CAMKII and cofilin were observed in axon guidance pathways. These and other cytoskeleton-
related proteins (actin subunits, tubulin subunits, myosin and profilin) were also placed in specific
pathways, such as focal adhesion, adherens junction, tight junction, gap junction, apoptosis,
phagosome and regulation of actin cytoskeleton.

Upon examining downstream effects regulated by PKA, PKC and CAMKII, numerous
learning and memory-related processes were observed, such as gene expression, neuronal
excitability, exocytosis, endocytosis, synaptic plasticity, cytoskeletal remodeling and axon

attraction/repulsion (Figs. 4, 5 and 6 and Supplementary Figs. 3-11).

Discussion

The MRJP1 characterized in the present work was shown to be in a highly pure state by
both SDS-PAGE and MS (Fig. 1 and Supplementary Fig. 1). Only MRJP1 singly and doubly
charged monomers were observed on the MS spectrum together with its interacting peptide
apisimin. As far as we know, this is the first report of the exact molecular mass of MRJP1, at
52,096.973 kDa, as determined by MS. SDS-PAGE analysis demonstrated the binding of some
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brain proteins to MRJP1, while most of the brain proteome passed through the affinity
chromatographic column without binding to MRJP1. The extra faint MRJP1 fragments, whose
bands can be seen on the SDS-PAGE gel, probably arise during SDS-PAGE sample preparation,
since they were not observed by MALDI-TOF MS. The higher MW MRJP1 bands can be attributed

to dimeric and oligomeric species?'.

MRJP1 from royal jelly and brain are exactly the same protein'42'67.68  such that we
performed the affinity chromatography of brain proteins using MRJP1 purified from royal jelly for
the sake of higher yield. A total of 120 honey bee brain proteins bound to MRJP1. The 2DE profile
provided the distribution of MRJP1-interacting proteins in terms of experimental pl and size (Fig.
2). A prevalence of proteins with pl above 6 was observed. This is an interesting finding since
2DE maps usually show a higher number of acidic than alkaline protein spots for several different
biological samples®®. Therefore, it is possible that the acidic nature of MRJP1 favors its interaction

with alkaline proteins.

The total number of 120 MRJP1-binding proteins was determined with great confidence,
which was guaranteed by both a carefully conducted affinity purification experiment and a highly
stringent mass spectrometry protein identification. A whole-body, cross-gender and cross-caste
honey bee proteome mapping documented a total of 2,288 proteins’-55. Another more specific
proteomic analysis identified a total of 2,742 proteins in the nurse and forager worker brains’-231,
A more recent work employed modern nLC-Orbitrap Q-Exactive mass spectrometer to identify a
total of 5,052 proteins in mushroom bodies?"%¢. This number of identified proteins may be lower
than the potential total number of proteins in the honey bee brain, because the honey bee genome
annotation is still incomplete and deficient?®.58, making protein identification by mass spectrometry
not as comprehensive as possible. Thus, the percentage of MRJP1-binding proteins may
represent less than 2.3 % of the total honey bee brain proteins, although the diversity of the GO
categories defined in the present work is very heterogeneous (Fig. 3 and Supplementary Table
1).

Despite the initial observation of such heterogeneity regarding GO terms, it was
noteworthy the over-representation of MRJP1-binding proteins in oxidation-reduction processes
was noteworthy. These included thioredoxin, thioredoxin reductase, glutaredoxin, glutathione
peroxidase and superoxide dismutase (Supplementary Tables 1 and 2, Fig. 3). Honey bees are
exposed to environmental and metabolic stresses that lead to the formation of reactive oxygen
species (ROS), which are potentially damaging to molecular systems of the insect and are related
to decreased life span?”30 as well as to deficits in learning33-35. However, honey bees possess an
antioxidant system to cope with free radical species®¢#'. The complexation of so many antioxidant

proteins to MRJP1 points to a possible role as a regulatory protein associated with protection of
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the honey bee brain against ROS and, consequently, against learning deficits and premature

aging.

Vitellogenin, a large lipid transport, egg-yolk precursor protein, related to processes like
reproduction, endocrine regulation and behavior445 was also found to be associated to honey
bee longevity*648, since it has membrane affinity that is connected to cell damage recognition and
antioxidant function*®-5'. RNAi-induced vitellogenin knockdown provoked an increase in lifespan
of honey bee workers, and the potential mechanism causing the longer lifespans was reported to
be an up-regulation of genes related to defense against oxidative damage?®5253, Similarly to
MRJP1, vitellogenin was detected in the honey bee brain, specifically in glial cells, and also
instigated questions concerning protective roles against oxidative damage and aging of brain

cells®.

Equally interesting was the finding of MRJP1-binding proteins belonging to
phosphorylation processes, especially AGC kinases group [including protein kinase A (PKA) and
protein kinase C (PKC)] and CAMK kinases group [including calcium/calmodulin-dependent
kinase type Il (CAMK II)] (Supplementary Tables 1 and 2, Fig. 3). If MRJP1 was able to bind
kinases, it could be a substrate of those phosphorylating enzymes. Actually, MRJP1 from royal
jelly has been shown to be a phosphorylated protein''. More recently, phosphorylation sites were
mapped on MRJP1 and other royal jelly proteins, so that PKA, PKC, CAMK and other possible
kinases were suggested to phosphorylate MRJP1 on 10 different sites altogether2. It is very likely
that the cerebral MRJP1 is also a phosphoprotein.

As well as acting as a substrate, MRJP1 may also serve as an anchoring or scaffold
protein for bee brain protein kinases and all other MRJP1-binding proteins, with possible
regulatory effects over them. Mechanisms controlling protein kinase activation and inhibition are
diverse and kinase specific, but interactions with other proteins comprise a significant regulatory
characteristic for the protein kinase superfamily, with general repercussions on the biochemistry
and biology of living organisms®’. For example, the A-kinase anchor proteins (AKAPs) form a
class of structurally diverse scaffold proteins to which PKA and other signaling proteins anchor

[including phosphodiesterases (PDEs), phosphatases and other kinases (PKC and MAPK)].

These multi-protein complexes are then driven to specific locations%-62. AKAPs signaling
complexes take place in neuronal processes that exert, for example, regulation of excitatory
synaptic plasticity®3. AKAPs also are found in invertebrates such as Drosophila melanogaster®*,
where, interestingly, they are involved in cognitive processes such as memory formation®5:66,
Although no AKAP has been characterized in Apis species yet, they are certainly also important
for cerebral processes in the honey bee. On the other hand, the role of phosphorylation of the

brain transcription factor cAMP-response element binding protein Apis mellifera (amCREB) by
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PKA, leading to behavioral responses, has clearly been established®”¢8. Similarly, the action of
PKC'70, PKC-binding protein27!, CAMKII3272 and CAMKII binding proteins#7:10-13.22:2573 on
behavioral and cognitive processes in the honey bee is well known. In fact, there is increasing
interest in the honey bee as a model for behavior and learning research, where signaling networks

containing all the classical molecular components have been constructed'4.26.7475,

In our pathway mapping, not surprisingly, the above-mentioned kinases were highlighted
in several neuronal pathways that control gene expression, neuronal excitability, exocytosis,
endocytosis, synaptic plasticity, cytoskeletal remodeling and axon attraction/repulsion (Figs. 4, 5
and 6 and Supplementary Figs. 3-11). In axon guidance pathways (Supplementary Table 2),
cofilin was found in addition to PKC and CAMKII. Other pathways, such as focal adhesion,
adherens junction, tight junction, gap junction, apoptosis, phagosome and regulation of actin
cytoskeleton also presented these and other cytoskeleton-related proteins (actin subunits, tubulin
subunits, myosin and profilin) (Supplementary Table 2). Coincidently, immunocytochemistry and
electron microscopy analyses have shown MRJP1 associated with proteins of filamentous
structures of the cytoskeleton of honey bee brain cells, in the antennal lobe, optical lobe and
mushroom body'2°. An interesting report suggested that changes in the proteome and
phosphoproteome, particularly the higher phosphorylation of cytoskeleton, are involved in
triggering embryo—larva transition of honeybee worker'6.18.21,26,37.38.40,76 | ndoubtedly, there is now
considerable understanding on how the cytoskeleton is intrinsically associated with brain

development and plasticity in animals'77.78, including Drosophila®® and honey bee!2:80.

Three proteins involved in the MRJP1 interactome, which although not well characterized
in Apis mellifera, still deserve attention: synapsin, neurocalcin and dynamin (Supplementary
Table 1). In social insects, brain plasticity is associated to synapsins, which were found to interact
with MRJP1. Synapsins are substrates for PKA, localize in presynaptic boutons, and fine tune
neurotransmitter release by reversibly attaching synaptic vesicles to actin?'8'. In a probable
situation, MRJP1 would anchor and enclose three major players (PKA, synapsin and actin) in

neurotransmitter release with consequences in synaptic plasticity.

Contrary to a previous study, where MRJP1-calmodulin interaction was observed in an
assay using a calmodulin affinity column to capture brain proteins from worker honey bees?8.82,
this interaction was not observed in the present work. However, a neurocalcin homolog, which is
a calcium-binding and sensing protein, took part in the MRJP1 interactome (Supplementary Table
1). Evidence that neurocalcin may be up-regulated during behavior acquisition came from the
finding that it was more abundant in forager than in nurser brains?”:3'. In our pathways mapping,
dynamin was placed in the synaptic vesicle cycle, endocytosis, calcium reabsorption and
phospholipase D signaling pathways (Supplementary Table 2). A dynamin homolog gene,
atlastin, which has potential neurodevelopmental and behavioral effects, was previously identified

as a candidate gene Influencing honey bee grooming behavior in response to varroa mites3383,
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Apart from synapsin, neurocalcin and dynamin, other MRJP1-binding proteins may carry
important regulatory roles: arrestin homolog, lethal(2)essential for life-like, annexin B9-like
isoform X2, ROP isoform X1, rab GDP dissociation inhibitor beta, 14-3-3 (epsilon and zeta), type
| inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase, serine-threonine phosphatase 2A 65 kDa regulatory
subunit A alpha isoform, ras-related Rab-3 isoform X1, and dynamin isoform X1. Out of these,
ROP isoform X1, rab GDP dissociation inhibitor beta and ras-related Rab-3 isoform X1 were found
within the enriched GO term neurotransmitter secretion (G0O:0007269). We also reported that the
MRJP1 interactome contain many proteins falling into carbohydrate and amino acid metabolism
as well as in protein processing in endoplasmic reticulum. As a matter of fact, seven enzymes are
included in the enriched GO term glycolytic process (GO:0006096), perhaps indicating that
MRJP1 may have some regulatory action on the energy metabolism. It is also possible to pick
examples of chaperones such as 60 kDa heat shock mitochondrial, heat shock 83, heat shock 70
kDa 4 isoform X1, heat shock 70 kDa cognate 4 and dnad homolog subfamily A member 1, that
interact with MRJP1. Two other major royal jelly proteins with unknown functions, MRJP3 and
MRJP7, are also among the MRJP1 binding proteins. The cellular component GO term
microtubule associated complex (GO:0005875) also encompass proteins such as 60 kDa heat

shock mitochondrial, 14-3-3 epsilon and myosin-IlIb isoform X1.

Whilst it is beyond the scope of this work to discuss each of the MJP1-binding proteins,
our results reinforce the hypothesis of multifunctionality of MRJP1, as suggested by other
authors21227,29.36,3849 However, a question that must be posed is whether all of the 120 proteins
bind directly to MRJP1 or are associated to naturally occurring protein complexes. Further work
must be performed to identify direct MRJP1-protein interactions. Such a task may be
accomplished by applying cross-linking and hydrogen-deuterium exchange followed by mass
spectrometry analysis. Detection and analysis of protein complexes that occur in the honey bee
brain would also be relevant, given that many would contain MRJP1. Such natural complexes
could be characterized by a combination of native two-dimensional electrophoresis and mass

spectrometry, both in its bottom up and top down approaches.

Methods

Honey bees and chemicals

Honey bee (Apis mellifera) forager workers were obtained from Vereda Rosa Apiaries
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(Brasilia, DF, Brazil), and royal jelly from Apivita (Rio Claro, SP, Brazil). Protease inhibitor mixture
cOmplete Mini was purchased from Roche (Mannheim, Germany); Thiol-Sepharose 4B resin and
2D Quant kit from GE Healthcare (Upsala, Sweden); and sequencing grade trypsin from Promega
(Madison, WI, USA). All other chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA) in

analytical grade or superior.

Brain proteome extraction

Honey bees were anesthetized with chloroform. Heads were dissected and brains
obtained after careful removal of the hypopharyngeal and post-cerebral glands. Brains were
immediately washed with cold assay buffer (50 mM tris-HCL pH 7.5, 1 mM EDTA,100 mM NacCl)
containing 1 tablet of cOmplete Mini protease inhibitors per L, frozen in liquid nitrogen, macerated
and stored at — 80 °C until use.

Affinity chromatography

MRJP1 was purified as previously described?'44. Briefly, 250 mg of royal jelly (Apivita,
Rio Claro, Brazil) were diluted in 1.2 mL of 50 mM Tris—HCI pH 7.5 (buffer A) containing 10 mM
EDTA and a tablet of proteases inhibitors (cOmplete Mini, Roche, Mannheim, Germany). The RJ
solution was vortex stirred for 2 min, and centrifuged at 16,000 g for 30 min at room temperature.
The soluble material was submitted to FPLC chromatography using an anion-exchange Mono-Q
HR 10/10 column (Pharmacia, Uppsala, Sweden). The column (8 mL) was equilibrated with buffer
A under a 1.5 mL/min flow. Elution was performed using a 0—1 M NaCl in buffer A with the
following scheme: 0—10 min, buffer A; 10—-60 min, 0-0.2 M NaCl; 60-90 min, 0.2-0.5 M NacCil;
90-95 min, 0.5— 1 M NaCl; 95-100 min, 1 M NaCl. All the solutions were filtered through 0.22 ym
pore filter and degassed before use. The chromatographic run was conducted at room
temperature, and accompanied by optical absorption at 280 nm. The MRJP1 fraction was dialyzed

against distilled water at 4 °C and lyophilized.

Thiol-Sepharose 4B was activated following manufacturer’s instructions for packing a
disposable plastic column with 400 pL of resin. The activated, packed resin was thoroughly
washed with Milli-Q water. The resin was then equilibrated with 25 mL of assay buffer under a
flow rate of 0.3 mL/min at room temperature. The absorbance of the efflux was monitored at 280
nm. MRJP1 was then reversibly coupled to the resin through free cysteines residues. Saturating
quantity of MRJP1 (3.5 mg) was dissolved in 2 mL of assay buffer, and allowed to incubate with
the activated resin for 2 h at 4 °C. The excess of protein not bound to the resin was washed away
by assay buffer for extra 5 min after the absorbance at 280 nm had reached the baseline. The

honey bee brain proteome was thawed, centrifuged at 16,000 g for 15 min. The supernatant,
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containing around 500 ug of proteins as determined by 2D Quant kit, was then incubated with the
matrix (MRJP1-Sepharose) for 2 h at 4 °C. The unbound proteins were washed away with assay
buffer until the absorbance at 280 nm reached the baseline and for 5 min more. The complexes
MRJP1-brain proteins complex were then eluted from the matrix by applying assay buffer
containing 25 mM dithiothreitol (DTT). The MRJP1-brain proteins fraction was vacuum
concentrated, and then precipitated by adding three times the sample volume of ice-cold acetone
at — 20 °C followed by an incubation at — 80 °C for 30 min, followed by centrifugation at 15,000
g at4 °C for 10 min. The supernatant was discarded, and the centrifugation was repeated. Finally,

the sample was dried in a vacuum centrifuge concentrator.

A batch (400 pL) of control resin (with no MRJP1 bound to it) was subjected to reduction
with 1 mL of 25 mM DTT in assay buffer at 56 °C for 1 h followed by alkylation with 1 mL of 300
mM iodoacetamide in assay buffer at room temperature for 45 min in the dark. The control resin
was equilibrated with 25 mL of assay buffer, and incubated with the honey bee brain extract as
described above. The column was washed with assay buffer until the absorbance at 280 nm
reached the baseline plus extra 5 min, then with 200 mM NaCl in assay buffer for 5 min, and with

25 mM DTT in assay buffer for 5 min. The eluted material was treated as described above.

SDS-PAGE and 2D Electrophoresis

Protein contents from the affinity-purified fractions were analyzed by sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)*8 on 10% gels. Samples were
dissolved in sample buffer (62.5 mM tris-HCI pH 6.8, 2 % SDS, 10 % glycerol, 100 mM DTT and
0.01 % bromophenol blue). Electrophoretic separation was conducted in running buffer (25 mM
tris-HCI pH 8.5, 0.192 M glycine, 0.1 % SDS) at 30 mA constant current at 20 °C. Molecular mass
markers were phosphorylase b (97.0 kDa), BSA (66.0 kDa), ovalbumine (45.0 kDa), carbonic
anhydrase (30.0 kDa), trypsin inhibitor (20.1 kDa) e a-lactalbumine (14.4 kDa). Protein bands

were visualized by silver staining.

The profile of MRJP1-brain proteins interactome (160 pg per gel) was visualized by two-
dimensional electrophoresis (2DE) as previously described?'4%5!, in which the first dimension of
isoelectric focusing (IEF) was carried out on 18 cm IPG strips (GE Healthcare) in pH ranges 4-7
and 6-11, followed by a second dimension of SDS-PAGE with gradient gels from 8 to 15 %.

Protein spots were also silver stained.

MALDI-TOF MS
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MRJP1 purity and molecular mass were determined by matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) on a Reflex IV equipment from
Bruker (Bremen, Germany). Native MRJP1 was mixed with a fresh sinapinic acid solution (20
pg/mL in 0.1 % TFA in 50 % acetonitrile), and dried on a stainless Bruker MTP 384 plate. Spectra
were generated in positive linear mode using Bruker FlexControl v. 2.4, and analyzed with Bruker

FlexAnalysis v. 2.4.

Protein digestion

The protein fraction containing MRJP1-brain proteins was resuspended in 8 M urea, 75
mM ammonium bicarbonate followed by reduction using 10 MM DTT for 1 h at room temperature,
and alkylation with 50 mM iodoacetamide for 30 min in the dark. Samples were diluted to a final
concentration of 1 M urea with 100 mM ammonium bicarbonate. The protein sample was digested
using Promega sequencing-grade modified trypsin at an enzyme/substrate ratio of 1:50 for 18 h
at 37 °C. Proteolysis was stopped by addition of trifluoracetic acid at 1% final concentration. The
resulting tryptic peptides were desalted on a C18 zip tip (Millipore, Billerica, MA, USA). The

organic solvent present in the peptide mixture was removed by a vacuum centrifuge concentrator.

Protein identification by LC-MS/MS

Analysis was performed on a hybrid linear ion trap-7 Tesla FT-ICR mass spectrometer
(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). The mass spectrometer was online coupled to an
Eksigent nanoLC 1D Plus (Eksigent, Dublin, CA, USA) instrument (Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA, USA). The chromatography system was equipped with an in-house packed 2 cm x 150
um i.d. pre-column (Jupiter C18, 3 um, 300 A, Phenomenex) and with 20 cm x 75 ym i.d column
(Jupiter C18, 3 ym, 300 A, Phenomenex). The peptides resulted from the digestion of the complex
MRJP1-bee brain proteins were suspended in 20 uL mobile phase B (95% water, 5% acetonitrile,
0.2% formic acid) prior injection into the nanoLC system. The separation was carried out at a flow
rate of 300 nL/min using an 80 min gradient of mobile phase A (95% water, 5% acetonitrile, 0.2
% formic acid) and mobile phase B (5% water, 95% acetonitrile, 0.2 % formic acid). The gradient
started at 5% of mobile phase B in mobile phase A over 10 min, then rose to 45% in 40 min,
followed by a steep increase to 90% over 5 min, where it was held for 5 min, and then returned
to 5% B over 5 min, followed by column re-equilibration for 15 min. The mass spectra were
acquired using Xcalibur (version 2.2 SP 1.78, Thermo Fisher Scientific) operating in data-
dependent acquisition (DDA) mode. DDA cycle consisted of a survey scan in FTMS comprising
an m/z 400-1600 range under the resolution of 50,000 at m/z 400. The eight most abundant ions

were fragmented by collision induced dissociation (CID) with a normalized fragmentation energy
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of 35 % and automatic gain control (AGC) of 1x108. The CID fragmentation spectra were acquired
in the ion trap analyzer with a 2 m/z isolation width and AGC 1x10%. lons with charge state > 4
were excluded. The dynamic exclusion was enabled with a repeat count of 3, repeat duration of

45 s and exclusion duration of 120 s.

The identification of proteins was performed by the processing of raw files (deposited in
PeptideAtlas under the Dataset Identifier PASS00961) with PEAKS (version 7.0, Bioinformatics
Solutions Inc., Waterloo, ON, Canada). Mass spectra were searched against a sequence
database of Apis mellifera, downloaded from UniProtKB on July 20, 2016, totaling 16,997 entries.
The search parameters settled up were: FTMS as instrument, trypsin as enzyme, CID as
fragmentation, scan filter greater than 0.65; mass tolerance at 10 ppm for MS1 and 0.5 Da for
MS2; tryptic cleavage specificity with up 2 missed cleavages; carbamidomethylation of cysteine
as fixed modification and oxidation of methionine: acetylation of N-terminal of protein as variable
modification and up to three posttranslational modification per peptide. The rate of false positives
was estimated by using the target database with a decoy database. The final criteria for
identification were a cut-off false discovery rate (FDR) for peptides < 0.01% and at least two

unique peptides per protein.

GO term categorization, enrichment analysis and pathway mapping of identified proteins

FASTA sequences from the list of identified proteins were uploaded onto BLAST2GO,
version 3.3.5295385 Default analysis values were used as recommended by the program. A
sequence similarity search was performed using the BLASTp algorithm against a BLAST2GO
non-redundant protein (nr) sequence database (08.06.2016). Search parameters were e-Blast
expectation filter of 1x10-3, analysis of early 20 hits, the minimum length of alignment of 33 amino
acids and low complexity filter enabled. Mapping of GO terms associated with the hits obtained
with BLAST was performed. The annotation threshold was 55, GO weight set to 5 and E-value of
the hit filtered at 1x1076. For enrichment analysis, FASTA sequences were clustered with
OrthoVenn software using default parameters®. Clusters were then compared against the A.
mellifera clustered database. The overlap of clusters was analyzed for GO enrichment analysis.
The individual protein functions were associated with ortholog groups for placement into KEGG
pathways by the use of BLASTKOALA 5587 available at (http://www.kegg.jp/blastkoala). This
search was performed under default parameters against the "family_eukaryotes" KEGG Genes

Database.
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Fig. 1. Analysis of MRJP1 purity and affinity chromatography fractions. a) Mass spectrum
of purified MRJP1. The peaks at m/z 52,098.973 and m/z 25,998.688 were assigned to singly
charged and doubly charged MRJP1, respectively. The peak at m/z at 5,493.642 was assigned
to the MRJP1 binding peptide apisimin. b) SDS-PAGE profile of the affinity-separated fractions.
Total protein amounts of 10 ug were analyzed as purified MRJP1 (lane 1), MRJP1 uncoupled
from the resin by DTT (lane 2), honey bee brain proteins not bound to imobilized MRJP1 (lane 3),
complex MRJP1-binding proteins uncoupled from the resin by DTT (lanes 4 and 5, two tubes
collected for protein identification by LC-MS/MS). Full length gel is shown in Supplementary
Figure 12.
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Fig. 2. 2DE profile of MRJP1-honey bee brain proteins interactome. The profile of MRJP1-
brain proteins interactome (160 ug per gel) was visualized by two dimensional electrophoresis
(2DE) within pH ranges 4-7 and 6-11, followed by a second dimension of SDS-PAGE with gradient

gels from from 8 to 15 %. Protein spots were silver stained.
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Molecular Function
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BATP metabolic process (10)
E Response to stress (10)
® Regulation of cellular metabolic process (10)
¥ Cellular protein modification process (10)
“ Pyruvate metabolic process (10)
™ Peptide metabolic process (9)
E Regulation of primary metabolic process (9)
B Coenzyme metabolic process (9)
® Regulation of macromolecule metabolic process (9)

Cellular Component

® Ribosome (6)

® Catalytic complex (6)

® Proton-transporting two -sector ATPase complex, catalytic
domain (4)

¥ Intracelular membrane-bounded organelle (4)

® Proton-transportin V-type ATPase complex (4)

® Extracellular region (4)

B Polimeric cytoskeletal fiber (4)

" Microtubule cytoskeleton (4)

Fig. 3. Categorization of MRJP1-binding proteins under GO terms. FASTA sequences
from the list of identified proteins were uploaded onto BLAST2GO, version 3.3.5, for sequence
similarity search performed with BLASTp algorithm against a BLAST2GO non-redundant protein
(nr) under default analysis values. Mapping of GO terms associated to the hits obtained with
BLAST was performed to categorize proteins according to (a) molecular function, (b) biological
process and (c) celullar component.
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11.CONCLUSAO GERAL DA TESE E PERSPECTIVAS

O presente trabalho contribuiu com uma analise protedbmica profunda
sobre 0os mecanismos moleculares envolvidos no condicionamento operante em
ratos e abelhas. Ademais, até o presente momento, este foi o primeiro trabalho
abrangendo uma analise protedmica de auto rendimento com énfase no
proteoma cerebral da abelha M. quadrifasciata, possibilitando a identificagao de
milhares de proteinas. Foi possivel identificar algumas proteinas que
apresentaram diferengas em seus niveis de abundancia nos animais treinados,
sendo essas dependentes do tempo apds de extragdo bem como dependente
do numero de sessdes que o0s animais sdo submetidos. Tais resultados sugerem
um forte envolvimento proteinas pertencentes ou associadas ao citoesqueleto
nessa forma de aprendizagem. Além disso, pode-se concluir que a
aprendizagem por condicionamento € um processo dependente ndo apenas da
sintese, mas também da degradacéao proteica. Isso foi evidente principalmente
quando avaliamos os resultados obtidos com o modelo de abelha. Os resultados
aqui apresentados contribuem para o esclarecimento de tal processo e abrem
perspectivas para novos estudos embasados na analise de modificagbes pos-
traducionais como a fosforilagcio, visto a identificagcdo de cinases e fosfatases
com diferentes abundancias entre os grupos. Outra analise que pode ser
realizada é a analise de ubiquitinacao de proteinas, uma vez que foi observado
um decréscimo da abundancia de varias proteinas no treinamento com abelhas
em conjunto do enriquecimento da via de proteassomo e de proteinas ubiquitina
ligase. Por meio de tais estudos pode-se elucidar quais séos as proteinas alvos
dessas enzimas e em quais processos elas podem estar envolvidas. Técnicas
para estudos de tais eventos podem ser utilizadas no préprio laboratério de
bioquimica e quimica de proteinas, visto que o laboratério comporta estrutura e

instrumentos para tais analise.
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