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"Um homem precisa viajar. Por sua conta, 

não por meio de histórias, imagens, livros ou TV.  

Precisa viajar por si, com seus olhos e pés, 

 para entender o que é seu.  

Para um dia plantar as suas próprias árvores e dar-lhes valor. 

 Conhecer o frio para conhecer o calor. 

 E o oposto.  

Sentir a distância e o desabrigo para estar bem sob o próprio teto. 

 Um homem precisa viajar para lugares 

 que não conhece para quebrar essa 

 arrogância que nos faz ver o mundo como o imaginamos, 

 e não simplesmente como é ou pode ser; 

 que nos faz professores e doutores do que não vimos, 

 quando deveríamos ser alunos,  

e simplesmente ir ver." 

 

Amyr Klink, Mar sem fim. 
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Escopo da tese 

 

Esta tese está organizada da seguinte forma: Introdução, Objetivos, Capítulos 1 e 2, 

Considerações Finais e Perspectivas e Referências. A Introdução geral da tese apresenta 

uma revisão teórica sobre o objeto de estudo desta tese, a proteína Major Royal Jelly Protein 

(MRJP1) bem como sobre princípios básicos da espectrometria de massas e sobre a técnica de 

hydrogen deuterium exchange mass spectrometry (HDX-MS). Os Objetivos são compreendidos 

entre o geral e os específicos. O capítulo 1, Caracterizações Bioquímicas Preliminares de 

MRJP1, apresenta experimentos bioquímicos preliminares que nortearam todo o resto desta 

tese. O capítulo 2, Characterizing the Structure, Dynamics and Oligomerization of Major 

Royal Jelly Protein 1 (MRJP1)/Apisimin by Mass Spectrometry and Complementary 

Biophysical Tools, contém o conteúdo do trabalho publicado na revista Biochemistry da editora 

American Society of Chemistry (ACS) desenvolvido em uma colaboração internacional entre o 

Laboratório de Bioquímica e Química de Proteínas da Universidade de Brasília (UnB), o 

Department of Chemistry, The University of Western Ontario, London, Canada e o Proteomics 

Center of Excellence, Departments of Chemistry and Molecular Biosciences, Northwestern 

University, Evanston, Illinois, EUA. Considerações Finais e Perspectivas resume os principais 

achados da tese bem como os novos caminhos e desafios no entendimento da estrutura e função 

de MRJP1. Referências lista somente os trabalhos à parte do manuscrito publicado. 
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Resumo 

 
Geleia Real (GR) dispara o desenvolvimento de larvas de abelhas fêmeas até rainhas. Este 

efeito tem sido atribuído à presença de Major Royal Jelly Protein 1 (MRJP1) presente na 

geleia real. MRJP1 isolada de GR está intimamente associada a apisimina, um peptídeo 

helicoidal com 54 resíduos de aminoácidos que promove uma associação não covalente de 

MRJP1 em oligômeros de diferentes tamanhos. Não existem dados de alta resolução 

disponíveis para essas estruturas e até mesmo sua estequiometria ainda não é clara. Nesta tese, 

examinamos a relação MRJP1/apisimina usando um arsenal de técnicas biofísicas. Também, 

investigamos o comportamento de MRJP1/apisimina em amostras após remoção de seus 

carboidratos e de apisimina associada. Nossos dados de espectrometria de massas (MS) 

nativos demonstraram que os complexos existem predominantemente numa estequiometria 

de MRJP14/apisimina4. Blue native PAGE demonstrou a prevalência de estruturas 

tetraméricas e monoméricas. Microscopia de força atômica demonstrou a presença de 

populações que puderam ser agrupadas em dois grandes grupos. Troca do hidrogênio por 

deutério (HDX) seguida de análises por espectrometria de massas revelaram que MRJP1, 

nesses complexos, é desordenada na extensão dos resíduos 20-265. Estruturas secundárias 

(provavelmente folhas beta antiparalelas) estáveis são encontradas marginalmente ao redor 

dos resíduos 266-432. Estas são regiões fracamente estruturadas com conformações que 

variam entre estruturada e desestruturada, gerando uma distribuição isotópica bimodal (EX1). 

Nós propomos que os complexos nativos (tetrâmeros) têm uma estrutura quaternária formada 

por “dímero de dímero”, onde as cadeias de MRJP1 são ligadas por apisimina. 

Especificamente, nossos dados sugerem que apisimina age como um ligante que forma 

contatos hidrofóbicos envolvendo o segmento 316VLFFGLV322 de MRJP1. Esta proteína tem 

dois sítios de glicosilação localizados nos resíduos de aminoácidos 144 e 177. Por 2DE 

podemos ver 9 proteoformas de MRJP1, mesmo após a remoção dos carboidratos. 

Deglicosilação produz grandes agregados solúveis, enfatizando o papel dos glicanos como 

inibidores de agregação. Amostras com apisimina parcialmente removida formam complexos 

diméricos com estequiometria (MRJP12/apisimina1). As informações produzidas neste 

trabalho podem contribuir para uma melhor compreensão da relação estrutura/função de 

MRJP1, que possui papéis únicos na biologia da abelha. 

 

Palavras chave: abelhas, complexos proteicos, troca de hidrogênio/deutério, interação 

hidrofóbica, modelo estrutural. 
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Abstract  

 

Royal jelly (RJ) triggers the development of female honeybee larvae into queens. This effect 

has been attributed to the presence of major royal jelly protein 1 (MRJP1) in RJ. MRJP1 

isolated from royal jelly is tightly associated with apisimin, a 54-residue -helical peptide that 

promotes the noncovalent assembly of MRJP1 into multimers. No high resolution structural 

data are available for these complexes, and their binding stoichiometry remains uncertain. We 

examined MRJP1/apisimin using a range of biophysical techniques. In addition, we 

investigated the behavior of deglycosylated samples, as well as samples with reduced apisimin 

content. Our mass spectrometry (MS) data demonstrated that the native complexes 

predominantly exist in a (MRJP14 apisimin4) stoichiometry. Blue native and showed the 

prevalence of tetrameric and monomeric structures in native conditions. Atomic force 

microscopy also showed two populations. Hydrogen/deuterium exchange (HDX) MS 

revealed that MRJP1 within these complexes is extensively disordered in the range of the 

residues 20-265. Marginally stable secondary structure (likely antiparallel -sheet) exists 

around residues 266-432. These weakly structured regions interchange with conformations 

that are extensively unfolded, giving rise to bimodal (EX1) isotope distributions. We propose 

that the native complexes have a “dimer of dimers” quaternary structure in which MRJP1 

chains are bridged by apisimin. Specifically, our data suggest that apisimin acts as a linker 

that forms hydrophobic contacts involving the MRJP1 segment 316VLFFGLV322. MRJP1 has 

2 glycosites located at amino acids 144 and 177. By using 2-DE, we observed 9 MRJP1 

proteoforms, even after carbohydrate removal. Deglycosylation produces large soluble 

aggregates, highlighting the role of glycans as aggregation inhibitors. Samples with reduced 

apisimin content form dimeric complexes with a (MRJP12 apisimin1) stoichiometry. 

Therefore, the information uncovered in this work should help pave the way towards a better 

understanding of the structure/function relationship for MRJP1, which possesses unique roles 

in the honey bee biology. 

 

Keywords: honeybee; protein complex; hydrogen/deuterium exchange; hydrophobic 

interaction; structural model. 
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_______________________________________ 

 

1. INTRODUÇÃO GERAL  

_______________________________________ 

 

1.1. ABELHAS, GELÉIA REAL E A PROTEÍNA MRJP1 

Um dos mais típicos casos de plasticidade fenotípica ocorre em abelhas Apis mellifera, 

onde a larva que se tornará a rainha é alimentada com grandes quantidades de geleia real (GR) 

(Figura 1), enquanto as forrageiras e nutridoras são alimentadas com uma mistura de 

secreções glandulares, pólen e mel durante seus dois últimos estágios de desenvolvimento. 

Essa diferença na alimentação dispara estímulos envolvidos no desenvolvimento endógeno 

acarretando diferenças morfológicas acentuadas entre a rainha e as demais abelhas [1, 2], 

sendo assim um interessante modelo de estudo de desenvolvimento ontogenético.  

A geleia real é uma secreção produzida no sistema glandular cefálico (glândulas 

hipofaríngeas, mandibulares e pós-cerebrais) da abelha e é o alimento de suas larvas [3-5]. A 

glândula hipofaríngea é um órgão tuberoso longo conectado a vários ácinos (glândulas 

secretórias) compostos de cerca de 12 células secretórias [6]. Na (Figura 2) podemos observar 

a estrutural básica do cérebro das abelhas. A síntese das principais proteínas da GR pela 

glândula hipofaríngea é dependente também da idade e do papel social da operária [7]. A 

geleia real é composta principalmente por água (60–70%), proteínas (12–15%), carboidratos 

(10–12%), lipídeos (3–7%), sais minerais e vitaminas [8], e também ácidos nucleicos [9], 

apresentando pH entre 3,5 e 4,5 [8]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Larvas de abelhas em alvéolos com geleia real. Dois alvéolos de rainha foram abertos para mostrar as 

larvas designadas a rainhas flutuando em geleia real (A). Larvas de rainhas alguns dias mais velhas com geleia 

real no topo do alvéolo (B). Figura disponível em en.wikipedia.org/wiki/royal_jelly (acesso: outubro/2014). 

Diversos efeitos biológicos têm sido relacionado à GR como antibiótico [10], 



4 
 

imunomodulatório [11, 12], inibitório de auto-imunidade em camundongos [13], indutor de 

expressão de TNF-α por queratinócitos humanos [14], estimulador de proliferação celular 

[15], protetor de células hepáticas de camundongo [16], anti-inflamatório [17], antialérgico 

[18], antitumoral [19, 20], inibitório de angiogênese induzida [21], cicatrizante [22], 

supressivo de desenvolvimento de lesões cutâneas [23], indutor de produção de colágeno por 

fibroblastos [24], cicatrizador de úlceras nos pés [25], estimulador de resistência à insulina 

[26], supressor de níveis de lipídeos totais séricos e colesterol [27], hipocolesterolêmico [28], 

estimulador de metabolismo de lipoproteínas [29], estimulador de atividade estrogênica [30], 

anti-hipertensivo [31], antifadiga [32], antioxidante [33-35], estimulador de crescimento de 

células gliais de camundongos [36], indutivo de diferenciação de células neurais de rato [37], 

facilitador de restauração da habilidade cognitiva [38], compensatório ao declínio de funções 

da hipófise dependentes da idade [39], entre outros. Isso demonstra a versatilidade desse 

material biológico e a importância de se conhecer melhor a sua biologia.  

 

 

Figura 2. Representação tridimensional do cérebro de abelhas. A medula ótica (ME) e o lóbulo (LO) estão 

apresentados em amarelo, o lobo antenal (AL) em lilás e o par de corpos cogumelares em rosa, com os cálices 

laterais (LC) e mediais (MC). Em azul claro está o lobo protocerebral. Em cinza, encontra-se o gânglio 

subesofágico (SOG). Figura extraída de Menzel e colaboradores  [47]. 

 

 Os estudos de proteômica de abelha têm apenas poucos anos, com o primeiro artigo 

publicado em 2005 [40] sobre a composição do veneno de Apis mellifera. Outros artigos na 

mesma data avaliaram o pólen e geleia real [41] e as glândulas hipofaríngeas. 

 Nosso grupo tem realizado análises proteômicas de Apis mellifera já há alguns anos.  

Em 2008, o grupo publicou um artigo pioneiro mostrando modificações no perfil proteômico 

cerebral relacionadas a ontogenia e comportamento desses animais [42]. Interessantemente, 

neste trabalho, os proteomas cerebrais de abelhas nutridoras e operárias foram comparados 
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por eletroforese bidimensional a fim de encontrar proteínas relacionadas ao desenvolvimento 

ontogenético e comportamental. Vinte proteínas diferencialmente expressas foram detectadas 

e identificadas por espectrometria de massas. No cérebro de abelhas nutridoras, as expressões 

das proteínas MRJPs (major royal jelly proteins) MRJP1, MRJP2 e MRJP7 foram 

aumentadas. É sabido que estas proteínas podem estar relacionadas na diferenciação de castas. 

Além disso, este mesmo trabalho mostrou que a proteína MRJP1 está presente em células 

cerebrais ao longo de filamentos do citoesqueleto em células dos lobos antenais e corpos 

cogumelares. MRJP1 também foi encontrada em espaços intercelulares de células dos corpos 

cogumelares, indicando que esta é uma proteína secretada. Outras proteínas envolvidas em 

sínteses e funções putativas no sistema olfatório foram encontradas super expressas em 

cérebros de nutridoras. Já em abelhas operárias, as proteínas diferencialmente super expressas 

estavam relacionadas especialmente à produção de energia, ligação ao ferro e metabolismo 

de neurotransmissores [42]. 

 Pouco mais tarde, este mesmo grupo utilizou abordagem baseada em LC-MS/MS e 

realizou análises proteômicas em larga escala. Neste caso, 2.742 proteínas de amostras de 

cérebro de forrageiras e nutridoras foram identificadas sendo que 17 % do total das proteínas 

encontradas foram diferencialmente abundantes entre as castas citadas [43]. Imunomarcação 

do cérebro e da glândula hipofaríngea revelou expressão diferencial de MRJPs em várias 

regiões cerebrais e em diferentes castas e sub-castas de abelhas. A identificação e localização 

destas MRJPs contribuem para a elucidação dos papéis biológicos de esta família de proteínas 

no cérebro de abelhas [44]. 

As MRJPs (major royal jelly proteins) são as proteínas mais abundantes na GR. 

Atualmente existem nove MRJPs identificadas na geleia real [45], das quais MRJP1, MRJP2, 

MRJP3, MRJP4 e MRJP5 compõem cerca de 82% do total de proteínas da secreção [46]. Os 

genes codificantes das MRJPs são exclusivos de Apis [45]. Tais proteínas têm massa 

molecular entre 49 e 87 kDa [46, 47]. 

Embora as MRJPs sejam estruturalmente relacionadas, os perfis de suas expressões 

são distintos. O mRNA de MRJP1 é presente em altas quantidades na glândula hipofaríngea 

de nutridoras e forrageiras, enquanto MRJP2, MRJP3 e MRJP4 são sintetizadas 

predominantemente nas glândulas hipofaríngeas de nutridoras [7]. Além disso, o nível de 

expressão de MRJP4 na glândula hipofaríngea é muito menor comparado aos de outras 

MRJPs [7]. Recentemente, foi demonstrado que a MRJP2 é expressa no cérebro de forrageiras 

[48].  

A divisão de trabalho dependente da idade (alteração de função), fenômeno chamado 
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idade polietismo [49], tem sido observado nesses animais. Mudanças no perfil de expressão 

dependentes da idade em glândulas hipofaríngeas, bem como a correlação entre os títulos do 

hormônio juvenil (HJ) na hemolínfa, também foram observados [50, 51], sugerindo que o 

hormônio juvenil pode estar envolvido na reprogramação das funções da glândula 

hipofaríngea [6]. Estes fatos sugerem que a expressão dos genes de MRJPs é precisamente 

regulado para ser altamente tecido-específico e tempo-restrito [52]. 

Essa família de proteínas apresenta alguma homologia de sequência com a família de 

yellow proteins. Tais proteínas yellow são expressas em alguns insetos [53-55] e em bactéria 

[56], mas foram descritas inicialmente em Drosophila melanogaster [57]. Na mosca da fruta, 

“yellow” está associada à polimerização de precursores de melanina em estruturas cuticulares 

[58]. Essa proteína controla a pigmentação da cutícula em adultos e partes da boca de larvas  

[46]. “Yellow” também é requerida para a morfologia e locomoção normais de larvas e 

adultos [59], assim como para o comportamento de acasalamento normal do inseto [60]. 

Algumas MRJPs apresentam uma região repetitiva na extremidade C-terminal com 

propriedade hidrofílica, composta principalmente por aminoácidos polares, o que não é 

verificado nas sequências de proteínas “yellow” [46, 47]. Porém, dois genes codificantes para 

proteínas “yellow-like” foram também encontrados no genoma de A. mellifera [61]. Muito 

provavelmente um gene ancestral comum deu origem aos genes yellow e mrjp, considerando 

seu alto grau de homologia [45, 61]. Nenhuma outra proteína relacionada a MRJPs foi descrita 

ainda para outras espécies de metazoários. 

MRJPs são sintetizadas com um peptídeo sinal N-terminal consistindo de 16-20 

resíduos e são, portanto, destinadas à secreção. A maioria das MRJPs são ricas em 

aminoácidos essenciais para abelhas (Arg, His, Ile, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val)  [62], e 

algumas têm um alto teor de nitrogênio que serve como estoque para funções biológicas [45]. 

A principal proteína da GR, a MRJP1, foi evidenciada inicialmente em 1992 e 

representa 31% das proteínas da secreção e 48% dentre as hidrossolúveis [41, 63]. Essa 

proteína é codificada por um único gene em uma cadeia polipeptídica única [45]. 

Apresentando uma mobilidade relativa entre 55 e 57 kDa em gel, a MRJP1 é composta por 

432 aminoácidos [6, 48], sendo a região N-terminal (19 resíduos) um peptídeo sinal [45]. Uma 

pequena diferença de migração em gel foi encontrada entre a MRJP1 isolada de GR e de 

glândula hipofaríngea, com 57 e 55 kDa, respectivamente. 

Deglicosilada com N-glicosidase F, a MRJP1 apresentou 47–48 kDa em SDS-PAGE 

[6]; sendo que a massa molecular suposta para a sequência primária dessa proteína é de 47,1 

kDa, sem o peptídeo sinal. Portanto, a diferença de massas da MRJP1 deve-se, muito 
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provavelmente, às cadeias de oligossacarídeos presentes na proteína nativa. Na GR, a MRJP1 

está presente na forma de monômero, oligômero e interagindo com ácidos graxos (10-2-

HDA), formando agregados insolúveis [64]. 

Foi sugerido que o monômero de MRJP1 ou roylactina (royalactin - royal jelly-

derived protein), definido em [65] não possuía somente um efeito nutricional, sendo, na 

verdade, o principal fator ativo da GR responsável pela diferenciação de larvas à rainha. 

Royalactina induziu a diminuição do tempo de desenvolvimento paralelamente a aumento no 

tamanho da massa corporal na fase adulta e tamanho do ovário da rainha. Curiosamente, o 

monômero de MRJP1 também induziu mudanças fisiológicas e morfológicas em Drosophila 

fêmea (Figura 3), lembrando o fenótipo de abelhas rainhas, também por um mecanismo 

semelhante ao de abelhas  [65]. Esse mesmo autor utilizou a técnica de RNA de interferência, 

nocauteou o gene responsável pela expressão do receptor do fator de crescimento epidérmico 

(EGFR) em Apis mellifera e observou os tamanhos do corpo e do ovário menores que no 

grupo controle. Também foi constatado um maior tempo de desenvolvimento até a fase adulta, 

sugerindo que o EGFR age como mediador da royalactina na diferenciação de castas. Além 

disso, ainda descobriu que a royalactina induz uma longevidade prolongada em Drosophila 

via EGFR, indicando que essa proteína deve ser também responsável por longevidade 

prolongada em abelhas rainhas [65]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Comparação do tamanho do corpo de moscas sem (à esquerda) e com suplementação de royalactina 

(à direita) [65]. 

 

1.2.  ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

A espectrometria de massas é uma ferramenta indispensável em ciências proteômicas. 

Proteômica é um sistema para análises de proteínas expressas em uma célula, tecido ou 

organismo em um dado tempo [66, 67]. Embora o termo proteômica se relaciona ao uso de 
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qualquer tecnologia que procura interrogar um largo número de proteínas, atualmente este 

termo é usado para se referir a trabalhos onde a plataforma central é a espectrometria de 

massas (MS). A estratégia proteômica mais comumente usada para a identificação de 

proteinas é denominada shotgun [68, 69]. Aqui, uma mistura complexa de proteínas é digerida 

a peptídeos por uma protease, geralmente tripsina, com clivagens no C-terminal de lisinas e 

argininas. Subsequentemente, os peptídeos são separados por cromatografia em fase reversa 

e analisadas por espectrômetros como os quadrupole/time-of-flight (Q-TOF), ion trap (IT), 

orbitrap (OT) [70, 71]. 

 Além da identificação de proteínas, a espectrometria de massas pode ser utilizada para 

extrair informações quantitativas das amostras. A quantificação de proteínas pode ser 

absoluta, se forem adicionadas quantidades conhecidas de um análogo pesado do analito de 

interesse, antes da análise num espectrômetro de massas, ou relativo, se forem comparadas 

amostras em diferentes estados [72, 73]. As estratégias mais populares para a quantificação 

relativa são label free, marcação metabólica e marcação química.  

 Finalmente, a espectrometria de massas também é uma ferramenta extremamente útil 

para determinar características de estrutura e dinâmica de proteínas (REF), como ocorreu 

nesta tese.  

Duas técnicas de ionização são usadas em espectrometria de massas, as quais 

permitem a transferência de analitos peptídicos ou proteicos para fase gasosa sob suaves 

condições. São elas matrix assisted laser desorption ionization (MALDI-MS) e electrospray 

ionization (ESI) [74]. Essas técnicas de ionização permitem a investigação de componentes 

que podem variar de poucos Daltons (Da) a mega Daltons (MDa) [75, 76] . Em MALDI, os 

analitos são embebidos em uma matriz e, com a ajuda de um pulso de laser, são ionizados e 

transferidos para fase gasosa [77]. Como o ESI é predominantemente usado neste trabalho, 

seu mecanismo será discutido com maior riqueza de detalhes na próxima sessão. 

 

1.2.1. Eletrospray Ionization  

ESI é uma técnica suave capaz de ionizar e transferir proteínas e peptídeos em solução 

para fase gasosa. ESI tem várias vantagens em relação a MALDI. ESI pode ser acoplado a 

cromatografia líquida (LC), a qual possibilita separações on-line, além de gerar íons com 

múltiplas cargas, ao contrário de MALDI que gera íons com cargas únicas.  

Na ionização por eletrospray, os analitos são dissolvidos em um solvente adequado e 

injetado no espectrômetro de massas através de um capilar estreito de metal [78]. Após a 

injeção, a solução encontra-se eletricamente neutra; no entanto, o capilar está conectado a 
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uma fonte de alta tensão. Esta alta voltagem causa remoção de elétrons da solução (por 

exemplo pela oxidação do solvente: 2H2O  4H+ + 4e- + O2), fazendo com que haja acúmulo 

de cargas positivas na ponta do capilar [79]. Essas cargas positivas causam distorção do 

líquido na saída do capilar para dentro de um cone de Taylor [80], o qual emite uma fina 

névoa de gotículas carregadas para a fase gasosa (Figura 4). As microgotas são aceleradas 

por um gradiente de potencial elétrico entre o capilar e o cone. As gotas iniciais sofrem rápida 

evaporação, aumentando a densidade de cargas com o encolhimento das gotículas a ponto que 

sua tensão superficial é igual à repulsão de Coulomb [81]. A desfavorável repulsão 

eletrostática que as cargas sofrem força as gotas a se dividirem em partes cada vez menores, 

até que as cargas do solvente se depositem sobre a proteína ou peptídeo [75, 82]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representação esquemática de uma fonte ESI operando no modo positivo. A voltagem aplicada 

causa separação das cargas e um acumulo de cargas negativas. O cone de Taylor formado no final do capilar 

ejeta uma fina névoa de cargas. A constante evaporação e fissão das gotas criam novas gotas prole. 

 

O mecanismo de ESI é amplamente investigado, e três cenários tem sido colocados 

para explicar como íons são formados: CRM (Charge Residue Model), CEM (Chain Ejection 

Model) e IEM (Ion Evaporation Model),  [83-85]. O modelo CRM (Figura 5A) é aplicado a 

proteínas em seu estado nativo enquanto o modelo CEM (Figura 5B) tem sido proposto para 

explicar como proteínas desnaturadas sofrem ESI [85, 86]. Após a formação da gota 

carregada, a cadeia polipeptídica da proteína desnaturada rapidamente sai da gota enquanto 

parte das cargas da superfície da gota são transferidas para a proteína em ejeção. Esta rápida 

ejeção é facilitada pela repulsão eletrostática das cargas, sendo estas distribuídas à cadeia 

emergente e permanecendo em sua superfície (Figura 5B).  

A transferência de carga foi observada primeiramente usando dissociação induzida 

por colisão (CID – collision induced dissociation) de proteínas oligoméricas, onde a proteína 
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desnaturada obtinha uma quantidade assimétrica de cargas em relação ao resto das 

subunidades [87]. Em última análise, tanto CRM quanto CEM tentam explicar as diferenças 

na distribuição de cargas observadas nas análises por espectrometria de massas. Um terceiro 

mecanismo, o mecanismo de evaporação de íons (IEM), é também usado para descrever 

ionização na fase de gás, porém apenas para pequenas moléculas [79, 88]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Ionização por eletrospray em proteínas. A) No CRM observa-se a transferência de cargas para uma 

proteína globular na fase de gás. B) CEM descreve o modelo de ejeção de proteínas desdobradas, adquirindo 

mais cargas do que no modelo CRM.  

 

1.2.2. Analisadores de massa 

Um analisador de massa é usado para separar íons carregados baseados em seus 

valores m/z. O estado de carga de um íon multiplamente carregado é dado por: 

 

𝑚
𝑧⁄ =

[𝑀 + 𝑧𝐻]

𝑧
 

          (Eq. 1) 

 

onde m é a massa, z é a carga e H é o hidrogênio (1.007 Da). A separação dos íons pode ser 

alcançada ao usar um campo elétrico e/ou magnético [89, 90]. Diferentes analisadores de 

massas incluem quadrupolos, tempo de voo, armadilha de íons linear [91], orbitrap [92-94] e 

FTICR (fourier transform ion cyclotron resonance) [95]. Alguns destes analisadores de 
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massas podem ser acoplados em conjunto para aplicações em espectrometria de massas in 

tandem. Somente o quadrupolo, TOF e o orbitrap serão discutidos na próxima sessão por 

serem diretamente relevante aos experimentos deste trabalho. 

 

1.2.3. Analisadores de massas quadrupolos 

O analisador de massas mais comum encontrado em espectrômetros de massas é o 

quadrupolo (Figura 6A).  

 

Figura 6. Representação esquemática de um quadrupolo e seu funcionamento. A) Representação 

esquemática de um analisador de massas quadrupolo. B) Somente com corrente de rádio frequência (RF) 

aplicada, todos os íons (círculos verde e amarelo) podem passar através do quadrupolo até o detector. C) Ao 

aplicar uma corrente direta (CD), somente íons com m/z específicos serão selecionados, todos os demais 

colidirão contra os bastões do quadrupolo. 

 

Espectrômetros de massas com apenas um quadrupolo foram muito usados para 

estudar proteínas e peptídeos no passado. No entanto, eles são limitados pelo pequeno alcance 

do m/z especialmente quando usados como único analisador [83, 88, 96, 97]. Um quadrupolo 

possui dois pares de bastões de metal cilíndrico carregados positivamente e negativamente. 

Estes metais são alinhados para que os pares de polos iguais estejam um de frente ao outro. 

Durante um experimento, uma corrente RF (rádio frequência) é aplicada ao quadrupolo, mas 
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a inclusão de uma corrente contínua (DC) pode ser utilizada para estreitar uma faixa m/z 

observável. Quando aplicada apenas a corrente RF, todos os íons carregados passarão através 

do quadrupolo (Figura 6B); no entanto, o m/z pode ser estreitado ao impor uma corrente DC 

(Figura 6C) junto à voltagem RF. Somente íons com m/z específico alcançarão o detector 

para uma dada razão da RF/DC; em contrapartida, todos os demais íons colidirão com os 

bastões devido à suas trajetórias instáveis [98]. 

 

1.2.4. Analisador de massas por tempo de voo – TOF (Time-of-Flight) 

Os analisadores do tipo TOF geralmente cobrem uma maior faixa de m/z do que os 

quadrupolos. Um instrumento desse tipo mede o tempo que um dado íon leva até alcançar um 

detector (tempo de voo). Quando um íon é acelerado pela voltagem, U, a energia potencial, 

Ep, é convertida em energia cinética. 

Os íons acelerados viajam em uma região livre e no vácuo em direção ao detector. O 

tempo levado pelo íon até o detector é função do seu m/z. Versões ortogonais do tradicional 

TOF linear têm se tornado padrão [99]. Pequenos desvios na velocidade de íons com m/z 

idênticos são observados, resultando em diferentes tempos de voo e diminuindo a resolução. 

Para mitigar esse problema, a maioria dos TOFs usam refletores, um conjunto de anéis 

empilhados com um potencial aplicado. Ao entrar no tubo TOF, os íons são impulsionados 

perpendicularmente numa queda de potencial em direção a um espelho refletor (Figura 7A). 

Mesmo se dois íons tenham a mesma razão m/z, suas velocidades podem se diferenciar 

ligeiramente. Portanto, o íon que viaja a uma maior velocidade penetrará mais profundamente 

em direção ao refletor aumentando assim seu tempo em direção ao detector (Figura 7A e B). 

O íon mais lento penetrará no refletor mais tardiamente, mas a reflexão gastará menos tempo 

na mudança da trajetória do íon. Assim, com este mecanismo de correção da velocidade os 

dois íons com mesmo m/z alcançarão o detector ao mesmo tempo. A correção feita pela 

reflexão pode ser descrita como duas bolas com massas similares rolando rampa acima em 

diferentes velocidades [100, 101] , de acordo com a figura 7B. 
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Figura 7. Desenho esquemático de um TOF ortogonal. A) Os íons são impulsionados em direção ao refletor. 

Esta reflexão também corrige desvios na trajetória. B) A bola vermelha move-se mais rápido e atinge um ponto 

mais alto na rampa, demonstrado pela linha pontilhada vermelha, enquanto que a bola verde se move mais 

lentamente e atinge a rampa por último, mas não percorre até a linha pontilhada vermelha. O tempo de atraso é 

corrigido e, finalmente, as duas bolas saem da rampa ao mesmo tempo. 

 

1.2.5. Analisador de massas - Orbitrap 

O orbitrap (Figura 8) é um dos mais recentes analisadores dentre um conjunto de 

ferramentas aplicadas na identificação, caracterização e quantificação de componentes em 

sistemas biológicos [93]. Como o nome sugere, orbitrap é um ion trap. Não há uma rádio 

frequência nem um imã para reter os íons. Ao invés disso, os íons em movimento são 

aprisionados em um campo eletrostático [92, 102]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Representação esquemática de um analisador orbitrap. Em verde, vermelho e amarelo estão 

representados íons orbitando um orbitrap. 

 

A atração eletrostática em direção ao eletrodo central é compensada pela força 

centrífuga que surge a partir da velocidade tangencial dos íons, semelhante a um satélite em 
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órbita. O campo eletrostático experimentado pelos íons faz com que esses se movam em 

padrões espirais complexos. O componente axial destas oscilações é dependente da energia 

inicial, ângulos e posições, e pode ser detectado como uma corrente de imagem nas duas 

metades de um eletrodo, encapsulando o orbitrap (Figura 8). A transformada de Fourier é 

usada para obter a frequência de oscilações de íons com diferentes massas, resultando em uma 

acurada leitura do m/z dos analitos [93].  

 

1.2.6. Espectrometria de massas estrutural 

A espectrometria de massas tem se tornado especialmente útil no estudo de estruturas 

de proteínas. Muitas das técnicas empregam a estratégia bottom-up, pela qual é possível obter 

informações estruturais ao examinar pequenos fragmentos de proteínas. CID (collision 

induced dissociation), HCD (higher energy collisional dissociation) e espectrometria de 

massas in tandem (MS/MS) são usados para sequenciar proteínas após digestão proteolítica 

seguida de identificação dos peptídeos gerados. Em MS/MS, peptídeos são induzidos a colidir 

com gás residual fragmentando-os em íons ainda menores, os quais podem fornecer 

informações da sequência de aminoácidos do analito [103]. Fragmentações pode ser induzida 

também por ECD (electron capture dissociation) ou ETD (electron transfer dissociation). Em 

ECD, elétrons livres são transferidos ao peptídeo [104-106], enquanto ETD emprega radicais 

aniônicos para disparar a fragmentação [107-109]. 

A fragmentação de peptídeos em um espectrômetro de massas é um fenômeno que 

ocorre em fase gasosa e tem sido extensivamente discutida na literatura. No entanto, o 

mecanismo pelo qual esses fragmentos são formados ainda não está esclarecido [110, 111]. 

Fragmentos oriundos de CID são formados da quebra da ligação entre o nitrogênio da amida 

e o carbono carbonílico na sequência da proteína (Figura 9). Se a carga permanecer no 

segmento C-terminal recém-formado, este é chamado de b-íon; e se permanecer no recém-

formado N-terminal, é denotado como um y-íon (Figura 9). Fragmentação usando ECD/ETD 

ocorre com a quebra entre o nitrogênio da amida e o carbono alfa, produzindo c-íons (carga 

no C-terminal) e z-íons (carga no N-terminal) [105, 112, 113]. As identificações destes 

fragmentos de peptídeos podem ser especialmente úteis quando uma protease não específica 

é utilizada para digestão [114, 115]. 
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Figura 9. Esquema de fragmentação de peptídeo. CID induz fragmentação de íons b/y entre o nitrogênio da 

amida e o carbono carbonil (vermelho) enquanto ECD/ETD induz fragmentação de íons c/z entre a amida do 

nitrogênio e o carbono alfa (verde). A presença de fragmentação de íons a/x é rara e ocorre entre o carbono alfa 

e o carbono carbonil (azul). 
 

 Estruturas de proteínas também podem ser estudadas em fase gasosa usando IMS (ion 

molibity spectrometry) e, subsequentemente, comparadas com suas estruturas em solução 

[116]. Em experimentos usando IMS, os íons são empurrados através de uma região que 

contém um gás inerte em um campo elétrico fraco (Figura 10). Os íons são acelerados a uma 

taxa proporcional à carga, mas experimentam uma força oposta gerada pelo gás que preenche 

a célula. Como resultado, os íons moverão através da célula IMS a uma taxa proporcional à 

sua carga, mas inversamente proporcional ao seu CCS (collisional cross section), Ω. Proteínas 

na forma nativa, enoveladas, possuem um menor valor de Ω e se movem através da célula 

IMS rapidamente. Contrariamente, as proteínas desnaturadas movem-se mais lentamente por 

terem um valor de Ω maior [116].  
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Figura 10. Onda viajando em um separador IMS. Uma onda é formada pela combinação de RF e uma 

transiente voltagem DC. Espécies de íons com maior mobilidade viajarão mais rapidamente. Íons que possuem 

baixa mobilidade são impedidos de ser acelerados devido a colisões com o gás e deslizam atrás das ondas.  

 

1.3. TROCA DO HIDROGÊNIO POR DEUTÉRIO ASSOCIADO À 

ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

Troca de hidrogênio por deutério, hydrogen deuterium exchange (HDX), é uma 

poderosa ferramenta para estudar estrutura e dinâmica de proteínas [117]. HDX acoplado com 

ESI-MS é também muito utilizado no estudo de interações proteína-proteína e proteína-

ligantes em solução [118-121]. Em HDX, a proteína é exposta ao solvente contendo D2O ou 

uma proteína completamente deuterada é exposta a H2O. Regiões da proteína que não estão 

envolvidas em pontes de hidrogênio têm uma rápida cinética de troca, enquanto que regiões 

que estão no interior da proteína ou envolvidas em pontes de hidrogênio têm uma cinética de 

troca muito mais lenta [122]. Dependendo da acessibilidade do solvente e da força de ligação 

do hidrogênio, diferentes hidrogênios de amidas na cadeia polipeptídica (N-H) podem diferir 

nas taxas de trocas isotópicas (Figura 11) [123]. A troca também pode acontecer nos sítios 

O-H, N-H e S-H das cadeias laterais; no entanto, esses  
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Figura 11. Representação esquemática da troca do Deutério pelo Hidrogênio. Aminoácidos representados 

pertencentes à uma única sequência polipeptídica. 

 

deutérios são perdidos durante a cromatografia líquida (LC), em um processo chamado back-

exchange. Assim, as cadeias laterais não contribuem nas medidas do deslocamento de massas 

[124]. O mecanismo geral do funcionamento do HDX pode ser descrito de acordo com a 

equação abaixo: 

 

 

 

 

          (Eq. 2) 

 

onde Kab, Kfec, e Ktr são as constantes de abertura, de fechamento e de troca, 

respectivamente. Cada hidrogênio de amida em uma proteína pode exibir uma única 

combinação de Kab, Kfec e Ktr. Para que ocorra a troca em uma região da proteína, a amida 

de interesse deve estar acessível ao solvente, o que significa que pontes de hidrogênio serão 

transientemente quebradas [125]. 

 

1.3.1. EX1 E EX2 

Sob condições nativas, a maioria das proteínas em uma dada população ocupa o seu 

estado mínimo de energia. No entanto, devido à natureza dinâmica das proteínas, uma 

pequena fração da população transientemente visita estados de alta energia, retornando 

posteriormente ao seu estado nativo (Figura12A e B). Nessas condições de alta energia, a 

estrutura da proteína difere muito do seu estado nativo, tal que certas regiões podem se 

N – H (fechado)    

Kab 

Kfec 

N – H (aberto)    

Ktr 

D2O 

N – D (aberto)    

Kfec 

Kab 

N – D (fechado)    
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desdobrar e pontes de hidrogênio podem ser desfeitas (Figura 12A). Através da utilização de 

HDX, é possível determinar até que ponto proteínas ocupam esses níveis de energia mais 

elevados [126-131]. O grau no qual a proteína desvia da sua estrutura nativa, quando em 

estados de mais alta energia, será visto via HDX de acordo com o grau de captação de deutério. 

Na presença de D2O, todos os hidrogênios das amidas irão eventualmente trocar por deutério. 

As taxas nas quais essas trocas ocorrem podem ser atribuídas primeiramente ao grau de 

flexibilidade das estruturas secundárias e também a contribuições de acessibilidade ao 

solvente, de acordo com a equação 2 [125]. Regiões altamente organizadas como alfa-hélices 

e folhas-beta trocam hidrogênio por deutério muito mais lentamente se comparados com 

estruturas desestruturadas como os loops. Esta ideia pode ser estendida para estudos de sítios 

de ligação de proteínas. Ligantes são conhecidos por estabilizar estruturas de proteínas. 

Portanto, sob a inclusão de um ligante, o equilíbrio de uma dada proteína seguiria o princípio 

de Le Chatelier, sendo deslocado para o estado de ligação com o ligante (Figura 12B). Esse 

deslocamento reduz a porcentagem das amostras de proteínas experimentando maiores 

estados de energia e, consequentemente, a observação da diminuição na captação de deutério 

no HDX.  

Existem dois principais regimes vistos na cinética de HDX para proteínas no estado 

nativo: EX1 e EX2 (Figura 13). O regime de troca EX2 é normalmente observado para 

proteínas nativas em pH fisiológico onde a maioria da marcação acontecerá com Kfec >> Ktr. 

Este regime de troca é manifestado via picos em envelopes que se deslocam para maior m/z, 

à medida que o tempo de exposição ao deutério aumenta (Figura 13). 
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Figura 12. A dinâmica do equilíbrio de proteínas. A) Em condições nativas, proteínas estão em equilíbrio 

com o estado nativo (N) e estados de maiores energias, como estados desdobrados (D). B) A incorporação de 

um ligante (círculo vermelho), desloca o equilíbrio destes estados de alta energia para um novo estado NL, 

geralmente mais estável após a ligação. 

 

 Contrariamente, EX1 não é muito comum em pH fisiológico. Neste cenário, a taxa de 

troca é maior que a taxa de fechamento da proteína (Ktr >> Kfec). Esse regime pode ser 

promovido pela presença de agentes desnaturantes ou altas temperaturas. EX1 é caracterizado 

por uma distribuição bimodal de massas (Figura 13). 

Experimentos de HDX-MS contínuo são realizados como a seguir (Figura 14). 

Primeiramente, a proteína é exposta a D2O nas condições em que ela se encontra nativa (pH 

7, 25°C). Então, alíquotas são retiradas a cada tempo desejado, e a reação de troca é parada 

rapidamente ao diminuir o pH e a temperatura (pH 2.3, 0°C) [132]. Assim, proteínas podem 

ser analisadas na forma intacta ou podem ser proteoliticamente digeridas, utilizando uma 

protease ácida como a pepsina. Uma protease ácida é necessária porque outras enzimas como 

a tripsina não funcionam em baixo pH, que é requerido na solução para parar a reação. 

Inicialmente, a digestão com pepsina era feita em solução, mas atualmente estão disponíveis 

colunas com pepsina imobilizada designada para HPLC [114, 115, 133]. 
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Figura 13. Desenho esquemático demonstrando os regimes EX1 e EX2. No EX1, observa-se distribuição 

isotópica bimodal dos peptídeos, enquanto EX2 é caracterizado especialmente por distribuição isotópica única. 

 

A separação dos fragmentos pépticos, antes da análise por espectrometria de massas, 

utilizando high performance liquid chromatography (HPLC) online tem se tornado padrão. 

Existe, no entanto, um problema no qual as amidas deuteradas podem sofrer back-exchange 

durante o processo de separação [134, 135]. Para minimizar este back-exchange, o sistema é 

refrigerado a 15 °C durante a digestão e a 0 °C durante a separação cromatográfica [135]. O 

gradiente gerado no HPLC é também otimizado para diminuir o tempo de retenção sem 

comprometer a resolução. HPLC de fase reversa é usado para separar fragmentos peptídicos 

com acetonitrila agindo como eluente orgânico. Depois, os peptídeos são ionizados por ESI 

e, finalmente, analisados por MS, onde deutérios incorporados – os quais geram um 

deslocamento de massa – podem ser observados (Figura 13). Recentes avanços utilizando 

ultra performance liquid chromatography (UPLC) e LC semi ou completamente 

automatizado tem refinado o fluxo de trabalho em HDX, valendo ressaltar que HDX-MS pode 

ser também usado para estudos de cinética de proteínas [136]. Pulsed HDX-MS tem sido 

utilizado em experimentos de redobramento de proteína ao se expor brevemente a proteína a 

deutério à medida que esta redobra na escala de milissegundos [137, 138]. Consequentemente, 

regiões com menos deutério são indicativas da formação de estruturas secundárias ao longo 

do caminho do dobramento. 

HDX-MS apresenta algumas limitações quando se analisa estrutura de proteínas. 

Experimentalmente, necessita-se de ampla cobertura de sequência da proteína em análise, que 

pode ser conseguida por identificação de peptídeos produzidos por digestão com uma protease 
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não específica. Proteases típicas e que possuem sítios de clivagem conhecidos, como tripsina 

[139], não são utilizadas, já que essa perde sua atividade catalítica em baixo pH. Pepsina e 

outras proteases não sítio-específicas podem sofrer autólise sob as condições ácidas 

empregadas [140]. O tamanho da proteína também é fator limitante devido ao número e 

comprimento dos peptídeos gerados por proteólise, aumentando o tempo consumido para 

identificar cada peptídeo corretamente e diminuindo a resolução espacial. Recentemente, o 

tempo investido na identificação de peptídeos tem diminuído dramaticamente com o 

aparecimento de novos softwares [141]. A sensibilidade à temperatura também pode ser um 

problema, aumentando o back-exchange. Limitações também aparecem quando HDX-MS é 

utilizado para estudo de proteínas-ligantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Protocolo geral para um experimento básico de HDX. Alíquotas são expostas a D2O e então 

pepsinizadas por tempos crescentes. Então, os peptídeos gerados são separados por HPLC de fase reversa. Os 

solventes A e B são usados para formar um gradiente durante separação dos peptídeos, onde o solvente A é água 

e B o solvente orgânico acetonitrila. Os peptídeos são então injetados pelo em espectrômetro de massas, que irá 

gerar dados da captação de deutério e consequente deslocamento de massa, que serão usados em análise de dados 

e interpretação dos resultados.  

 

Ligantes geralmente estabilizam as proteínas às quais se associam e induzem a redução das 

taxas de HDX. As maiores mudanças tendem a acontecer em regiões que interagem 

diretamente com o ligante, embora efeitos alostéricos também possam desempenhar 

importantes papéis [129, 142]. Baixa afinidade do ligante frequentemente gera cinéticas 

indistinguíveis a respeito dos cenários com ligante e sem ligante. Desta forma, usar HDX-MS 

para determinar mudanças estruturais é limitado pela força de interação proteína-ligante.  

 



22 
 

_______________________________________ 

 

2. OBJETIVOS 

_______________________________________ 

 

O objetivo geral da tese consiste na caracterização estrutural da proteína MRPJ1, seus 

oligômeros e sua associação com apisimina. 

 

Estão compreendidas as seguintes metas: 

 

1) Caracterizar e entender a influência de modificações pós-traducionais 

como glicosilações de MRJP1 na formação de oligômeros e sua influência na 

estrutura terciária da proteína; 

 

2) Associar técnicas espectroscópicas e bioquímicas à espectrometria de 

massas na caracterização estrutural e oligomérica de MRJP1. 

 

3) Descrever uma possível função para apisimina no hetero-complexo 

MRJP1/apisimina. 
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_______________________________________ 

 

3. JUSTIFICATIVA 

_______________________________________ 

 

 Entender as relações entre estrutura e função proteica permanece um foco primário na 

biologia estrutural com consequências importantes nos campos da biologia molecular, 

genética, bioquímica, engenharia de proteínas e bioinformática. A estrutura tridimensional de 

uma proteína define não apenas seu tamanho e forma, mas também sua função.  

 Como já foi exposto no tópico “INTRODUÇÃO GERAL DA TESE”, nosso grupo 

tem se dedicado a determinar proteínas cerebrais relacionadas a comportamento e 

aprendizagem em abelhas Apis mellifera. Desta forma, o presente trabalho insere-se na linha 

de pesquisa “BIOQUÍMICA DO COMPORTAMENTO E DA APRENDIZAGEM”, ativa no 

Laboratório de Bioquímica e Química de Proteínas e do Programa de Pós-Graduação em 

Biologia Molecular, Departamento de Biologia Celular, Universidade de Brasília. 

 De acordo com nossos achados, bem como outras evidências na literatura, a proteína 

MRJP1, objeto do presente trabalho, é uma proteína que tem papel de destaque na biologia de 

abelhas e que ainda não possui estrutura determinada por cristalografia de raios-X, nem 

mesmo por outras técnicas. A determinação da estrutura dessa proteína nos ajudará a entender 

a sua função, assim como também funções de outras proteínas correlatas. 

 Diante da evidente importância funcional de MRJP1 e reconhecendo que a estrutura 

tridimensional de uma macromolécula biológica está intimamente relacionada à sua função, 

faz-se necessário um estudo aprofundado da estrutura terciária e quaternária dessa proteína, a 

fim de relacionar ou, ao menos, direcionar futuros trabalhos a compreender sua relação 

estrutura/função.  

  

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

_______________________________________ 

 

4. CARACTERIZAÇÕES ESTRUTURAIS 

PRELIMINARES DE MRJP1 E SEUS 

CARBOIDRATOS 

_______________________________________ 

 

 

1. INTRODUÇÃO  

O estudo das propriedades bioquímicas, biofísicas e físico-químicas de uma 

macromolécula é essencial para o entendimento das suas funções dentro de um dado 

organismo. Muitas técnicas como a cristalografia ainda se mantem inviável para uma vasta 

gama de macromoléculas, dentre elas as glicoproteínas. A ressonância magnética nuclear, 

apesar de ser uma poderosa ferramenta, possui grandes limitações especialmente quando se 

diz respeito ao tamanho de uma macromolécula a ser analisada. Para superar estes desafios, a 

fim de se obter uma maior compreensão da estrutura de uma proteína em seu nível atômico, 

caracterizações bioquímicas e biofísicas básicas se fazem necessárias para que os primeiros 

passos sejam dados. Para este fim, este capítulo dedica-se em dar contribuições na 

caracterização de MRJP1 e no entendimento da influência estrutural de seus carboidratos.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

1.1. Purificação de MRJP1 por cromatografia de troca iônica 

Uma amostra de 250 g de geleia real (Apivita, Rio Claro, Brasil) foi homogeneizada 

em 1.2 mL de tampãoTris-HCl 50 mM pH 7.5 (Tampão A) contendo 10 mM de EDTA e um 

coquetel de inibidores de proteases (cOmplete Mini, Roche, Mannheim, Alemanha). O extrato 

então foi misturado por 2 min em Vortex e centrifugado a 16.000 g por 30 min a temperatura 

ambiente. O material solúvel foi submetido a cromatografia líquida de troca iônica usando 

uma coluna Mono-Q® HR 10/10 (Pharmacia, Uppsala, Suécia) acoplado a um sistema de 

FPLC (Pharmacia, Uppsala, Suécia). A coluna foi equilibrada com tampão A sob um fluxo 

de 1.5 mL/min. A eluição foi realizada usando um gradiente de NaCl de 0-1 M em tampão A: 

0–10 min, buffer A; 10–60 min, 0–0.2 M NaCl; 60–90 min, 0.2–0.5 M NaCl; 90–95 min, 0.5– 
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1 M NaCl; 95–100 min, 1 M NaCl. A cromatografia ocorreu a temperatura ambiente e foi 

acompanhada por absorção a 280 nm. Cada fração foi analisada por SDS-PAGE, tal que 

aquela de interesse foi dialisada contra água destilada a 4°C e liofilizada. 

 

1.2. Eletroforese desnaturante em poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferência 

de proteínas para membrana de nitrocelulose 

Eletroforese desnaturante em poliacrilamida seguiu o protocolo original de Laemmli 

(Laemmli, 1970). Para a confecção dos géis, foram utilizadas placas de vidro de 16,5 cm x 

15,5 cm, espaçadores de 0,75 mm e pentes com 10 poços. O gel foi polimerizado pela adição 

de 100 µl de persulfato de amônio 10 % e 10 µl de TEMED a cada 10 ml de solução de gel 

separador (13 %). O gel separador foi aplicado às placas e coberta com 500 µl de butanol para 

evitar contato com ar e consequente oxidação. Após polimerização, o butanol foi retirado, a 

superfície do gel foi lavada com água destilada e secada com papel filtro para retirar o excesso 

de água. Em seguida, foi adicionado o gel concentrador com 50 µl de persulfato de amônio 

10 % e 5 µl de TEMED. Então, tampão de amostra foi adicionado às amostras de proteínas, 

que foram incubadas a 100 ºC por 5 min para garantir desnaturação completa das proteínas. 

As eletroforeses foram realizadas com uma corrente constante de 25 mA à temperatura 

ambiente. Após o término da corrida, a coloração do gel foi realizada com solução contendo 

0.07 g de Coomassie Blue R-250 em metanol 50 % e ácido acético 10 %, incubando-o sob 

agitação a temperatura ambiente por 2 h e descorando-o em seguida para visualização das 

bandas. O processo de coloração do gel não era realizado se o mesmo fosse utilizado para 

transferência de proteínas. 

A técnica de transferência semi-seca foi realizada utilizando um sistema Semi – Dry 

Transfer Cell (BIO-RAD), com membrana de nitrocelulose (Hybond-C extra membrane 

0,45µm, Amersham). Após a corrida de eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana. Para isso, uma pilha de três pedaços de papéis de filtro previamente saturados com 

tampão de transferência foi colocada sobre o anodo do sistema de transferência. Sobre esta 

primeira pilha de papel de filtro, foi colocado o gel, e sobre o gel, a membrana de nitrocelulose 

seguida de outras três folhas de papel de filtro. O eletrodo aniônico foi acoplado ao sistema e 

a transferência, realizada com uma amperagem constante de 0,8 mA/cm2 de membrana por 

aproximadamente 1 h. 

 

1.3. Coloração de carboidratos de MRJP1 

Após transferência de proteínas de gel SDS-PAGE para uma membrana de 
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nitrocelulose, esta foi incubada em PBS por 10 min. Em seguida, o PBS foi retirado e a 

membrana passou por um outro processo de incubação com uma solução de 10 mM de 

metaperiodato de sódio dissolvido em 100 mM de tampão acetato, pH 5, por um período de 

20 min. Em seguida, a membrana foi lavada 3 x com PBS por um período de 10 min cada 

lavagem. Adicionou-se, então, 40 µl de 0,125 mM de biotina hidrazida a 20 mL de 100 mM 

de tampão acetato pH 5.5, no qual a membrana ficou incubada por 20 min. Ao final da 

incubação, a membrana foi lavada novamente com PBS por 3 x, 10 min cada lavagem. Em 

seguida, incubou-se a membrana em 20 mL do agente bloqueador de membrana a 5% por 60 

min. Novamente, realizou-se o processo de lavagem com PBS, como descrito acima. Em 

seguida, incubou-se em 20 mL de uma solução de estreptavidina peroxidase em uma diluição 

de 1:1000 em PBS por 30 min. Repetiu-se as lavagens. A revelação foi realizada utilizando o 

kit ECL Glycoprotein Detection System da GE Healthcare. 

 

1.4. Coloração com nitrato de prata 

Cada gel de SDS-PAGE foi submetido a coloração com nitrato de prata. O gel foi 

incubado “overnight” com solução fixadora. Na sequência, o gel foi submetido a duas 

lavagens de 20 min com uma solução contendo 50 % de etanol. Em seguida, o gel foi incubado 

com 0,02 % de tiossulfato de sódio e, depois, lavado três vezes com água Milli-Q. A 

impregnação foi feita com uma solução contendo 0,2 % de AgNO3 e 0,075 % de formaldeído 

por 20 min e lavado novamente por três vezes com água Milli-Q. As proteínas foram reveladas 

com uma solução reveladora contendo 6 % de Na2CO3 (p/v), 0,05 % de formaldeído e 0,4 mg 

de tiossulfato de sódio (p/v). A reação foi parada com solução de 50 % de metanol e 12 % de 

ácido acético [10]. 

 

1.5. Eletroforese bidimensional (2DE) 

Eletroforese bidimensional foi realizada utilizando sistemas IPGphor 3 (GE 

Healthcare) e Protean II xi Cell (BioRad, Hercules, EUA). A proteína foi solubilizada em 350 

μL de tampão de lise contendo tampão pH 4–7. A focalização isoelétrica foi realizada com 

tiras de gradiente de pH imobilizado de 18 cm usando sistema Ettan IPGphor 3 (GE 

Healthcare), em temperatura constante de 20°C. Tiras focalizadas em sarcófagos foram 

submetidas a corrente máxima de 50 µA e voltagem máxima de 8.000 V, enquanto que para 

aquelas focalizadas em sistema “manifold”, usou-se corrente e voltagem máximas de 75 µA 

e 10.000 V respectivamente. As tiras de pH 3–10 foram reidratadas em sarcófago por 6 h 

seguido por focalização a 30 V por 6 h, 500 V por 1 h, 1.000 V por 1 h e 8.000 V por 4 h, 
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totalizando 33.680 Vh. A reidratação ocorreu por 16 h e a focalização a 500 V por 1 h, 1.000 

V (gradiente) por 1 h, 10.000 V (gradiente) por 3 h e 10.000 V por 1 h e 45 min, totalizando 

35.300 Vh.  

Realizou-se a redução das pontes dissulfeto das proteínas por incubação das tiras em 

tampão de equilíbrio [Tris-HCl 50 mM pH 8,8 ureia 6 M, glicerol 30% (v/v) e SDS 2%] 

contendo DTT 125 mM. A alquilação foi feita, em seguida, com carbamidometilação dos 

radicais sulfidrila (resíduos de cisteína) em tampão de equilíbrio com iodoacetamida 300 mM. 

As tiras foram transferidas para géis de poliacrilamida contendo SDS, com concentração fixa 

de acrilamida (10%). Os géis foram corados com nitrato de prata (Blum et al., 1987), 

compatível com espectrometria de massa.  

 

1.6. Espalhamento de luz dinâmico (DLS) 

 Espalhamento de luz dinâmico (dynamic light scattering – DLS) é uma técnica útil 

para a análise da homogeneidade, distribuição, tamanho ou agregação de moléculas em 

solução.  

A MRJP1 purificada foi dissolvida em tampão Hepes 50 mM e centrifugada a 16.000 

g durante 15 min a 20 °C. Todas as soluções utilizadas foram previamente submetidas a 

filtragem (0,22 μm). Os experimentos foram realizados em equipamento Malvern Zetasizer 

Nano Series Z5 em cubeta de acrílico correspondente para um volume final de 1.000 µL. O 

comprimento de onda de luz utilizado foi de 633 nm. As amostras foram analisadas quanto à 

dispersão, número e volume hidrodinâmico da MRJP1, a partir da relação entre o sinal da 

intensidade da luz espalhada e a massa da amostra em solução.  

 

1.7. Preparo de amostras para espectrometria de massas na identificação de 

glicopeptídeos 

MRJP1 foi dissolvida em 20 mM de TEAB (triethylammonium bicarbonate) para uma 

concentração de 20   µg/µL, reduzidas com 20 mM de DTT a 56 °C por 45 min, alquiladas 

com 40 mM de iodoacetamida em temperatura ambiente e no escuro por 60 min, e, em 

seguida, digerida “overnight” a 37 °C com 1 µg de tripsina (Promega, Madison, USA). Após 

a digestão, as amostras foram acidificadas com TFA para uma concentração final de 0,1 % e 

dessalinizadas com microcolunas em ponteiras de 10 µl contendo resina de fase reversa Poros 

R3 (PerSeptive Biosystems, Framingham, USA), empacotados com 1 cm comprimento, 

adaptado de [144]. 
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1.8. Enriquecimento de glicopeptídeos  

 O digesto proteico foi submetido a enriquecimento de glicopeptídeos e digestão com 

PNGase F como descrito em (Mysling et al., 2010), com pequenas modificações. Brevemente, 

resina de ZIC-HILIC (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) foi empacotado em 

microcoluna de 1 cm em ponteiras de 200 µl. A microcoluna empacotada foi primeiramente 

lavada com 20 µl de solução de eluição (5% de ácido fórmico) e então equilibrada com 40 µl 

de solução “load/wash” (80% ACN, 1% TFA). As amostras foram solubilizadas em 10 µl de 

solução “load/wash” em uma coluna usando uma seringa de 1 mL, lavadas com 40 µl de 

solução “load/wash” e os glicopeptídeos foram eluídos com 10 µl de solução de eluição e 

secos em centrífuga a vácuo. As amostras enriquecidas de glicopeptídeos foram divididas em 

duas e, em uma delas, os glicanos N-ligados foram removidos utilizando 0.2 unidades de 

PNGase F em 50 mM de TEAB. As análises de espectrometria de massas foram realizadas 

em ambas as amostras, a fim de observar a deaminação de asparaginas [145]. 

 

1.9. LC-MS/MS e análise de dados 

 Amostras dessalinizadas foram ressuspendidas em 1 % de ácido fórmico e 2 µg 

(quantificadas em sistema Qubit) de cada foram submetidas a LC-MS/MS em um sistema 

DIONEX 3000 nanoUPLC (Thermo Scientific, Waltham, USA) acoplado on line a um 

espectrômetro de massas LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Scientific, Waltham, USA).  

 A cromatografia foi feita em um sistema de duas colunas capilares: (i) trap column 

(150 μm de diâmetro interno e dois cm de comprimento) e (ii) coluna analítica (75 μm de 

diâmetro interno, 15 cm de comprimento), empacotadas (home made) com resina de fase 

reversa ReproSil-Pur C18-AQ, 5 μm (Dr. Maisch GmbH, Germany) e lavadas por 5 min com 

98 % de tampão A (0.1 % ácido fórmico) e 2 % de tampão B (0.1 % de ácido fórmico, 95 % 

de acetonitrila). A eluição foi realizada utilizando um gradiente de 2 % de tampão B para 30 

% de tampão B por 90 min, 30 % para 98% de tampão B por 5 min, 98 % de tampão B por 

10 min, voltando para 2 % de tampão B por 1 min e reequilibrando por 15 min em 2 % de 

tampão B (um total de 121 min e 300 nl/min). Os espectros de massas foram gerados no modo 

de aquisição positivo e data-dependent MS scan. Cada MS scan no orbitrap (intervalo de m/z 

de 400-1300 e resolução de 120.000) foi seguido de MS/MS dos 15 íons mais intensos. A 

fragmentação foi realizada por colisão de alta energia (HCD) com exclusão dinâmica por 15 

s dos peptídeos já selecionados uma vez para fragmentação por MS/MS. Dados brutos foram 

visualizados utilizando Xcalibur v.2.1 (Thermo Scientific, Waltham, USA). O processamento 

dos dados foi realizado usando Proteome Discoverer v.1.3 (Thermo Scientific, Waltham, 
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USA). Os arquivos raw gerados pelo espectrômetro foram submetidos a identificação no 

Proteome Discoverer com algorítimo SequestHT contra banco de dados de proteínas de Apis 

mellifera (baixado em julho de 2014) a partir do UniProt / Swiss-Prot e UniProt / TrEMBL. 

Proteínas contaminantes (vários tipos de queratinas humanas, BSA e tripsina porcina) foram 

também adicionados à base de dados e todas as proteínas contaminantes foram removidas 

manualmente da lista de resultados. As pesquisas foram realizadas com os seguintes 

parâmetros: 10 ppms de erro no MS e 0,06 Da de erro no MS/MS, carbamidometilação de 

cisteínas como modificação fixa e deamidação de asparaginas e oxidação de metioninas como 

modificações variáveis. 

 

1.10. Microscopia de força atômica 

 As imagens foram adquiridas em um microscópio de força atômica SPM-9600 

(Shimadzu, Kyoto, Japan). O equipamento foi operado em modo contato intermitente. A 

sonda utilizada foi uma Tap190AI-G (Budget Sensors, Sofia, Bulgária), com aplicabilidade 

em contato intermitente, fabricada com silício, revestida com alumínio e caracterizada por um 

cantilever longo. Os resultados obtidos foram analisados através dos programas Shimadzu 

SPM-9600 e o WSxM versão 4.0. 

 

2. Resultados 

MRJP1 foi submetida a um processo de purificação de proteínas solúveis oriundas da 

GR utilizando cromatografia de troca iônica, como descrito em [146]. Isso foi feito com o 

objetivo de conseguir formas monodispersas da MRJP1. Em seguida, a proteína purificada e 

liofilizada foi ressuspendida em tampão carbonato/bicarbonato 0,02 M, glicina 0,5 M, NaCl 

0,15 M, pH 7 e submetida a cromatografia de exclusão molecular, em que dois miligramas de 

proteína foram injetados em uma coluna Superdex 75. Foi possível observar um pico principal 

de MRJP1, cuja coleta permitiu obter uma forma mais pura de MRJP1 (Figura 1). 

Para analisar se a proteína se encontrava na forma monodispersa ou se apresentava 

estados oligoméricos, realizamos experimentos de DLS para se determinar a 

polidispersividade (Pd), que é um parâmetro a ser usado principalmente para interpretação de 

amostras com distribuição monomodal. Este parâmetro é usado como indicador da 

homogeneidade de distribuição das moléculas na amostra. Valores de Pd menores que 15% 

indicam uma solução monodispersa e maiores que 30%, uma quantidade significativa de 

polidispersividade [143]. Aqui, constatamos que apesar da separação por cromatografia de 

exclusão molecular, a proteína MRJP1 ainda se apresentava polidispersa (resultados não 
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mostrados), inviabilizando ensaios de cristalização. 

Após várias tentativas sem sucesso de purificação de formas monodispersas e 

assumindo que a MRJP1 é uma glicoproteína [6], decidimos analisar a possível influência dos 

carboidratos ligados à proteína e sua influência na polidispersividade e formação de 

oligômeros. Com esse intuito, utilizamos a PNGase F, que é capaz de clivar resíduos N-

ligados em asparagina. Após a retirada dos carboidratos, foi possível observar que a MRJP1 

perdeu cerca de 7 kDa em sua massa molecular (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1. Cromatografia de exclusão molecular de MRJP1 em tampão carbonato/bicarbonato 0,02 M, pH 

10,0, com glicina 0,5 M. Dois miligramas de proteína foram injetados em coluna Superdex 75 (GE Healthcare). 

O tampão de eluíção foi carbonato/bicarbonato 0,02 M, Gly 0,5 M, pH 10,0. Eluição acompanhada por absorção 

ótica a λ = 280 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. SDS-PAGE para comparar o peso molecular de MRJP1 glicosilada e deglicosilada. A diferença 

na massa da proteína após deglicosilação observada demonstra a eficiência da PNGase F em deglicosilar MRJP1. 

Para certificar que a proteína foi completamente deglicosilada, realizamos 
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experimentos de coloração de carboidratos, pelos quais foi possível constatar uma completa 

deglicosilação da MRJP1. Este experimento foi especialmente importante uma vez que não 

sabíamos se MRJP1 possuía apenas glicanos N-ligado. Neste caso, glicanos O-ligado não 

seriam removidos da proteína devido à especificidade da enzima utilizada. Então, neste 

experimento, utilizamos como controle negativo uma proteína não glicosilada, a albumina 

bovina BSA. Como controle positivo (proteína sobre a qual deveria ocorrer a marcação dos 

carboidratos), utilizamos a própria MRJP1 glicosilada. Uma terceira amostra correspondendo 

à MRJP1 deglicosilada com PNGase F foi analisada e observamos que a marcação de 

carboidratos característica não aconteceu no controle negativo e nem na proteína 

deglicosilada. Por outro lado, houve uma intensa marcação em MRJP1 (proteína controle 

positivo). Sendo assim, demonstramos a eficiência da deglicosilação enzimática e 

confirmamos que a MRJP1 possui apenas N-glicanos (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Demonstração da eficiência da deglicosilação. À esquerda (a), um gel SDS-PAGE demonstrando o 

perfil proteico do experimento. Foi aplicado 4 µg de cada proteína. (1) Marcador de massa molecular, (2) 

Controle negativo – BSA, (3) MRJP1 glicosilada e (4) MRJP1 deglicosilada. À direita (b), revelação dos 

carboidratos marcados. 

Como foi demonstrado em [146], a MRJP1 existe em nove diferentes proteoformas 

quando analisadas em gel 2-DE. A fim de saber se essas diferentes proteoformas de MRJP1 

são oriundas de diferentes graus de glicosilação, assim como sugerido por aqueles mesmos 

autores [146], realizamos experimentos de eletroforese bidimensional com os mesmos 

parâmetros deles. O perfil proteico apresentou-se com pIs entre 4,7 e 5,2, assemelhando-se 

(a) (b) 
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àquele observado no trabalho citado acima (Figura 4). Além do mais, foi possível observar 

todas as nove proteoformas anteriormente descritas. No entanto, apenas as seis últimas 

proteoformas se tornaram bem distintas, podendo ser isoladas do gel. As manchas de proteínas 

mais à esquerda do gel apresentaram-se com aparência difusa, indistinguíveis entre si, mas 

com aparente diferença em seu ponto isoelétrico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. 2-DE da fração 6 separada em FPLC de troca aniônica. Um gradiente imobilizado de pH 4–7 foi 

utilizado na primeira dimensão e SDS-PAGE em poliacrilamida 10%, na segunda dimensão. Dez microgramas 

de proteína deglicosilada foram analisadas. Experimento realizado por Cruz et. al. 2011 [146] pode ser observado 

no inset. 

 

1.1. Caracterização de sequência primária por espectrometria de massas e 

mapeamento de sítios de glicosilação. 

Dando continuidade à caracterização de MRJP1, resolvemos usar espectrometria de 

massas para determinar sítios de glicosilação baseados na deamidação de asparagina, um 

processo de modificação química decorrente da clivagem enzimática por PNGase F. 

 Para o desenvolvimento deste experimento, utilizamos a proteína MRJP1 de duas 

formas (Figura 5). A primeira corresponde à MRJP1 glicosilada, que, após digestão tríptica, 

foi submetida a enriquecimento de glicopeptídeos. Este material enriquecido foi então 

distribuído em dois diferentes tubos. Um tubo foi tratado com PNGase F (tratado) e o outro 

não submetido a tratamento enzimático (não tratado). Na amostra tratada, foi realizada busca 

por deamidações, enquanto o não tratado nos serviu como controle para o experimento. 

Sabendo que as deamidações podem ocorrer naturalmente, foi fundamental o controle da 
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proteína sem deglicosilação para garantir que sítios de deamidação detectados fossem devido 

à presença de carboidratos ligados à cadeia peptídica e não a artefato do preparo da amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Fluxograma representando a estratégia experimental do mapeamento de sítios de glicosilação 

bem como cobertura completa de MRJP1. Em amostras tratadas, utilizamos PNGase F para deglicosilar 

MRJP1 e em não tratadas não houve ação enzimática. 

Na Tabela 1, estão listados os dois sítios de glicosilação encontrados em peptídeos trípticos 

da MRJP1 identificados por PSM (peptide spectrum match) cujas deamidações estavam 

presentes no sítio consenso de N-glicosilações (NXS/T/C, X≠P) detectados somente na 

amostra tratada. 

 

 

 

 

 

 

Glipeptídeos N-ligados encontrados em MRJP1. Deamidações encontram-se no sítio consenso e não foram 

identificados na amostra controle. 

No segundo experimento, MRJP1 foi submetida a digestão tríptica e, em seguida, a 

Tabela 1. Glicopeptídeos identificados em  MRJP1 
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deglicosilação enzimática por PNGase F. Estas amostras foram analisadas por espectrometria 

de massas com duas abordagens de identificação de espectros (PSM e de novo) visando a 

identificação de outras modificações pós-traducionais biologicamente relevantes e que 

pudessem justificar a presença de proteoformas da proteína em géis 2-DE, aliado à tentativa 

de cobertura completa da sequência proteica.  

Utilizando o PSM, foi possível obter a cobertura de grande parte da sequência da 

MRJP1, no entanto, como pôde ser observado (Figura 6), dois grandes peptídeos 1 e 2 

(sublinhados em vermelho), que poderiam abrigar modificações relevantes, não foram 

identificados. Outras pequenas sequências de aminoácidos também não foram identificadas, 

provavelmente por estarem fora da faixa de leitura, devido ao seu pequeno tamanho, tornando 

inviável a detecção.  

Para tentar buscar mais informações sobre eventuais modificações pós-traducionais da 

MRJP1, bem como informações a respeito daqueles peptídeos não identificados por PSM, 

utilizamos uma outra ferramenta de identificação de espectros de MS baseada em 

sequenciamento de novo, utilizando-se o software PEAKSTM. Neste caso, não foram 

especificados na busca outros tipos de modificação pós-traducional, exceto 

carbamidometilação de cisteínas, oxidação de metioninas e deamidação de asparaginas. 

Ao contrário do PSM, o sequenciamento de novo pôde identificar outras modificações 

pós-traducionais não previamente especificadas para a busca, assim como 3 possíveis 

mutações na sequência primária (Figura 7). A primeira mutação foi observada no resíduo 

135, onde uma leucina foi substituída por uma fenilalanina, ambos de características 

hidrofóbicas e com pequena diferença em sua massa molecular. A segunda mutação 

observada foi no resíduo 149, onde uma metionina foi substituída por uma tirosina. Neste 

caso, houve a substituição de um aminoácido hidrofóbico (metionina) por um polar sem carga 

(tirosina). A terceira e última mutação foi no resíduo 174, onde houve substituição de uma 

valina por uma prolina, dois aminoácidos hidrofóbicos. Os 20 primeiros aminoácidos 

permaneceram não identificados, enquanto o peptídeo 2 não identificado por PSM, 

compreendendo entre os aminoácidos 236 e 249, pôde ser identificado utilizando o PEAKSTM. 
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Figura 6. Cobertura de sequência da MRJP1 identificada por PSM usando o software 

ProteomeDiscoverer/ProteinCenter. C - carbamidação; D - deamidação e O - oxidação de metionina. As letras 

abaixo da sequência de aminoácidos representam modificações que já estão descritas na literatura. N - 

deamidação de asparagina, possivelmente um sítio de glicosilação N-ligado e AA, duas modificações em 

aminoácidos também já descritas na literatura. Os peptídeos sublinhados 1 e 2 não foram detectados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Cobertura de sequência e modificações pós traducionais da MRJP1utilizando o PEAKSTM. À 

direta na figura, está a legenda de todas as possíveis modificações pós traducionais encontradas em MRJP1. 

 

1.2.  Caracterizações iniciais de MRJP1 por microscopia de força atômica. 

Experimentos preliminares de microscopia de força atômica foram realizados a fim de 

dar continuidade às caracterizações estruturais de MRJP1 e seus oligômeros. Na Figura 8a, 

observamos as alturas médias de populações de MRJP1 quando analisadas por microscopia 

de força atômica. Duas principais populações podem ser observadas, uma variando 

principalmente entre 21 e 23 nm e outra entre 29,5 e 31, 5 nm (Figura 8a). Na Figura 8b, 

observamos a imagem de estruturas correspondentes à MRJP1. 

Uma grande estrutura pode ser observada na parte superior da figura 8b, 

provavelmente tal estrutura corresponde a um grande agregado. Vale ressaltar que 
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experimentos de AFM foi realizado em modo seco, o que pode ter induzido a formação de 

agregados ao longo de toda analise. Mesmo sob essas condições, apenas duas populações 

foram observadas e com diferentes alturas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Microscopia de força atômica de MRJP1. A) Agrupamento médio de diferentes populações de 

MRJP1 analisados por microscopia de força atômica. B) Imagem observada pela microscopia.  

 

4. DISCUSSÃO 

Mais da metade de todas as glicoproteínas conhecidas são N-ligadas por ligação 

covalente de glicanos a resíduos de asparaginas dentro da sequência consenso Asn-X-Ser/Thr, 

(a) 

(b) 
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X≠Pro. Embora esse tipo de modificação tenha sido atribuída somente a eucariotos superiores, 

as glicosilações N-ligadas são, na verdade, uma antiga via metabólica descoberta antes da 

diversificação das archeas, bactérias e eucariotos, existindo, desta maneira, em todos os três 

domínios da vida [147, 148]. 

Para se ampliar o conhecimento sobre modificações pós-traducionais na MRJP1, 

investigamos especialmente deamidações em resíduos de asparagina, usando estratégias 

baseadas em 2-DE e espectrometria de massas bottom-up. Os sítios de glicosilação, bem como 

a influência dos carboidratos de MRJP1 aqui descritos, nos fornecem importante 

conhecimento no sentido de determinar e entender a imensa versatilidade da proteína em 

estudo.  

Quando analisada por 2-DE, constatou-se que a MRJP1 possui nove diferentes 

proteoformas [146]. Utilizando as mesmas condições experimentais publicadas [146], um 

novo ensaio foi realizado com a proteína na sua forma deglicosilada. Aqui, observou-se o 

mesmo padrão de distribuição de manchas em gel 2DE (Figura 4), o que sugere que os 

carboidratos não possuem influência nas diferentes proteoformas da MRJP1. Tal perfil pode 

talvez ser atribuído a diferentes números de sítios de metilação na proteína, que faz com que 

as proteoformas migrem da faixa ácida para a básica proporcionalmente ao número de cargas 

extras que carreguem [149, 150]. Poucos sítios de fosforilações foram detectados na MRJP1 

e não poderiam gerar o polimorfismo observado por 2DE [150]. As metilações podem 

potencializar a baixa reatividade da carbamido na aspargina, onde os glicanos são 

covalentemente ligados ao aminoácido; ou seja, as metilações podem facilitar a glicosilação 

de proteínas [149]. Vale ressaltar que as MRJPs pertencem a uma família de glicoproteínas 

[41, 151], e isto implica que, provavelmente, as metilações presentes na GR estão diretamente 

relacionadas às glicosilações de MRJPs [150]. Além do mais, metilações ocorrem na maioria 

das MRJPs e essas modificações também podem ajudar a caracterizar a grande formação de 

micelas e a alta viscosidade encontrada na GR, podendo influenciar na auto-associação e 

adsorção derivada da hidrofobicidade [149, 150]. 

A deamidação em proteínas é um processo não enzimático que acontece em resíduos 

de asparaginas quando proteínas sofrem degradação [152]. Quando mapeamos os sítios de 

glicosilação da MRJP1, pesquisamos aqueles sítios onde ocorreram a deamidação e, para 

certificarmos de que essas modificações não eram decorrentes de um processo natural, 

utilizamos como controle os fragmentos trípticos da MRJP1 não submetidos ao processo de 

deglicosilação enzimática. Dois sítios de glicosilação foram encontrados nos resíduos 144 e 

177 (Tabela 1), os quais já haviam sido descritos em predições teóricas e posteriormente 
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confirmados experimentalmente [153]. Além disso, reforçando os indícios de que tais sítios 

de deamidação são de fato sítios de N-glicosilação, os sinais desses dois peptídeos são os mais 

abundantes dentre todos os peptídeos com deamidações detectados na amostra enriquecida 

para glicopeptídeos e, consequentemente, geraram o maior número de PSMs identificados 

(Tabela 1). 

Durante a realização das buscas de diferentes modificações pós-traducionais, várias 

delas foram encontradas, porém a maioria não apresentou um contexto biológico relevante, 

exceto três mutações. A mutação no resíduo 174, no qual ocorreu a substituição de uma valina 

por uma prolina, se faz especialmente interessante, pois, apesar de ambos serem hidrofóbicos, 

a prolina possui uma cadeia lateral atípica em relação aos demais aminoácidos. Sua cadeia 

lateral conecta-se à amida primária, fazendo que ocorra uma dobra na estrutura terciária da 

proteína onde haja prolina na cadeia polipeptídica. Isso possivelmente poderia alterar a 

estrutura tridimensional de MRJP1. As demais modificações observadas ocorreram 

possivelmente em decorrência do processo de preparo de amostra necessário para realização 

de experimentos bottom-up (Figura 7).  

Em relação aos peptídeos não identificados por PSM (Figura 6), o peptídeo 2 foi 

identificado pelo PEAKSTM, mas nenhuma modificação pós-traducional foi identificada nele. 

Um importante aspecto relacionado às proteínas da família MRJPs é que a maioria de seus 

componentes (MRJP1-9) possuem um peptídeo sinal na região N-terminal em sua sequência 

de aminoácidos, justificando a não detecção do peptídeo 1 marcado na Figura 6. Isso se 

justifica uma vez que as MRJPs possuem funções nutritivas na GR e são secretadas [45]. 

Ademais, assim como as yellow proteins [154], as MRJPs são glicoproteínas com cadeias de 

carboidratos N-ligados [151], os quais podem regular fatores envolvidos na sinalização 

extracelular [155]. 

 Os dados encontrados por microscopia de força atômica mostraram a existência de 

duas principais populações. Experimentos com amostra nativa ainda são necessários para 

entender tal fenômeno. Mesmo 2-DE não poderia gerar alguma especulação a respeito uma 

vez que se trata de um experimento desnaturante. Como foi descrito nos resultados, 

experimentos de microscopia de força atômica foram realizados de modo que as amostras 

foram secas sobre uma superfície. Isso pode ter levado a agregação da proteína ou mesmo a 

um efeito falso positivo. Uma alternativa para contornar tal situação será utilizar outra 

estratégia da microscopia que permita análises de macromoléculas em solução. Dessa 

maneira, iremos prover uma situação mais próxima da realidade, uma vez MRJP1 já foi 

localizada no citoplasma e nos espaços intercelulares [42], locais característicos de possuírem 
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proteínas e eletrólitos em solução aquosa. 

 

5. CONCLUSÃO 

Experimentos preliminares de caracterizações estruturais da MRJP1 demonstraram a 

versatilidade e a complexidade desta glicoproteína. Observamos que as diferentes formas da 

MRJP1, quando submetidas a análises por 2DE, não são devidas a diferentes graus de 

glicosilação, uma vez que a realização desse mesmo ensaio com a proteína deglicosilada 

apresenta as mesmas proteoformas. Por espectrometria de massas, mapeamos dois sítios de 

glicosilação em MRJP1, localizados nos resíduos de aminoácidos 144 e 177. Além disso, três 

mutações foram identificadas nos resíduos 135, 149 e 174. Experimentos de microscopia de 

força atômica mostraram a prevalência de duas principais populações de MRJP1, variando 

entre 21 e 23 nm e 29,5 e 31, 5 nm de altura.  

Esses estudos preliminares forneceram valiosas informações para a continuidade deste 

trabalho. Na próxima etapa da tese, outras técnicas de espectrometria de massas, tais como 

HDX-MS e top-down nativo, associadas a outras técnicas bioquímicas e biofísicas nos 

permitirão aprofundar ainda mais no entendimento da estrutura, dinâmica e oligomerização 

de MRJP1. 

Vale ressaltar que nenhuma proteína homóloga a esta está disponível em bancos de 

dados e, especificamente, nenhuma estrutura cristalográfica ainda foi resolvida com as 

MRJPs. A obtenção da estrutura 3D abrirá caminhos para resolução de outras proteínas, uma 

vez que modelagem por homologia estrutural é muito utilizada por aqueles que trabalham 

com macromoléculas biológicas. 
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5. CHARACTERIZING THE STRUCTURE AND 

OLIGOMERIZATION OF  

MAJOR ROYAL JELLY PROTEIN 1 (MRJP1) BY 

MASS SPECTROMETRY AND COMPLEMENTARY 

BIOPHYSICAL TOOLS* 

_______________________________________ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Trabalho publicado no periódico Biochemistry como requisito para defesa da tese 
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_______________________________________ 

 

6. Considerações finais e 

Perspectivas 

                  _______________________________________ 

 

 A proteína MRJP1 foi escolhida como nosso modelo experimental não somente por 

sua importância e complexidade, mas também por não existir trabalhos na literatura que 

descrevessem suas características estruturais na profundidade conseguida nesta tese. Esta 

proteína se faz especialmente importante devido ao seu papel biológico na abelha Apis 

mellifera, inseto que está em curso de declínio ao redor do mundo [156-162]. Conhecer a 

biologia da abelha nos mais diversos níveis, inclusive o bioquímico, é essencial para uma 

preservação mais eficiente da espécie. O trabalho descrito nesta tese mostrou como a 

associação de várias técnicas de bioquímica e biofísica, com ênfase em espectrometria de 

massas, podem ser utilizadas em conjunto para descrever propriedades e características de 

uma proteína em detalhes. Possivelmente, algumas das características estruturais 

determinadas para MRJP1 ou talvez a combinação de todas eles gerem as importantes e 

diversas funções de MRJP1. 

 Mesmo sabendo que uma das alternativas para cristalização de glicoproteínas é a 

deglicosilação da mesma, essa estratégia não se fez válida para MRJP1. Tentativas anteriores 

de cristalização dessa proteína por nosso grupo em colaboração com especialistas se 

mostraram frustradas. De fato, nossos experimentos de HDX-MS demonstraram que após 

remoção dos carboidratos a proteína tende a formar agregados solúveis. Nossos dados de 

HDX-MS também clarificaram a natureza dinâmica de MRJP1, especialmente na porção N-

terminal, que possui característica de ser intrinsicamente desordenada. Provavelmente, essas 

características estruturais inviabilizaram a cristalização. Assim, sugerimos que o caminho 

mais viável para se conseguir um cristal a ser difratado seria a produção de MRJP1 truncada, 

onde somente regiões estáveis que interagem com apisimina sejam cristalizadas. 

 Mesmo após um extensivo estudo sobre a estrutura do héterocomplexo 

MRJP1/apisimina, ainda não está claro como tal complexo pode desempenhar funções 

essenciais no desenvolvimento larval em rainhas. No entanto, podemos seguir a seguinte linha 
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de raciocínio: o complexo composto de MRJP14/apisimina4 é construído a partir da formação 

dímero de dímero com estequiometria MRJP12/apisimina1. Ou seja, o complexo é dependente 

da associação promovida pela apisimina. Tal mecanismo pode servir como controle de 

diferentes funções da mesma proteína. Ou seja, o tetrâmero pode ter funções diferentes 

daquelas dos dímeros, assim como dos monômeros. O mesmo pensamento pode ser usado 

para a deglicosilação de MRJP1. Diferentes graus de glicosilação podem estimular ou inibir 

diferentes eventos e cascatas de sinalização intracelular. 

 É bastante comum na natureza encontrar proteínas que são intrinsicamente 

desordenadas, mas que desempenham importantes funções em um organismo. Proteínas 

intrinsicamente desordenadas (PIDs) são capazes de desempenhar muitas funções, uma vez 

que seus segmentos desordenados podem interagir com várias proteínas fazendo com que uma 

mesma proteína possa ser reutilizada em diferentes vias de sinalização [163]. 

 As PIDs estão sujeitas a várias modificações pós-traducionais e eventos de splicing 

alternativo, adicionando complexidade às redes reguladoras e promovendo mecanismos de 

sinalização tecido-específica [164]. Além do mais, estas proteínas podem participar na 

montagem de complexos de sinalização e na dinâmica de auto-associação de organelas 

nucleares e citoplasmática [164]. Como foi demonstrado por Kamakura, 2011 [65], a 

interação de MRJP1 com células do desenvolvimento se dá a partir do receptor EGFR, um 

importante receptor envolvido em várias vias de sinalização celular. 

 Como perspectiva de médio ou longo prazo, a determinação da estrutura 

tridimensional de MRJP1 lançará luz sobre como esta interage com seu receptor disparando 

sequências de sinais intracelulares responsáveis pelo notável efeito biológico nas larvas. 

Também, essa estrutura 3D será essencial como ponto de partida para se entender os 

mecanismos moleculares e funções biológicas de MRJP1 em órgãos como o cérebro de 

abelhas por exemplo.  
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