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E preciso amor pra poder pulsar,
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Estrada eu sou.

Todo mundo ama um dia todo mundo chora,
Um dia a gente chega, no outro vai embora
Cada um de nés compde a sua historia
Cada ser em si carrega o dom de ser capaz
De ser feliz.

Conhecer as manhas e as manhas

O sabor das massas e das macas

E preciso amor pra poder pulsar,
E preciso paz pra poder sorrir,
E preciso a chuva para florir.

Ando devagar porque ja tive pressa
E levo esse sorriso porgue ja chorei demais
Cada um de nés compde a sua historia,
Cada ser em si carrega o dom de ser capaz
de ser feliz”

Tocando em frente
(Renato Teixeira e Almir Sater)
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ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DA CUTICULA E DO
VENENO DE DUAS VESPAS SOCIAIS (HYMENOPTERA: VESPIDAE)
POR CG-EM E MALDI-TOF/TOF

* Formatacdo nas normas da ABNT 6023.

Resumo Geral

A coesdo das coldnias de insetos sociais € mantida por interacbes entre seus membros
mediadas por compostos quimicos, sobretudo, por aqueles presentes em sua cuticula. Estes
compostos sdo denominados de hidrocarbonetos cuticulares e atuam primariamente como um
revestimento protetor evitando a perda de agua, contudo, também atuam como sinais trocados
durante as interacfes entre companheiros de ninhos. Estes compostos entdo, funcionam como
uma assinatura quimica colonial, podendo até mesmo variar entre individuos em funcéo das
tarefas que executam em suas coldnias. Insetos sociais também produzem outros compostos
quimicos que tém como fungdo a manutencdo de suas col6nias agindo na captura de presas e
defesa. O veneno produzido pelo aparelho ferroador que é composto por aminas
biologicamente ativas (serotonina e histamina), proteinas, peptideos, lipideos, enzimas
(fosfolipases, hialuronidades e fosfatases) e alérgenos. Alem de compostos volateis que
basicamente s&o alcanos, alcanos ramificados, alcenos e &lcoois, 0s quais também podem
desempenhar papel importante como sinais trocados durante as interagdes entre companheiras
de ninho. Evolutivamente estes compostos surgiram para possibilitar a captura de presas e
depois foram aproveitados para o uso em repelir ataques a colonia. Nossos resultados de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) revelam que tanto o
perfil quimico cuticular quanto a porcdo apolar do veneno das espécies Apoica pallens e
Polistes versicolor variam qualitativamente e quantitativamente entre cuticula e veneno, com
predominancia em abundancia e nimero dos alcanos ramificados. Na cuticula ocorre maior
concentracdo (em teor e nimero) de compostos pesados que possivelmente atuam como
feromdnios de superficie. No veneno os compostos mais leves foram os mais abundantes
tanto em teor quanto em nimero de compostos, sugerindo que no veneno, nestas espécies, ao
menos a parte apolar possa estar envolvida na sinalizacdo durante as interacdes entre
companheiras de ninhos. Pela analise da proteomica do veneno da vespa A. pallens foram
identificadas 30 proteinas pelo método MALDI-TOF/TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/ lonization time-of-flight) que de acordo com suas respectivas funcdes foram
divididas em 8 categorias: alergénicas, enzimaticas, metabdlicas, estruturais, de resposta
ambiental, atuantes no DNA e RNA, proteoglicana e com funcdo desconhecida. A
identificacdo destes compostos € um primeiro passo para o0 estudo deles para o0 uso
farmacolégico aplicado.

Palavras-chave: aparelho ferroador, comunicacdo quimica, himendpteros socais,
hidrocarbonetos cuticulares, compostos apolares, proteinas.



ANALYSIS OF CHEMICAL COMPOSITION OF CUTICLE AND
VENOM OF TWO SOCIAL WASPS (HYMENOPTERA: VESPIDAE) BY
GC/MS AND MALDI-TOF/TOF

General Abstract: The cohesion of social insect colonies is maintained by interactions
between their members mediated by chemical compounds, especially those present on their
cuticle. These compounds are called cuticular hydrocarbons and act primarily as a protective
coating preventing water loss, however,also act as signals exchanged during interactions
between nestmates. Thus, these compounds act as a chemical signature, and can even vary
between individuals depending on the tasks they perform in their colonies. Social insects also
produce other chemical compounds that contribute to colony maintenance by acting in prey
capture and defense. Venoms produced by the sting apparatus that consist of biologically
active amines (serotonin and histamine), proteins, peptides, lipids, enzymes (phospholipases,
hyaluronidases and phosphatases) and allergens. In addition to volatile compounds that are
basically alkanes, branched alkanes, alkenes and alcohols, which can also play an important
role as signals exchanged during interactions between nestmates. Evolutionarily, these
compounds have arisen to enable prey capture and later were used for repelling attacks on the
colony. Our results assessed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS)
show that both the chemical profile of the cuticle and the nonpolar portion of venom of the
species Apoica pallens and Polistes versicolor vary qualitatively and quantitatively between
cuticle and venom, with predominance in abundance and number of branched alkanes. In the
cuticle, there is higher concentration (in content and number) of heavy compounds that might
act as superficial pheromones. In the venom lighter compounds were the most abundant both
in content and in number of compounds, suggesting that the venom, in these species, at least
the nonpolar portion might be involved in signaling during interactions between nestmates.
By proteomic analysis of the venom of A. pallens, 30 proteins were identified by MALDI-
TOF/TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization time-of-flight), which according to
their respective functions were divided into 8 categories: allergenic, enzymatic, metabolic,
structural, environmental response, active in DNA and RNA, proteoglycan and with unknown
function. The identification of these compounds is a first step towards their study for applied
pharmacological use.

Keywords: sting apparatus, chemical communication, social Hymenoptera, cuticular
hydrocarbons, nonpolar compounds, proteins.

INTRODUCAO GERAL

A coesdo das colbnias de insetos sociais sdo mantidas por interacbes entre seus
membros (GORDON, 1996; O'DONNELL & BULOVA, 2007), de forma que, em colénias de
insetos sociais hd uma organizacdo, na qual ocorre divisdo de trabalho bem estabelecida
(SMITH et al., 2008), formada por casta reprodutora e operarias estéreis (GORDON, 1996).

Para que a divisdo de trabalho dentro da colénia seja eficiente, estes insetos
desenvolveram ao longo da evolugdo um complexo sistema de comunicacgdo, sendo capazes
de sintetizar substancias quimicas, chamadas de ferdmonios que permitem mediar as
interacOes entre companheiras da coldnia (1ZZ0 et al., 2010; KHIDR et al., 2013).



Dentre os feromonios destacam-se: o feromdnio sexual utilizado para atrair parceiros
durante a copula; o feromdnio de alarme, que informa a aproximagdo de um potencial
inimigo; feroménio de defesa que serve para avisar as companheiras de ninho que devem
atacar o intruso; feromonio de agregacao que atrai 0s membros da colbnia para uma fonte de
alimento ou novo local para nidificacdo e o feroménio de trilha para demarcar o caminho até
uma fonte de alimento (BILLEN & MORGAN, 1998).

Nas colonias o reconhecimento das castas ocorre por meio de um complexo feromonal
denominado hidrocarbonetos cuticulares. Os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) como a
prépria denominacdo sugere, estdo presentes na cuticula dos insetos, sendo sua funcédo
primaria evitar a perda de &gua e atuar como um revestimento protetor para 0s insetos
(BLOMQUIST & BAGNERES, 2010).

Outra funcdo importante destes compostos é atuar como feromonio de contato ou de
superficie (ABDALLA et al., 2003; GINZEL, 2010; NEVES et al., 2012; OLANIRAN et al.,
2013; BELLO et al., 2015). Esses feromonios de superficie sdo compostos formados
basicamente por hidrocarbonetos, especialmente alcanos lineares, alcanos ramificados e
alcenos (DEVIGNE & BISEAU, 2012; OLANIRAN et al., 2013).

De acordo com Blomquist & Bagneres (2010) compostos abaixo de C2g séo volateis e
portanto, podem atuar como sinais emitidos e recebidos a certa distancia; enquanto que
aqueles com peso molecular acima disto podem atuar como feroménio de superficie
(LORENZI et al., 1996).

Os alcanos ramificados parecem estar mais envolvidos com a sinalizacdo durante as
interacdes intraespecificas (LOMMELEN et al., 2006). Dani et al. (2001) e Lorenzi et al.
(2011) destacam em seus estudos a fun¢do comunicativa destes compostos, ja que esta classe
apresenta uma alta complexidade molecular, exibindo um elevado potencial para codificar
informagbes (LECONTE & HEFETZ, 2008; BLOMQUIST & BAGNERES, 2010). Desta
forma, os alcanos ramificados sdo considerados por muitos autores a principal classe
mediadora das interacdes quimicas entre companheiros de ninho (DANI et al., 1996;
LORENZI et al., 1997; MURAKAMI et al., 2015).

Os alcenos, apesar de ocorrerem em menores propor¢des que 0S outros compostos,
também parecem estar relacionados com a troca de sinais durante a comunicacdo quimica
(GIBBS, 2002; MENZEL et al., 2017).

Em contrapartida, os alcanos lineares parecem estar envolvidos na construcdo de uma
barreira para evitar a perda de dgua (ARMOLD & REGNIER, 1975; MENZEL et al., 2017),
ou seja, a impermeabilidade da cuticula. Contudo, Tannure-Nascimento et al. (2007) em seu

estudo com Polistes satan (Bequaert, 1940) identificaram maior abundancia de alcanos



lineares na cuticula desta vespa, sugerindo que estes compostos também tenham importancia
como sinais para mediar interacGes entre as companheiras de ninho.

As fungdes desempenhadas por estas diferentes classes de compostos também podem
estar relacionadas com o comprimento e viscosidade da cadeia, como foi relatado por Menzel
et al. (2017) que quanto maior a viscosidade, maior a impermeabilidade propiciada a cuticula,
limitando a funcdo do hidrocarboneto como sinal de comunicagdo. Deste modo, os HCs séo
moldados por restricdes fisiologicas e pressdes de selecdo devido a sua dupla funcdo:
impermeabilizacdo e mediadores de comunicacdo intra e interespecifica (MENZEL et al.,
2017).

Outros compostos sintetizados pelos Hymenoptera e também importante para
manutencdo das colbnias sdo o0s venenos, uma vez que o aparelho opositor dos Aculeata foi
modificado para injetar veneno, com a fungdo primaria de imobilizar presas e posteriormente
se tornou um meio para defesa de suas colonias (GRIMALDI & ENGEL, 2005).

Em espécies solitarias e parasitarias, o veneno € usado para imobilizar ou matar presas
e preserva-las como alimento armazenado para os imaturo. Em espécies sociais, 0 veneno &
frequentemente utilizado como parte de uma defesa imune externa tanto na cuticula quanto na
superficie do ninho (BARACCHI & TRAGUST, 2017).

Além disto, Bruschini et al. (2006a) encontraram feromdnios na por¢do volatil do
veneno de Polistes dominula que desempenham papel comunicativo ao induzir o
comportamento de alarme nas colonias desta espécie. Estudos comportamentais com extratos
de veneno também revelaram que as vespas P. dominula sdo estimuladas com maior
intensidade pelo veneno das operarias do que das fundadoras (BRUSCHINI et al., 2008).
Além disso, Post & Jeanne (1984) avaliaram o potencial de acdo sexual, como atrativo de
machos, no componente volatil do veneno de fémeas de Polistes. Desta forma, o estudo dos
componentes volateis do veneno também sdo importantes para se compreender melhor que
tipo de compostos sdo utilizados durante as trocas de sinais entre coespecificos em colénias
de vespas sociais.

No veneno € possivel distinguir pelo menos trés grupos diferentes de substancias
quimicas de acordo com seu peso molecular. O primeiro grupo dos compostos sdo
relativamente mais pesados (superior a 10 kDa) e consistem em proteinas, incluindo véarias
enzimas, como fosfolipases (responsaveis pela clivagem dos fosfolipidios da membrana), as
hialuronidases (que degradam o componente da matriz do &cido hialurdnico), as fosfatases
acidas (atuando sobre fosfatos organicos) e esfingomielinases (envolvidas nas reacbes do
metabolismo dos esfingolipideos). O segundo grupo de peso molecular intermediario (em

torno e inferior a 10 kDa), é representado por uma fracdo peptidica, incluindo vérios



compostos citoliticos e neurotoxicos. O terceiro grupo € composto por substancias de baixa
massa molecular, como ions, aminoacidos livres, aminas biogénicas (comumente histamina,
serotonina, dopamina e noradrenalina), neurotransmissores, poliaminas, compostos
heterociclicos e alcaloides (PIEK, 1986; KUHN-NENTWIG, 2003).

Entretanto, apesar do exposto acima, sao necessarios mais estudos para compreender a
relacdo dos compostos quimicos produzidos pelas vespas sociais como sinais trocados durante
as interacdes e identificar os compostos do veneno para futuras aplicacfes farmacolégicas.
Assim, é importante destacar que o estudo da subfamilia Polistinae, a qual pertence Apoica
pallens (Fabricius, 1804) e Polistes versicolor (Olivier, 1791), se faz relevante, pois abrange
espécies de extrema importancia para o entendimento da evolu¢do do comportamento social
em vespas, uma vez que essa subfamilia é considerada um marco entre a transicdo de espécies
solitarias e altamente eussociais (PARDI, 1996). Portanto este estudo ira contribuir para
enriquecer o conhecimento sobre aspectos biologicos ou até mesmo evolutivos da subfamilia,

visto a importéancia do veneno nesse processo.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Vespas sociais

Os Hymenoptera se destacam pela grande riqueza de espécies, extraordinaria
diversidade de modos de vida como a fitofagia, predacéo, parasitismo e inducao de galhas, e
desde o comportamento solitario até a eussocialidade verdadeira, com formacdo de sociedades
complexas nas quais ha distincdo morfoldgica entre as castas e divisdo de trabalho
reprodutivo (NIEVES-ALDREY & FONTAL-CAZALLA, 1999).

A ordem Hymenoptera é dividida em duas subordens: Symphyta e Apocrita, 0
Symphyta tém abdome séssil, trocanter ditroco, asas com nervacdo complexa, ovipositor
serreado, larvas eruciformes e fitofagas; enquanto que os Apocrita possuem abdome livre ou
pedunculado, trocanter simples ou ditroco, nervacdo simples, ovipositor estiliforme e larvas
apodas (GALLO et al., 2002; TRIPLEHORN & JONNSON, 2011; RAFAEL et al., 2012).
Além disso, a subordem Apocrita é dividida em dois grupos Parasitica e Aculeata
(GRIMALDI & ENGEL, 2005; SHARKEY, 2007; RAFAEL et al., 2012).

Os Aculeata sdo um grupo cuja principal caracteristica que os difere dos demais
Hymenoptera é a modificacdo do ovipositor das fémeas em um aparelho que injeta veneno
(MACLINTAL & STARR, 1996). O aparelho ferroador é formado por duas partes
funcionalmente diferentes: a porcdo glandular, onde o veneno e outras substancias séo

produzidos, e a por¢cdo motora, onde estruturas quitinosas e musculares atuam conjuntamente



na protrusdo/extrusdo do ferrdo, ejetando o veneno (SILVA & NOLL, 2006). Sua funcédo
primitiva é a captura da presa, porém se tornou um eficiente meio de intimidagdo para
inimigos grandes adquirindo importante funcéo de defesa, principalmente nas espécies sociais
(GRIMALDI & ENGEL, 2005).

Dentro de Aculeata temos a familia Vespidae que é dividida em seis subfamilias:
Euparagiinae, Masarinae, Eumeninae, Stenogastrinae, Vespinae e Polistinae, sendo que as trés
primeiras sdao compostas por espécies solitarias e apenas nas trés Gltimas encontram-se as
espécies eussociais (RAFAEL et al., 2012).

As vespas sociais Polistinae podem estabelecer suas colonias por fundacao
independente como as Polistini, Mischocyttarini e alguns Ropalidiini ou por enxameamento,
como € a maioria dos Ropalidiini e Epiponini (WENZEL, 1998; CARPENTER &
MARQUES, 2001).

Vespas da subfamilia Polistinae constroem seus ninhos de maneiras diversas, variando
desde um unico favo descoberto, com cerca de 5 cm de diametro e poucas dezenas de células,
até ninhos com mais de 50 cm de comprimento. Suas colonias podem permanecer ativas por
muitos anos, com varias camadas de células de cria sobrepostas abrigando milhdes de células
e envoltos por um invélucro (CARPENTER & MARQUES, 2001; SOUZA & ZANUNCIO,
2012).

Os ninhos podem ser constituidos com fibras vegetais e tricomas de plantas, que séo
macerados e misturados com &gua e, em alguns casos, com secrecdo glandular e barro
(JEANNE, 1975; WENZEL, 1998). Por este motivo essas vespas também sdo conhecidas
popularmente como vespas papel.

Polistes versicolor (Olivier, 1791) é uma espécie de fundacdo independente
apresentando habito diurno. Constroem seus ninhos com um Unico favo fixado ao substrato
por um pedunculo, formando sociedades com um baixo numero de individuos, os quais sdo
subordinados a uma rainha (Figura 1). Estas vespas sao0 muito comuns em areas urbanas,
sendo abundantes na Ameérica do Sul, estando presentes desde a Costa Rica até o sul do Brasil
e Argentina (RICHARDS, 1978).

Apoica pallens (Fabricius, 1804) ¢ uma espécie enxameante de habito noturno e por
conta disto, apresentam grandes olhos e ocelos, indicando uma adaptacdo especifica para a
visdo no escuro (SCHREMMER, 1972). Alguns autores defendem a hipotese de que o habito
noturno evoluiu para reduzir a competicdo por recurso com as outras espécies diurnas; assim
como também a predacdo, devido a auséncia de envelope protetor no ninho (RICHARDS,
1978; PICKETT & WENZEL, 2007).



Esta espécie é encontrada desde o México até o nordeste da Argentina (RICHARDS,
1978) e contém centenas a milhares de individuos. Estes insetos sdo conhecidos popularmente
como “marimbondo chapéu” ou “vespa chuveiro” pelo formato do seu ninho (Figura 2), 0s
quais sdo de um Unico favo descoberto e construido diretamente no substrato com auséncia de
pedinculo (WENZEL, 1998).

Fonte: Batista, N. R.
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Figura 2. Colbnias de Apoica pallens mostrando o aspecto de “chuveiro ou chapéu” que 0S

ninhos possuem, do qual surgiu o seu nome popular.

Hidrocarbonetos cuticulares - HCs
Wigglesworth (1933) descreveu uma substancia cerosa nas camadas superiores da

cuticula dos insetos que ele chamou de "cuticulina”. Chibnall et al. (1934) e Blount et al.



(1937) sugeriram a presenca de hidrocarbonetos nesta camada cerosa e, posteriormente Baker
et al. (1963) avaliaram que os hidrocarbonetos desta camada, poderia estar atrelada a evitar a
dessecacdo, caracteristica fundamental para o sucesso evolutivo deste grupo.

A primeira analise quimica relativamente completa dos hidrocarbonetos da cuticula foi
da barata americana Periplaneta americana (BAKER et al., 1963) que ocorreu ap6s o
desenvolvimento da cromatografia gas-liquido (CGL). Os trés principais componentes dos
hidrocarbonetos deste inseto (n-pentacosano, 3-metilpentacosano e (Z, Z) -6,9-
heptacosadieno) e representam as trés principais classes de hidrocarbonetos em insetos,
alcanos lineares, alcanos ramificados e alcenos.

Em geral, a composicdo de hidrocarbonetos dos insetos é muito complexa sendo que 0
desenvolvimento e aplicacdo combinada de cromatografia gas-liquido e espectrometria de
massa foi fundamental para a analise rapida e eficiente destes compostos (BLOMQUIST &
BAGNERES, 2010). No final da década de 1960 foi estabelecida a anélise de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) de hidrocarbonetos de insetos
(NELSON & SUKKESTAD, 1970; MARTIN & MACCONNELL, 1970) e, posteriormente,
analisaram-se 0s hidrocarbonetos de centenas de espécies de insetos, primeiro em colunas
embaladas e, em seguida, muito mais eficientemente em colunas capilares.

Blomquist & Bagneres (2010) relatam que para muitas espécies de insetos, existem
misturas muito complexas de componentes normais (de cadeia linear), metil ramificados e
insaturados, com comprimentos de cadeia variando de 21 a 50 ou mais carbonos. Devido a
ocorréncia de misturas extremamente complexas de componentes sugeriu-se que
hidrocarbonetos poderiam desempenhar papéis importantes na comunica¢ao quimica, mas
somente apos o reconhecimento do numero e da variedade de papéis que eles desempenham
(BLOMQUIST & BAGNERES, 2010).

Carlson et al. (1971) demonstraram pela primeira vez o papel dos hidrocarbonetos na
comunicacdo quimica quando mostraram que um componente (Z-9-tricoseno) dos
hidrocarbonetos da fémea da mosca doméstica Musca domestica atraiu 0s machos a um curto
alcance.

No final da década de 1990, a nocdo que os hidrocarbonetos cuticulares atuam como
sinais de reconhecimento foi apoiado por alguns estudos (SINGER, 1998; VANDER MEER
& MOREL, 1998; LENOIR et al., 1999).

Desta forma, a mistura de hidrocarbonetos presentes na cuticula parece constituir 0s
compostos essenciais que servem como sinais de reconhecimento destes insetos (HOWARD

& BLOMQUIST, 2005). Portanto, essa capacidade de reconhecimento das companheiras de



ninho € de extrema importancia para o sucesso dos insetos sociais, prevenindo a exploracdo
por individuos de outras colénias (HEFETZ, 2007).

A importéncia diferencial das classes estruturais de alcanos lineares, alcanos
ramificados e alcenos também pode diferir entre as espécies, como evidenciado nos estudos
de Dani et al., (1996) e Lorenzi et al., (2014) que dentre os compostos quimicos cuticulares,
os alcanos ramificados sdo 0s principais responsaveis por sinalizar as interacdes
intraespecificas. Contudo, embora tém se atribuido aos alcanos lineares maior envolvimento
na fungdo de evitar dessecacdo (ARMOLD & REGNIER, 1975; MENZEL et al., 2017) e
menor envolvimento na sinalizagdo para reconhecimento de coespecificos (VAN ZWEDEN
& D’ETTORRE, 2010), ha alguns estudos que mostram que estes compostos podem também
estarem envolvidos nesta fungdo (TANNURE-NASCIMENTO et al., 2007; BRITO et al
2017). Isto pode ser atribuido em parte ao fato de que os alcanos lineares possuem apenas 0
comprimento da cadeia de atomos de carbono como caracteristica discriminativa, enquanto
que os hidrocarbonetos metil-ramificados e insaturados também possuem a posi¢édo do grupo
metilo ou a ligacdo dupla (CHALINE et al., 2005).

Independentemente da funcdo destes compostos, foi demonstrado em varios estudos
que eles variam por conta de fatores genéticos (KLAHN & GAMBOA, 1983; DAPPORTO et
al., 2004a; DAPPORTO et al., 2004b; HOWARD & BLOMQUIST, 2005) e também
ambientais (DAPPORTO et al., 2004a; DAPPORTO et al., 2004b; COTONESCHI et al.,
2007), podendo por estes motivos variar de acordo com a espécie (BUTTS et al., 1991;
ANTONIALLI-JUNIOR et al., 2008; FERREIRA et al., 2012; SANTOS & NASCIMENTO,
2015), castas (NUNES et al., 2009; FERREIRA-CALIMAN et al., 2013), sexo (TRABALON
et al., 1992; CARLSON et al., 2001; FERREIRA-CALIMAN et al., 2013) e mesmo a idade
do individuo (BLOMQUIST et al., 1998; LENOIR et al., 1999; ABDALLA et al., 2003;
BISEAU et al., 2004; ANTONIALLI-JUNIOR et al., 2007; NUNES et al., 2009, ZHU et al.,
2006; XU et al., 2014). Portanto, estes compostos, em conjunto, formam uma espécie de
assinatura quimica especifica da col6nia em insetos sociais.

Além disto, por serem considerados estaveis, por conta de sua estrutura quimica, 0s
HCs podem ser usados como ferramenta complementar para tracar relagdes taxonomicas entre
espécies e mesmo estabelecer relaces entre populacbes da mesma espécie (ROUX et al.,
2006; BAGNERES & WICKER-THOMAS, 2010; KATHER & MARTIN, 2012).

Apesar dos HCs de insetos sociais serem investigados a um bom tempo, ha
relativamente poucos estudos que ja avaliaram a composicdo destes compostos em vespas

sociais neotropicais.



Veneno de Hymenoptera sociais

O veneno é definido como uma secrecdo produzida por glandulas especializadas que
quando injetada num organismo alvo, é capaz de alterar ou interromper processos bioldgicos
ou fisiolégicos normais (CASEWELL et al., 2013).

Varios organismos venenosos, como répteis, peixes, anfibios, mamiferos, estrelas-do-
mar, ouri¢cos-do-mar, caracéis de cone, nemertines, aracnideos, insetos, miridpodes e alguns
cnidarios sdo alvo de numerosos estudos em toxinologia para avaliacdo de seu potencial
biotecnoldgico e terapéutico (CALVETE et al., 2009).

Logo apos os estudos com veneno da serpente Bothrops jararaca e a identificacdo do
peptideo potenciador da bradicinina, utilizado para desenvolver o primeiro inibidor comercial
para o tratamento da hipertensdo renovascular, outros compostos de veneno foram
investigados como fontes naturais de produtos farmacéuticos mais especificos/eficientes
(CHARPIN et al., 1992; VETTER et al., 1999).

No caso da ordem Hymenoptera, estes insetos tiveram uma evolucdo do ovipositor em
aparelho ferroador, o qual é capaz de injetar o veneno em organismos alvos. Baek & Lee
(2010) avaliaram que no veneno das vespas solitarias Eumenes pomiformis e Orancistrocerus
drewseni ha varias proteinas e antioxidantes relacionados a resposta imune, e estes autores
sugerem que as vespas solitarias usam o veneno para manter suas presas frescas e protegé-las
da invasdo de microorganismos e estresses fisiologicos.

Ja no caso dos himenopteros sociais, 0 desenvolvimento de um mecanismo que
auxiliasse na captura de presas e também na capacidade de defender suas col6nias, foi uma
peca chave para o sucesso evolutivo destes insetos (WILSON, 1971). Desta forma, 0 veneno
dos Hymenoptera sociais (vespas, abelhas e formigas) € uma importante arma defensiva, de
forma que a caracterizacdo bioquimica do veneno de Hymenoptera tornou-se o foco de muitas
pesquisas na area de alergia e imunologia, em que a abordagem protedmica tem sido uma
excelente alternativa para auxiliar o desenvolvimento de extratos mais especificos para
diagndstico e tratamento de pacientes hipersensiveis (SANTOS et al., 2011).

No veneno dos Hymenoptera sociais ha uma complexa mistura de diversos
componentes. As aminas biologicamente ativas, principalmente serotonina e histamina, séo
responsaveis pela dor, vasodilatacdo e pelo aumento da permeabilidade dos capilares
sanguineos, facilitando a penetracdo das toxinas no tecido (OLIVEIRA et al., 1999; BANKS
& SHIPOLINI, 2017), aléem de possuir compostos volateis, pequenos peptideos, proteinas de
alto peso molecular, toxinas, lipidios, enzimas (fosfolipases, hialuronidades e fosfatases) e
alérgenos (LIMA & BROCHETTO-BRAGA, 2003; MONTEIRO et al., 2009; CZAIKOSKI
et al., 2010).
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Quando comparamos as composicdes dos venenos dos himendpteros sociais
observamos que o0s venenos de abelhas e vespas sociais sdo compostos principalmente por
proteinas e enzimas, j& as formigas possuem maior quantidade de componentes alcaloides em
seu veneno (FITZGERALD & FLOOD, 2006). No entanto, em geral, 0s venenos da vespa de
papel contém fosfolipases, antigeno 5, hialuronidase e serinoproteinases (SANTOS et al.,
2011).

De acordo com a reviséo de Santos et al. (2011), um dos primeiros estudos envolvendo
técnicas mais sofisticadas para o estudo do veneno de Hymenoptera foi realizado no inicio
dos anos 80. Este estudo mostrou a complexidade de muitos venenos de Hymenoptera sociais
como de Apis mellifera, Polistes fuscatus, P. apachus, P. metricus, P. exclamans, P.
annularis, Vespula flavopilosa, V. Squamosa, V. sulphurea, Dolichovespula maculata e Vespa
cabro (WOOD & HOFFMAN, 1983). Essas descobertas pioneiras caracterizaram o primeiro
perfil de proteina de veneno de Hymenoptera por eletroforese em gel de poliacrilamida de
dodecilsulfato de sodio bidimensional (2D SDS-PAGE) na literatura global (SANTOS et al.,
2011).

A protebmica envolve a identificacdo de proteinas expressas por um genoma, também
a determinacdo do seus papeis nas fungdes fisioldgicas e fisiopatoldgicas. Os estudos
protedmicos representam apenas um subconjunto de todos os produtos genéticos possiveis,
uma vez que a maquina genética de organismos produz diferentes moléculas dependendo dos
genes que serdo ativados ou inibidos em um determinado momento da vida de um organismo
(APWEILER et al., 2009).

O veneno do inseto melhor caracterizado € o de Apis mellifera (WOOD &
HOFFMAN, 1983; LIMA & BROCHETTO-BRAGA, 2003; PEIREN et al., 2005;
FRANCESE et al., 2009; GEORGIEVA et al., 2010; SCIANI et al., 2010; BRIGATTE et al.,
2011), entretanto, outras pesquisas importantes envolveram a andlise protedmica, por
exemplo, do veneno da vespa Polybia paulista (SANTOS et al., 2010) que contribuiu como
passo inicial para o estudo recente de Leite et al. (2015), no qual avaliaram que o peptideo do
veneno desta espécie, apoOs isolado, apresentou atividade anticarcinogénica. Assim, a
caracterizacdo bioquimica de venenos de vespa com base na identificacdo de proteina pode
fornecer uma base extensiva para entender seus mecanismos bioldgicos, que é um pré-
requisito importante para o desenvolvimento de novos medicamentos.

Por outro lado, alguns estudos também ja avaliaram 0s compostos volateis do veneno
de vespas (Polybioides raphigastra, Polistes dominula, Polybia occidentalis, P. sericea,
Protopolybia exigua) e detectaram alcanos lineares, alcanos ramificados, alcenos e alcoois
(SLEDGE et al., 1999; DANI et al., 2000; BRUSCHINI et al., 2006a, SILVA et al., 2016)
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que poderiam estar envolvidos na troca de sinais quimicos durante as interagdes entre
companheiras de ninho. De fato, experimentos comportamentais demonstram que a secre¢ao
de glandulas de veneno em Polybioides raphigastra provoca respostas de alarme e ataque nos
individuos da colénia (SLEDGE et al., 1999).

Dessa forma, os compostos volateis podem exercer um papel importante quanto a
sinalizagdo e resposta de defesa da colbnia, sendo uma resposta coletiva que
consequentemente atua como feroménios de alarme desencadeando ataques e recrutando as
companheiras do ninho (ISHAY et al., 1965; JEANNE, 1981; POST et al., 1984; VEITH et
al., 1984; KOJIMA, 1994; SLEDGE et al., 1999; DANI et al., 2000; BRUSCHINI et al,,
20064a, 2006h, 2008).

Além disso, varios estudos, considerando também outros organismos, mostram que a
composicado do veneno pode variar de acordo com fatores genéticos e ambientais (DALTRY
et al., 1997; BADHE et al., 2006; ABDEL-RAHMAN et al., 2009). Neste sentido, dentro de
um mesmo grupo a composicdo pode variar de acordo com a espécie (ORIVEL & DEJEAN,
2001; MENDONCA et al., 2017), entre populacdes da mesma espécie e entre individuos da
mesma espécie (ABDEL-RAHMAN, 2008; ABDEL-RAHMAN et al., 2009; BERNARDI et
al., 2017; MENDONCA et al., 2017), e mesmo de acordo com as castas e a idade (DALTRY
et al., 1997; BADHE et al., 2006; ABDEL-RAHAMAN et al., 2009).

Assim, os componentes volateis do veneno sdo semelhantes quimicamente e podem
variar entre as espéecies apenas nas suas proporcdes relativas (POST & JEANNE, 1984), de
forma que ao menos parte dos compostos apolares possam estar envolvida em algum tipo de

sinalizagdo quimica.

OBJETIVO GERAL
Investigar os compostos quimicos do veneno e da cuticula de duas espécies de vespas

Polistinae.

HIPOTESES

- H& uma variacgdo qualitativa e quantitativa na composicdo do perfil quimico cuticular
e da porcdo apolar do veneno das vespas Apoica pallens e Polistes versicolor.

- Como cada espécie possui especificidade em seu veneno, provavelmente Apoica

pallens também possuird um perfil do veneno especifico.
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Capitulo |

Variacdo na composi¢cdo quimica de compostos ndo-polares do
veneno e cuticula de Apoica pallens e Polistes versicolor

* Formatado nas normas da revista Insects ISSN 2075-4450, qualis para biodiversidade: A2. Recebemos em
outubro a primeira correcdo com as sugestdes dos revisores e agora estamos aguardando a decisdo da revista.

23



Variacdo na composicdo quimica de compostos ndo-polares do veneno e
cuticula de Apoica pallens e Polistes versicolor

Angélica Mendongal®, Kamylla Balbuena Michelutti3, Claudia Andrea Lima Cardoso?,

William Fernando Antonialli Junior2?2

tUniversidade Federal da Grande Dourados, Programa de Pds-Graduacdo em Entomologia e Conservacdo da
Biodiversidade.

2Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Programa de P6s-Graduagio em Recursos Naturais.

3Laboratério de Ecologia Comportamental, LABECO.

Autor correspondente: angel_biol@yahoo.com.br

Resumo: Ainda que hidrocarbonetos cuticulares e veneno sejam compostos importantes para
0 sucesso evolutivo do comportamento social, sdo raros os estudos que investigaram
hidrocarbonetos da cuticula e do veneno de vespas sociais tropicais. Assim, 0 objetivo deste
estudo foi comparar a composic¢do quimica da cuticula e da parte apolar do veneno de Apoica
pallens, vespa de fundagdo enxameante e Polistes versicolor vespa de fundacao independente.
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) foi a técnica utilizada.
Nas amostras de A pallens, 66 compostos foram identificados na cuticula e 87 no veneno, 13
sdo unicos da cuticula e 26 do veneno. Nas amostras de P. versicolor 85 compostos foram
identificados na cuticula e 60 no veneno, 10 sdo exclusivos da cuticula e 5 do veneno. Os
resultados mostram que, embora sejam vespas de tipos de fundacdo diferentes e que se
organizam em coldnias com namero populacional significativamente diferente, a variagdo do
tamanho da cadeia dos compostos € relativamente similar. Também nos dois tipos de
amostras de ambas as espécies, a classe de compostos mais representativa em teor e nUmero
sdo os alcanos ramificados que séo reconhecidamente os mais efetivos durante as interacoes
entre companheiras de ninhos. Contudo, hd maior similaridade de teores dos compostos
compartilhados entre as amostras da cuticula e veneno de A. pallens, sugerindo que por ser
uma espécie gque se organiza em col6nias mais populosas pode ter um sistema mais elaborado
de sinalizacdo baseado nos compostos volateis de seu veneno.

Palavras-chave: Hidrocarboneto cuticular; veneno; vespa; CG-EM.

Variation in chemical composition of cuticular and nonpolar compounds of venom of

Apoica pallens and Polistes versicolor

Abstract: Although cuticular hydrocarbons and venom are important to the evolutionary
success of social behavior, studies that investigated these compounds in tropical social wasps
are rare. Thus, the aim of this study was to compare the cuticular chemical composition and
the nonpolar portion of venom of Apoica pallens, a swarm-founding wasp and Polistes
versicolor an independent-founding wasp. Gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC/MS) technique was used. In the samples of A. pallens, 66 compounds were identified on
the cuticle and 87 in venom, 13 are unique of the cuticle and 26 of venom. In the samples of
P. versicolor, 85 compounds were identified on the cuticle and 60 in venom, 10 are exclusive
of the cuticle and 5 of venom. The results show that, although they present different
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foundation types and organize in colonies with significantly different population number, the
variation in chain length of compounds is relatively similar. In addition, in both types of
samples of both species, the most representative class of compounds in content and number
are the branched alkanes, which are recognized as the most effective during interactions
between nestmates. However, there is greater similarity in content of shared compounds
between samples of cuticle and poison of A. pallens, suggesting that because it is a species
that is organized in more populous colonies, it may have a more elaborate signaling system
based on volatile compounds of venom.

Keywords: Cuticular hydrocarbons; venom; wasp; GC-MS

INTRODUCAO

Os Hymenoptera constituem umas das maiores ordens de insetos, a qual € composta
por vespas, abelhas e formigas. Nas sociedades destes insetos foi necessario evoluir um
mecanismo que mantivesse a coesdo entre seus membros, principalmente na forma de
compostos quimicos usados como sinais trocados durante suas interacfes, denominados
semioquimicos. Dentre estes compostos, destacam-se 0s hidrocarbonetos cuticulares (HCs)
que sdo parte constituinte da camada lipidica da cuticula [1].

Os HCs atuam como feroménios de contato ou de superficie, como ja relatados em
alguns estudos [2-6], e funcionam como sinais ou pistas para as companheiras de ninhos,
permitindo a identificacdo de coespecificos, auxiliando na manutencdo da estrutura das
coldnias, distinguindo os individuos de acordo com sua funcéo, seu status fisioldgico e seu
ranque hierarquico [7] atuando como uma assinatura quimica especifica do individuo.

Esses feromdnios de superficie sdo compostos basicamente por hidrocarbonetos,
especialmente alcanos lineares, alcanos ramificados e alcenos [5-8]. As funcGes primarias
destes HCs s@o de evitar a perda de dgua e atuar como um revestimento protetor para 0s
insetos [9]. Além disso, atuam mediando as interacfes intra e interespecifica entre estes
insetos [10]. Sabe-se que os HCs variam significativamente entre espécies [11-14]; castas
[15,16] e companheiras de ninho [17-19], além de sinalizar dominancia e fertilidade [20-22],
podendo ainda variar de acordo com a idade do inseto [2,15,23-26].

Os insetos sociais também sdo capazes de sintetizar compostos para a producdo de
veneno que representam parte de um mecanismo para capturar presas e defender suas
coldnias, e além destas fungbes também podem atuar na comunicac¢do, como ja foi descrito
por Mateus [27], o qual avaliou que a vespa Parachartergus fraternus utiliza o veneno para
marcar um novo local para a fundacdo da coldnia, antes do inicio da migracdo. Portanto,

pode-se inferir que ha na composicdo do veneno elementos que devem funcionar como sinais
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usados durante interacOes entre coespecificos, provavelmente aqueles mais leves e volateis
dentre todos 0s compostos encontrados no veneno.

Bruschini et al [28] encontraram ferom6nios na porcédo volatil do veneno de Polistes
dominula que desempenham papel comunicativo ao induzir o comportamento de alarme.
Estudos comportamentais com extratos de veneno [29] também revelaram que as vespas P.
dominula s&o estimuladas pelo veneno das operérias do que de fundadoras. Além disso, Post e
Jeanne [30] avaliaram o potencial de acdo sexual, como atrativo de machos, no componente
volatil do veneno de fémeas de Polistes. Desta forma, o estudo dos componentes volateis do
veneno também sdo importantes para se compreender melhor que tipo de compostos sao
utilizados durante as trocas de sinais entre coespecificos em col6nias de vespas sociais.

Apoica pallens (Fabricius, 1804) é uma vespa social enxameante de habito noturno e
por isto apresenta grandes olhos compostos e ocelos que sdo adaptagdes para a visdo no
escuro [31]. Esta espécie é encontrada desde o México até o nordeste da Argentina [32] e suas
coldnias contém desde centenas a milhares de individuos. Polistes versicolor (Olivier, 1791) é
uma vespa de fundacdo independente de habito diurno, possui ninhos com um Unico favo
descoberto fixado ao substrato por um pedunculo. Suas colbnias séo relativamente pequenas
em nUmero e s&o muito comuns em &reas urbanas, abundantes na América do Sul, estando
presente desde a Costa Rica até o sul do Brasil e Argentina [32].

Ainda que os HCs e 0 veneno sejam compostos reconhecidamente importantes para o
sucesso evolutivo do comportamento social e, a literatura tenha um namero relativamente
significativo de estudos sobre eles, ainda sdo raros aqueles que investigaram a composicdo da
cuticula e da parte apolar do veneno [29,33-36] de espécies de vespas sociais tropicais.
Assim, o objetivo deste estudo foi comparar a composicdo quimica da cuticula e da parte
apolar do veneno de Apoica pallens, vespas de fundacdo enxameante e Polistes versicolor

vespas de fundacdo independente.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras e extracdo dos compostos cuticulares e compostos apolares do
veneno

Foram utilizadas no total 110 fémeas de A. pallens de uma unica colénia todas
operarias de idade aproximada (mais velhas), determinada pelo método conforme coloracédo
do apodema [37,38] e 310 fémeas de P. versicolor de 3 coldnias, todas também com a mesma

idade aproximada.
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As coldnias de ambas as espécies foram coletadas em &rea rurais e de mata nos
arredores do municipio de Dourados-MS (Brasil) (22°14'38.8"S, 54°49'36.6"W) em fevereiro
de 2015 e abril de 2016 respectivamente. As coletas foram realizadas com auxilio de sacos
plasticos e algoddo embebido em éter, na qual o plastico foi envolto ao ninho para tentar
coletar o maior niamero possivel de individuos da coldnia. Logo ap6s a coleta, o algoddao com
éter foi retirado o mais rdpido possivel para ndo interferir na composi¢cdo quimica dos
individuos. Em seguida, as vespas foram conduzidas ao laboratério, na qual foram
anestesiadas sob a acdo de baixa temperatura para posterior extracéo.

Para a extracdao dos HCs foram utilizadas 10 operarias de cada espécie, totalizando 10
amostras de cada espécie. A extracdo de HCs foi feita do individuo inteiro sem qualquer tipo
de fixacdo. Cada amostra foi imersa em um recipiente de vidro com 2mL de hexano durante 2
minutos. Apds a retirada do soluto, as amostras foram secas em capela de exaustdo e
congeladas por no maximo 30 dias. Para as analises cromatograficas, cada extrato foi
solubilizado em 200 pL de hexano (Tedia, grau HPLC).

Para a caracterizacdo da porcao apolar do veneno de A. pallens foram realizadas 10
leituras cada uma com o conteudo de 10 reservatorios de veneno. Das amostras de veneno de
P. versicolor foi realizada uma triplicata, cada uma com o conteudo de 100 reservatorios. Este
nimero variou entre as duas espécies em funcdo do tamanho de seus corpos e,
consequentemente de seu reservatorio de veneno. A definicdo do nimero de reservatérios foi
definida em funcéo de testes preliminares realizados com amostras de cada espécie.

A extracdo do reservatorio de veneno ocorreu por dissecacdo, em agua ultra pura a fim
de evitar que os compostos de membrana fossem extraidos, com auxilio de pinca e
microscopio estereoscopio, e, posterior remocédo dos filamentos glandulares e do ferrdo. Para
extrair o veneno o reservatorio foi levemente pressionado dentro de um frasco de vidro (vial),
até a liberacdo do seu conteudo. Durante todo o procedimento, todas as amostras foram
mantidas em gelo para evitar a volatilizacdo e degradacdo dos compostos mais leves.

Na sequéncia as amostras foram submetidas a extracdo em hexano seguido de acetato
de etila. Foram adicionados a cada uma das amostras, 200 pL de agua ultra pura e 200 pL de
hexano (Grau HPLC), seguido de agitacdo durante 30 segundos e repouso por trés minutos.
Em seguida, as fases formadas foram separadas. Na fragdo aquosa foram adicionados, 500 uL
de acetato de etila (Grau HPLC), seguido de agitacdo durante 30 segundos e repouso de 10
horas. Apés a separacdo de fases a fracdo de acetato de etila foi unida a fracdo hexanica de

cada amostra, que foram secas em capela de exaustao e ressuspendidas em 200 pL de hexano.
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Analise das amostras por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM)

As amostras foram analisadas empregando um cromatdgrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massas (GC-MS Ultra 2010, Shimadzu, Kyoto, Japan), usando uma coluna
capilar de silica fundida DB-5 (J & W, Folsom, California, USA) com 30 m de comprimento
x 0,25 mm de didmetro x 0,25 um de espessura. As condi¢cdes de anélise da programacédo de
temperatura da coluna e os parametros de varredura foram as mesmas ja descritas no estudo
de Paula et al. [39].

As identificacdes dos compostos foram realizadas empregando o indice de retencdo
calculado [40], usando uma mistura de alcanos lineares (C7-Caso, Sigma Aldrich com pureza >
90%) que foram utilizados como padrdo para identificacdo de compostos. Estes indices
calculados sdo comparados em relacdo ao indice de retencdo da literatura [36,41-45], e
associado a interpretacdo dos espectros de massas obtidos com as amostras e comparados com
as bases de dados (NIST21 e WILEY229). Com base na metodologia ja descrita por Dapporto
et al [46,47], a area de cada pico do cromatograma de cada amostra foi transformada em
porcentagem, além disso, 0os compostos com menos de 0,5% ndo foram apresentados na
tabela. Os compostos majoritarios foram considerados aqueles que apresentaram pelo menos
4% de éarea relativa.

Para avaliar a relacdo entre compostos da cuticula e do veneno destas duas espécies foi
empregada uma andlise de fungdo discriminante (DFA) utilizando apenas 0s compostos
compartilhados pelos 4 grupos, na qual o Wilk’s lambda préximo a 0 revela que 0s grupos

ndo se sobrepdem, ou seja, sdo diferentes, e valores préximo a 1 revelam sobreposicéo.

RESULTADOS

Nas amostras da cuticula de A. pallens foram detectados 74 picos, destes 66 foram
identificados (89,2%) com cadeia carbdnica variando do Cis a0 Cs7. Os cinco compostos
considerados majoritarios nestas amostras foram os 13-metilheptacosano (15,56%);
heptacosano (13,09%); x-metilheptacosano (10,83%); 13-metilhentriacontano (8,32%); 13-
metilpentacosano (7,17%) (Tabela 1). As classes de compostos mais numerosas e abundantes
foram os alcanos ramificados representando 74,5% dos compostos, 0s alcanos lineares 23,5%
e alcenos 1,6%.

Nas amostras do perfil quimico do veneno desta espécie foram detectados 97 picos,
destes 87 foram identificados (89,7%) que variaram do Cis ao Csz. Os cinco compostos

majoritarios foram os 13-metilheptacosano (9,73%), 13-metilpentacosano (7,65%), 11,15-
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dimetilpentacosano (5,24%), 6-metiloctacosano (4,67%), x-metilheptacosano (4,95%) (Tabela

1). Os alcanos ramificados foram os mais significativos em relacdo ao niUmero de compostos e

abundancia, perfazendo 77,5% dos compostos, seguido de alcanos lineares com 8% e alcenos

7,5% (Figuras 1B e 2B). A cuticula apresentou 13 compostos exclusivos e o veneno 26

(Tabela 1), sendo que estes dois grupos compartilham 43 compostos.

Tabela 1. Area percentual de compostos ndo polares (> 0.5%) presentes na cuticula e veneno

das vespas eussociais Apoica pallens and Polistes versicolor.

Indice calculado Apoica pallens Apoica pallens Pol_istes Pol_istes
(kraftz) Compostos Cuticula \/anono vers[color versicolor
Cuticula Vanono
Porcentagem (%) desvio padrao(+)
1500 Pentadecano ND 0,36+0,61 0,04+0,02 4,91+4,53*
1568 (R)-(-)-Mellein ND 0,63+1,48 ND ND
1600 Hexadecano§ 0,02+0,02 0,19+0,60 0,02+0,01 4,74%2,08*
1658 x-Methylhexadecano ND 3,52+4,31 ND ND
1662 Heptadecadiano ND 0,29+0,69 0,04+0,05 2,36%2,18
1699 Heptadecano ND 0,34+0,60 0,01+0,01 2,49+0,81
1734 4- Hidroximellein ND 0,58+1,64 ND ND
1744 x-Methylheptadecano ND 0,65+1,47 ND ND
1774 3-Methylheptadecano ND 0,58+1,45 ND ND
1793 Octadecano ND 0,32+0,99 0,03+0,02 ND
1800 Octadecano ND 0,06+0,09 0,110,03 11,75+1,48*
1822 2-Methyl-6-undecenyl piperidine ND 3,60+£3,51 ND ND
1826 x-Methyloctadecano ND 1,05+2,70 0,030,05 4,11+1,93
1874 Nonadecano 0,07+0,11 0,67+0,70 ND 1,33+0,17
1900 Nonadecano ND ND 0,01+0,00 0,72+0,20
1918 x-Methylnonadecano TR 0,56+0,71 ND ND
1926 x-Methylnonadecano TR 0,01+0,04 ND 0,59+0,18
1952 x-Methylnonadecano ND 2,39+4,50 ND ND
1967 2-Methylnonadecano ND 2,91+5,63 ND 3,39+0,44
1978 3-Methylnonadecano ND 3,58+3,12 ND ND
1982 Eicosano ND 0,05+0,08 0,02+0,04 4,33+1,91*
2001 Eicosano ND 0,16+0,29 0,02+0,00 1,00+0,30
2116 x-Methylhanoicosano ND ND 0,0120,01 0,56+0,23
2131 7-;9-;11-Methylhanoicosano ND 2,24%2,60 0,02+0,03 0,64+1,11
2172 x-Methylhanoicosano ND ND 0,58+1,00 1,34+0,29
2273 Tricosadiano§ 0,02+0,06 0,63+1,99 0,09+0,17 1,04+0,69
2278 Tricosano§ 0,01+0,04 2,46%2,50 0,02+0,03 0,44+0,76
2300 Tricosano§ 0,08+0,10 0,19+0,27 0,10+0,16 1,95+0,43
2394 x-Tetracosano ND ND 0,01+0,00 0,56+0,32
2399 Tetracosano§ 0,06+0,03 0,27+0,38 0,010,00 0,52+0,17
2426 x-Methyltetracosano ND 3,73£3,03 0,02+0,04 1,7742,30
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2500
2534
2539
2552
2562
2570
2599
2633
2680
2692
2700
2711
2732
2742
2763
2765
2770
2800
2830
2845
2850
2901
2928
2933
2936
2941
2951
2966
2975
2984
3000
3028
3100
3119
3128
3137
3153
3155
3165
3160
3174
3202
3228
3240
3284
3329
3334
3356

Pentacosano§
13-Methylpentacosano
7-Methylpentacosano
5-Methylpentacosano§
11,15-Dimethylpentacosano
3-Methylpentacosano§
Hexacosano§
12-Methylhesacosano
Heptacosano
Heptacosano
Heptacosano§
x-Methylheptacosano
13-Methylheptacosano§
7-Methylheptacosano
x-Methylheptacosano
x-Methylheptacosano
3-Methylheptacosano§
Octacosano§

14-, 13-, 10-Methyloctacosano§
6-Methyloctacosano
x-Methyloctacosano

Nonacosano§
13-Methylnonacosano §
15-Methylnonacosano
13-Methylnonacosano
7-Methylnonacosano
5-Methylnonacosano
9,13-Dimethylnonacosano
3-Methylnonacosano§
5,x-Dimethylnonacosano
Triacontano§
10-Methyltriacontano
Hentriacontano§

11-, 13-Methylhentriacontano
13-Methylhentriacontano§
9-+13-Methylhentriacontano
x-Methylhentriacontano
13,17-Dimethylhentriacontano
7,15-Dimethylhentriacontano
11,19-Dimethylhentriacontano
5,15-Dimethylhentriacontano
Dotriacontano
16-, 14-Methyldocotriacontano
x-Methyldotriacontano
x,y-Dimethyldotriacontano
15-Methyltritriacontano§
x-Methyltritriacontano
11,21-Dimethyltritriacontano

6,33+0,72
7,17+3,4*
1,05+0,54
0,55+0,65
0,65+0,38
2,87+1,25
1,12+0,26
0,76+0,35
0,56+0,46
0,44+1,07
13,09+3,63*
ND
15,56+5,81*
5,3%6,71
1,41+0,79
0,77+1,03
10,83+1,99*
0,48+0,08
0,78+0,20
ND
ND
1,70+0,54
3,03+0,55
1,17+0,23
0,60+0,15
ND
ND
ND
1,74+0,41
ND
0,11+0,10
0,22+0,05
0,08+0,03
ND
8,32+1,79*
ND
ND
ND
ND
2,22+0,52
ND
0,10+0,06
0,15+0,07
ND
0,84+1,18
2,57+0,7
ND
2,71+0,68

3,313,39
7,65£6,99*
0,91+0,91
2,57+4,68
5,24+3,37*
2,40+2,30
0,1240,11
0,43+0,39
0,15+0,21
1,94+2,09
ND
4,95+4,38*
9,74+9,41*
1,42+1,43
0,47+0,89
0,74+1,48
3,13+3,06
0,13+0,16
0,28+0,24
4,67+4,84%
ND
0,15+0,18
0,77+0,80
0,10+0,22
ND
0,03+0,07
ND
ND
0,05£0,11
3,44+4,33
0,0740,17
ND
1,17+2,51
ND
0,80+0,84
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
1,11+1,83
ND
0,06+0,19
ND
ND

0,07+0,04
0,03+0,01
ND
0,23+0,03
ND
0,03+0,05
0,02+0,01
0,01+0,00
0,01+0,01
ND
1,12+0,27
0,02+0,04
0,19+0,03
0,04+0,01
ND
ND
2,43+0,52
0,3+0,06
0,17+0,05
0,01+0,01
0,03+0,04
5,37+0,92*
2,34+0,58
3,73+0,85*
0,22+0,04
0,61+0,17
0,55+0,08
0,98+0,33
12,23+1,34*
ND
0,19+0,04
1,03+0,21
1,17+0,34
0,04+0,05
26,07+3,45*
1,05+0,25
0,82+0,20
2,86+0,81
0,87+0,24
ND
1,560,7
0,92+0,47
1,85+0,32
ND
ND
23,49+6,37*
0,81+0,22
ND

1,14+0,10
ND
ND
2,91+0,94
ND
1,39+1,55
0,89+0,50
ND
ND
ND
2,29+1,02
1,1+0,69
0,11+0,19
ND
ND
ND
4,27+2,14*
1,66+1,60
3,58+2,35
ND
0,57+0,51
3,04+2,10
2,26+1,10
ND
ND
0,10+0,18
0,18+0,31
0,04+0,08
4,16+2,23
0,15+0,26
1,81+1,67
ND
1,07+0,95
3,60+0,91
3,85+2,55
ND
ND
0,87+1,51
ND
ND
ND
0,76x0,74
ND
ND
ND
2,23+0,17
ND
ND
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3365 11,15-Dimethyltritriacontano

(11,15-diMeC33 ND 0,55+0,99 0,43+0,12 ND
3401 Tetratriacontano ND ND 0,6820,31 ND
3523 17-, 13-Methylpentatriacontano ND ND 0,75+0,11 ND
3745 13,23 Dimethylheptatriacontano 0,91+0,3 0,07+0,14 ND ND

*= Compostos majoritarios; 8= Compostos presentes em todas as amostras; TR: traco (<0,005%); ND: ndo detectado
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Figura 1. Média percentual das diferentes classes de compostos de Apoica pallens e Polistes

versicolor: A) perfil quimico cuticular e B) perfil quimico do veneno.
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Figura 2. Numero de compostos de diferentes classes de Apoica pallens e Polistes versicolor:

A) perfil quimico cuticular e B) perfil quimico do veneno de

Nas amostras da cuticula de P. versicolor foram detectados 93 picos, destes, 85 foram

identificados (91,4%), variando seu comprimento de cadeia do Cis ao Csz7. Os cinco

compostos majoritarios foram os nonacosano (5,37%), 15-metilnonacosano (3,73%), 3-

metilnonacosano (12,23%), 13-metilhentriacontano (26,07%) e o 15-metiltritriacontano

(23,49%) (Tabela 1). Os alcanos ramificados sdo os mais significativos em numero de
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compostos e abundéncia, representando 89% dos compostos, os alcanos lineares 10,4%, os
alcenos 0,4% (Figuras 1A e 2A).

No veneno desta espécie foram detectados 64 picos e identificados 60 (93,8%) que
variaram do Cis ao Csz. Os compostos majoritarios (Tabela 1) foram o pentadecano (4,91%),
hexadecano (4,74%), octadecano (11,75%), eicoseno (4,33%) e 3-metiheptacosano (4,27%).
Os alcanos ramificados foram os mais significativos em termos de nimero e abundancia,
representando 46,3% dos compostos, seguidos dos alcanos lineares com 42,3% e alcenos
7,5% (Figuras 1B e 2B). Destas amostras, 10 compostos sdo exclusivos da cuticula e 5 do
veneno (Tabelal), e ambos compartilham 49 compostos.

Entre as amostras da cuticula das duas espécies 41 compostos sdo compartilhados, 25
sdo exclusivos de A. pallens e 44 de P. versicolor. Entre as amostras de veneno, 43 compostos
sdo compartilhados, 44 s@o exclusivos de A. pallens e 17 exclusivos de P. versicolor.

A andlise discriminante demonstra que ha diferencas significativas entre a composi¢éo
quimica da cuticula e do veneno das duas espécies (Figura 3) com Wilk’s Lambda= 0,001,

p<0,001 e F=205,12. Nesta analise a primeira raiz candnica explica 95% dos resultados.
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Figura 3. Gréafico de dispersdo mostrando as diferencas do perfil quimico cuticular e do perfil
quimico de compostos apolares do veneno das vespas Apoica pallens e Polistes versicolor.
Wilk’s Lambda= 0.001. p<0.001 e F=205.12.
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DISCUSSAO

A cuticula e o veneno das duas espécies diferem em nimero e teor de compostos, 0 que ja
era esperado [13,35,48,49] por serem espécies diferentes. P. versicolor apresentou mais
compostos na cuticula e menos compostos no veneno. No entanto, em ambas as espécies tanto
na cuticula, quanto no veneno, 0s compostos mais importantes em termos de abundancia
foram os alcanos ramificados, além disso, a cuticula e o veneno de P. versicolor
compartilham mais compostos do que A. pallens.

No perfil quimico cuticular de A. pallens ocorrem compostos que variam de C16 ao C37,
sendo que a variacdo do comprimento de cadeia dos compostos provenientes da cuticula, sdo
similares aos encontrados para outras espécies de Epiponini, como Polybia paulista variando
de C19 a C36 [50] e Protopolybia exigua variando de C14 a C36 [36]. No perfil cuticular de
P. versicolor os compostos identificados variam do C15 ao C37, diferindo da vespa P.
dominula, cujos compostos variam de C21 ao C35 [17] e de P. fuscatus que variam de C21 a
C33 [51]. No entanto, Brito et al [52] identificaram no perfil cuticular de P. versicolor
compostos que variam de C8 a C30, mas neste estudo os autores avaliaram também os
compostos cuticulares de estagios imaturos.

A variacdo do nimero de cadeias encontradas em ambas as espécies € relativamente
similar, entdo, sem levar em conta as classes de compostos, o fato de uma espécie possuir
coldnias populosas e a outra colénias pequenas, parece ndo ter influéncia sobre este aspecto.

No perfil quimico do veneno de A. pallens foram encontrados 87 compostos apolares que
variam do C15 a C37. No veneno de P. exigua, no entanto, ocorre uma variacdo de
comprimento do C19 ao C30 [36]. Os compostos apolares do veneno de Polybioides
raphigastra variam de C11 e C18 [53]. No veneno de P. versicolor foram identificados 60
compostos que variam do C15 ao C37. Bruschini et al. [29] estudando os volateis do veneno
de diferentes castas de P. dominula encontraram 42 compostos, mas ndo descrevem a varia¢ao
do tamanho de cadeia.

As amostras da cuticula de P. versicolor possui 85 compostos e a de A. pallens possui 66.
Portanto, apesar de P. versicolor ser uma espécie de fundacdo independente que constitui
colénias relativamente pequenas, sua composicdo quimica cuticular parece ser mais
complexa. Maior diversidade no perfil de uma espécie de vespa Polistes ja foi descrita por
Lorenzi et al [54], que associa a complexidade no perfil cuticular de individuos de diferentes
coldnias de Polistes biglumis a presenca ou ndo de parasitas. O aumento da complexidade no
perfil cuticular dificulta a quebra do cddigo intracolonial das vespas pelos parasitas. Este fato
comprova a plasticidade adaptativa dos HCs de vespas do género Polistes frente as

influéncias no ambiente social [54]. Provavelmente, P. versicolor possui maior
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susceptibilidade de parasitismo em suas colonias pois, a ocorréncia de parasitismo para este
género ja foi relatada em diversos estudos [54-58].

Em ambas as espécies estudadas os alcanos ramificados sdo aqueles que ocorrem em
maior abundancia e nimero de compostos na cuticula e no veneno, seguido dos alcanos
lineares e por ultimo os alcenos (Figuras 1 e 2). Da mesma forma, Bonavita-Cougourdan et al.
[16] estudando Polistes dominula também identificaram na mesma ordem de abundéancia os
compostos presentes na cuticula destas vespas. Sabe-se que os alcanos ramificados parecem
estar mais envolvidos com a sinalizacéo durante as interagdes intraespecificas [17]. Dani et al.
[18] e Lorenzi et al. [19] destacam em seus estudos a fungdo comunicativa destes compostos,
ja que esta classe apresenta uma alta complexidade molecular, exibindo um elevado potencial
para codificar informacbes [10,20]. Desta forma, os alcanos ramificados realmente sdo
considerados por muitos autores a principal classe mediadora das interagdes quimicas entre
companheiros de ninho [21-23].

Os alcenos, apesar de ocorrerem em menores propor¢des nas amostras das duas especies
comparado aos outros compostos, também parecem estar mais relacionados com a troca de
sinais durante a comunicacao quimica [68,69]. Em contrapartida, os alcanos lineares parecem
estar mais envolvidos na construcdo de uma barreira para evitar a perda de agua [69,70], ou
seja, a impermeabilidade da cuticula. Contudo, Tannure-Nascimento et al [71] em seu estudo
com Polistes satan identificaram maior abundancia de alcanos lineares na cuticula desta
vespa, sugerindo que estes compostos também tenham importancia como sinais para mediar
interacdes entre as companheiras de ninho. A funcdo destes compostos, no veneno, portanto,
precisa ser avaliada.

Tanto nas amostras de A. pallens como em P.versicolor houve maior concentra¢do na
cuticula de compostos pesados e no veneno de compostos leves, variando de forma
significativa, tanto qualitativamente quanto quantitativamente. De acordo com Blomquist e
Bagneres [10] compostos abaixo do C20 sdo volateis e, portanto, podem atuar como sinais
emitidos e recebidos a certa distancia; enquanto que os com peso molecular acima disto
podem atuar como feroménio de superficie [63].

Os compostos relativamente mais leves, de acordo com Blomquist e Bagneres [10] séo 0s
mais voltaveis, e alguns estudos com vespas sociais [28,29, 33-35, 63-67] demostraram que a
defesa da colbnia é realizada por uma resposta coletiva dos componentes volateis do veneno,
que consequentemente atuam como feroménios de alarme desencadeando ataques e
recrutando as companheiras do ninho. Assim, a presenca de um namero significativo de
compostos apolares no veneno das duas espécies sugere que ao menos parte deles possa estar

envolvida em algum tipo de sinalizacdo quimica. De fato, Post & Jeanne [30]avaliaram que
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elementos volateis do veneno de trés espécies de vespas sdo responsaveis por atrair e
estimular o comportamento de machos, sendo que machos de P. fuscatus respondem ao
veneno de Polistes exclamans e Vespula maculifrons, embora a intensidade da resposta seja
menor quando comparado ao da prépria espécie, sugerindo que pelo menos alguns dos
componentes volateis do veneno sdo semelhantes quimicamente e que 0os componentes podem
variar entre as espécies apenas nas suas proporgdes relativas.

Nas amostras de A. pallens foram identificados mais compostos no veneno do que nas de
P. versicolor. Parece provavel que A. pallens utilize os compostos presentes no veneno de
forma mais efetiva para intermediar a comunicacdo entre 0s companheiros de ninho,
sobretudo para a defesa da colbnia, ja que por terem populacbes grandes estas vespas,
provavelmente, utilizam os compostos volateis do veneno para alertar as companheiras de
ninho, uma vez que a propria estrutura do ninho € maior. J& P. versicolor como as coldnias
contém poucos individuos, talvez elas ndo utilizem de manoira tdo efetiva os compostos do
veneno para este fim, ou a0 menos estes compostos ndo precisam agir a distancias
relativamente longas. Desse modo, maior complexidade no perfil do veneno pode indicar
maior acdo durante as interacfes possibilitando a informacéo atingir um maior nimero de
operarias.

Polistes versicolor compartilha qualitativamente mais compostos entre as amostras de
veneno e cuticula do que A. pallens, entretanto, na figura 3, os resultados mostram maior
sobreposicdo dos dados de A. pallens. Neste caso, a maior sobreposicdo € explicada porque as
amostras de A. pallens, exibem maior similaridade dos teores dos compostos que sao
compartilhados. Neste sentido, tanto para uma espécie, quanto para outra, 0S compostos
compartilhados sugerem que eles possam ser aqueles mais efetivos como sinais trocados
durantes as interacdes entre companheiras de ninho. De fato, a literatura tem demonstrado a
importancia da variacao no teor dos compostos para a comunicacdo quimica intraespecifica de
vespas [59-61].

A maior sobreposicdo dos dados de A. pallens (Figura 3), sugerem que 0S mesmos
compostos usados para mediar interagdes na cuticula também podem ser utilizados no
veneno. Portanto, por ser uma espécie mais derivada, que se organiza em coldnias mais
populosas, podem ter um sistema mais elaborado de sinalizacdo. Polistes versicolor é uma
espécie menos derivada, cujas colbnias sdo relativamente pouco populosas e podem ter em

funcdo disto, um sistema de alarme mais rudimentar [62].
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CONCLUSAO

Os resultados mostram que, embora sejam vespas de tipos de fundacéo diferentes e que se
organizam em coldnias com nimero populacional significativamente diferente, a variacdo do
tamanho da cadeia de compostos é relativamente similar. Também nos dois tipos de amostras
de ambas as espécies, 0s compostos mais importantes sdo os alcanos ramificados que séo
reconhecidamente os mais efetivos durantes as interagcdes entre companheiras de ninhos.
Contudo, ha significativamente maior similaridade de teores dos compostos compartilhados
entre as amostras da cuticula e veneno de A. pallens, sugerindo que 0s mesmos compostos
usados para mediar interagdes na cuticula também sdo utilizados no veneno. Portanto, por ser
uma espécie que se organiza em col6nias mais populosas podem ter um sistema mais
elaborado de sinalizagdo, baseado nos compostos volateis de seu veneno, embora, de fato,

sejam necessarios testes comportamentais para se comprovar isto.
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RESUMO

A ordem Hymenoptera representa um grupo diversificado de insetos com o desenvolvimento
de um aparato ferroador e glandulas de producdo de veneno, usadas como mecanismo de
auxilio na captura de presas e/ou defesa da colonia. O veneno é definido como uma secre¢édo
produzida por glandulas especializadas capaz de alterar ou interromper processos biologicos
ou fisiolégicos normais do organismo alvo, sendo que 0 veneno é resultado de um processo
evolutivo de milhdes de anos, o qual permitiu o desenvolvimento e incorporacdo de uma
grande quantidade de diferentes conjuntos de compostos. A caracterizagcdo bioquimica do
veneno de Hymenoptera tornou-se o foco de pesquisas na area de alergia e imunologia, nas
quais a abordagem protedmica tem sido uma excelente alternativa para auxiliar o
desenvolvimento de extratos mais especificos, como aqueles com potencial farmacéutico.
Assim, dada ainda a escassez de estudos sobre o veneno de vespas e as ferramentas
disponiveis para o estudo deste material glandular, o objetivo deste estudo foi identificar as
proteinas presentes no veneno da vespa eussocial Apoica pallens, como primeiro passo para
posterior analise aplicada de seus constituintes proteicos. Os constituintes do veneno foram
separados por eletroforese em um gel bidimensional (2D), e posteriormente apds digestdo,
analisados por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF. Foram detectados 259
spots com massas moleculares que variaram no gel entre 4,9 a 141 kDa, e foram excisados
180 spots, destes, 30 foram passiveis de identificacdo, divididos em 8 categorias com base em
suas funces: alergénicas (1 proteina), enzimaticas (7 proteinas), metabdlicas (9 proteinas),
estruturais (4 proteinas), resposta ambiental (3 proteinas), proteoglicana (1 proteina), atuantes
no DNA e RNA (3 proteinas) e com fungcdo desconhecida (2 proteinas). Devido ao numero
reduzido de dados protebmicos para o0 veneno de vespas, hd um grande nimero de proteinas
que ndo possuem funcdes conhecidas em banco de dados, e que consequentemente, ndo sdo
passiveis de identificacdo, fato que torna ainda mais importante estudos com analise
protedmica do veneno de Hymenoptera.

Palavras chave: Espectrometria de massas, MALDI-TOF/TOF, proteinas, vespas.
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Proteomic of Apoica pallens (Hymenoptera: Vespidae) venom

Abstract: The order Hymenoptera represents a diverse group of insects with the development
of a sting apparatus and glands for venom production, used as a mechanism to help in prey
capture and/or colony defense. The venom is defined as a secretion produced by specialized
glands capable of change or disrupt normal physiological or biological processes of the target
organism, and is the result of an evolutionary process of millions of years, which has enabled
the development and incorporation of many different sets of compounds. Biochemical
characterization of Hymenoptera venom became the focus of researches in the areas of
Allergy and Immunology, in which proteomic approach has been an excellent alternative to
assist in the development of more specific extracts, such as those with pharmacological
potential. Thus given the still scarcity of studies on venom of wasps and the tools available
for the study of this glandular material, the aim of this study was to identify the proteins
present in the venom of the eussocial wasp Apoica pallens, as a first step for further applied
analysis of their protein constituents. Venom constituents were separated by two-dimensional
gel electrophoresis (2D), and later after digestion, analyzed by MALDI-TOF/TOF mass
spectrometry. 259 spots were detected with molecular weights ranging from 4.9 to 141 kDa,
and 180 spots were excised, 30 of these were identified and divided into 8 categories based on
their function: allergenic (1 protein), enzymatic (7 proteins), metabolic (9 proteins), structural
(4 proteins), environmental response (3 proteins), proteoglycan (1 protein), active in DNA
and RNA (3 proteins) and with unknown function (2 proteins). Due to the small number of
proteomic data regarding the venom of wasps, there is a large number of proteins whose
function is not described in the database, and consequently are not identified, which makes
studies with proteomic analysis of venom of Hymenoptera even more important.

Keywords: Mass spectrometry, MALDI-TOF/TOF, proteins, wasps.

1. Introducéo
A ordem Hymenoptera representa um grupo diversificado de insetos, com uma

estimativa de cerca de 120 mil espécies existentes distribuidas entre vespas, abelhas e
formigas [1]. Dentro do grupo, o desenvolvimento de um aparato ferroador e glandulas de
producdo de veneno, usadas como mecanismo de auxilio na captura de presas e, ou, defesa da
coldnia, foi uma das pecas chave para o0 sucesso evolutivo destes insetos [2,3].

O veneno é definido como uma secrecao produzida por glandulas especializadas capaz
de alterar ou interromper processos bioldgicos ou fisiol6gicos normais do organismo alvo [4].
Além da funcdo ofensiva e defensiva, este material glandular também pode atuar como
ferdomonio de alarme a partir dos compostos de maior volatilidade presentes no veneno atua
como inseticida [5,6] e agir como antisséptico, atuando sobre bactérias, fungos, protozoarios e
virus [6,7].

A funcédo antisséptica do veneno faz parte da imunidade inata destes animais e tem

seu valor evolutivo inicial associado a necessidade de minimizar o potencial de contaminacgao
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pela presa [6,7]. Especificamente nos insetos eussociais, onde ha homogeneidade genética
acentuada e proximidade fisica entre os individuos da col6nia, um ambiente ideal para a
disseminacdo de doencas infecciosas, 0 veneno passou a ser usado, além da assepsia da presa
para predadores, também como medida profilatica na higienizacdo dos individuos da col6nia
e de estruturas do ninho, sendo que a evolucéo da socialidade foi acompanhada pela evolugéo
dos agentes associados a imunidade social em Hymenoptera [8,9].

Deste modo, a caracteristica antisséptica do veneno, acresceu ainda mais o interesse
sobre 0s compostos presentes neste material glandular, tanto para o conhecimento da
evolucdo destes compostos associados a contribuicdo na imunidade inata e na eussocialidade
[8,9], como o interesse no uso destes compostos como modelos para o desenvolvimento de
novos produtos com atuacdo terapéutica [10], o que tem sido bastante explorado nas ultimas
décadas [11-14].

A composicdo do veneno de Hymenoptera € resultado de um processo evolutivo de
milhdes de anos, no qual ocorreu o desenvolvimento e incorporacdo de uma grande
quantidade de diferentes conjuntos de compostos [4]. Apesar dos padrdes encontrados no
veneno, sua composicdo pode variar mesmo dentro de uma unica espécie [15-17]. Nas vespas,
0 veneno € composto especificamente por aminas biologicamente ativas, principalmente
serotonina e histamina que sdo responsaveis pela dor, vasodilatacdo e pelo aumento da
permeabilidade dos capilares sanguineos, facilitando a penetracdo das toxinas no tecido
[18,19], alem de possuir compostos de maior volatilidade, lipidios, pequenos peptideos e
proteinas de baixo e alto peso molecular, que atuam como toxinas, enzimas (fosfolipases,
hialuronidades e fosfatases) e alérgenos [20-22].

Nos humanos, uma Unica ferroada pode causar inflamacéo local caracterizada por dor,
vermelhidéo e inchaco [23]. Estudos mostram [24, 25] que a populacdo geral apresenta reacao
de hipersensibilidade tipo 1, que promove uma série de problemas clinicos, como urticéria,
mal-estar, angioedema, constri¢do toracica, diarreia, dor abdominal, fraqueza, edema, fadiga,
tonturas, nduseas, febre e inconsciéncia, bem como queda na pressdo sanguinea, colapso,
cianose, sintomas cardiovasculares até choque anafilatico sistémico. As multiplas ferroadas
podem ser fatais como resultado de acdo tdxica quando injetados em grandes quantidades
[26], sendo que a reacéo sistémica ocorre em 5% da populacdo em geral [27].

Assim, a caracterizacdo bioquimica do veneno de Hymenoptera tornou-se o foco de
pesquisas na area de alergia e imunologia, em que a abordagem protedmica tem sido uma
excelente alternativa para auxiliar o desenvolvimento de extratos mais especificos para
diagndstico e tratamento de pessoas hipersensiveis. Estes estudos podem contribuir para

aumentar o conhecimento sobre bioguimica dos venenos e oferecer bases cientificas para o
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desenvolvimento futuro de alérgenos recombinantes para uso diagndstico e terapéutico contra
alergias ao veneno de Hymenoptera [28].

Além disso, o estudo sobre o potencial farmacolégico dos compostos do veneno séo de
suma importancia, como mostrou um estudo recente de Leite et al. [29] sobre as propriedades
do veneno da vespa Polybia paulista, no qual o peptideo isolado desta espécie apresentou
atividade de formacdo de poros nas membranas de células cancerigenas, ocasionando a morte
celular sem danificar as células sadias. Contudo, ainda pouco se sabe sobre a acdo efetiva de
compostos encontrados no veneno de himendpteros sociais, resultado, sobretudo, da
quantidade limitada que pode ser obtida a partir de um Unico individuo [15, 20], além das
dificuldades de disseccOes e extragdo deste material glandular [30]. No entanto, as novas
ferramentas de isolamento e 0s avangos em espectrometria de massas e banco de dados de
compostos, se tornaram importantes aliados para no progresso em pesquisas com o veneno do
grupo, permitindo que mesmo pequenas quantidades de amostra possam ser estudadas
[15,31].

Assim, apesar do interesse sobre o0 veneno destes insetos, ainda pouco se sabe sobre a
composicdo quimica deste material glandular de vespas sociais. Portanto, 0 objetivo deste
estudo foi identificar as proteinas presentes no veneno da vespa eussocial Apoica pallens,
primeiro passo para investigar o uso aplicado do veneno bruto e/ou compostos isolados.

Apoica pallens é uma espécie de vespa social de habito noturno [32], conhecida
popularmente no Brasil como “vespa chapéu” ou “vespa chuveiro”. Aspectos de sua biologia

e ecologia sdo pouco conhecidos.

2. Material e métodos

2.1. Coleta e preparacao das amostras

Foram utilizados 1.600 fémeas de A. pallens (Fig. 1 A), de uma Unica colbnia,
coletados em Dourados-MS, Brasil (22°14'38.8"S, 54°49'36.6"W) em fevereiro de 2015. A
coleta foi realizada com auxilio de sacos plasticos e algoddao embebido em éter. O saco
plastico foi envolto ao ninho para tentar coletar o maior numero possivel de individuos da
colénia. Logo apods a coleta, o algodao com éter foi retirado o mais rapido possivel para ndo
interferir na composicao quimica dos individuos. Em seguida, as vespas foram conduzidas ao
laboratdrio, onde foram anostesiadas sob a acdo de baixa temperatura para posterior extracdo
do reservatorio de veneno.

A extracdo do reservatorio de veneno ocorreu por dissecagdo, em agua ultra pura a fim

de evitar que os compostos de membrana fossem extraidos, com auxilio de pinca e
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microscopio estereoscopio, e, com a posterior remocao dos filamentos glandulares e do ferrdo
(Fig 1 B). Para retirar o veneno, o reservatorio foi levemente pressionado dentro de um
microtubo, até a liberacdo do seu contetddo. Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas a
12.000 rpm por 20 minutos a 4°C para separa¢do da membrana do involucro, dos compostos
veneniferos. O sobrenadante foi separado e congelado a -20 °C para posterior analise.

A concentracdo de proteinas totais presentes no veneno foi determinada pelo método
de Bradford [33], usando albumina de soro bovino como padrdo. Durante todo o
procedimento, todas as amostras foram mantidas em gelo para evitar a volatilizacdo e
degradacdo dos compostos presentes no veneno.

Para executar a analise protedmica do veneno, foram realizadas triplicatas
metodoldgicas, por se tratar de amostras de uma Unica coldnia. Os reagentes utilizados foram
de grau analitico, Sigma-Aldrich (EUA), Bio-Rad (EUA), Dindmica (Brasil), Labsynth
(Brasil), Merk (Alemanha) ou Oxoid (Brasil). Os tampGes utilizados foram todos preparados
com agua Milli-Q (ultra purificador Master All 2000, Gehaka, Brasil).

Fig. 1. A — Operaria adulta de Apoica pallens; B —Aparelho ferroador de Apoica pallens

mostrando o reservatorio de veneno, os filamentos e o ferrdo. (Mendonca, A.)

2.2. Eletroforese bidimensional em gel

Foram utilizadas fitas Immobiline DryStrip 7 cm, pH 3-10 (GE Healthcare) as quais
foram reidratadas por 10 horas com 125 pL de solugcdo de reidratagdo. A solugdo de
reidratagdo foi composta de 100 ug de proteina do veneno de A. pallens (20,9 uL de amostra),
2,5 uL do tampao de gradiente imobilizado de pH 3 a 10 (IPG) 2% (v/v) que auxilia na
condutividade elétrica durante a focalizacdo, 5 pL de Ditiotreitol (DTT) 40 mM para quebrar
a conformagao espacial da proteina e 96,6 uL de solugdo Destreak (GE-Healthcare) utilizado
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para diminuir o arrasto na segunda fase da separagdo, diminuindo a oxidacéo dos grupos Tiol
da proteina.

A focalizacdo isoelétrica, que separa as proteinas por seu ponto isoelétrico, foi
realizada em equipamento IPGphor Ettan 111, com modo linear de voltagem (300 V por 12 h;
1000 V por 30 min; 5000 V por 2 h; 5000 V por 1 h e 200 V por 1 h), na qual, em suas
canaletas foram colocadas as fitas reidratadas e 10 mL de 6leo mineral DryStrip Cover fluid
(GE-Healthcare) que auxilia na condutividade elétrica durante a focalizacao.

Apos a focalizacdo as fitas com gradiente de pH imobilizado foram equilibradas em
solucdo tampdo de equilibrio (ureia 6 M; 75 mM Hidroximetil Aminometano Cloridrato —
Tris-HCI pH 8,8; 29% (v/v) de glicerol; 2% (w/v) Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) e 0,002%
de azul de bromofenol). As trés fitas (triplicata) foram colocadas em duas solucGes de
equilibrio, primeiro em 1% DTT e depois em 2,5% de iodacetamida (IAA). Em cada uma das
solugdes as fitas permanoceram em agitacdo por 15 minutos. Esta etapa foi aplicada para
reducdo (equilibrio com DTT) e alquilacdo (equilibrio com IAA), de modo a equilibrar as
fitas, ou seja, quebrar as pontes para “esticar” a proteina e possibilitar sua analise.

Em seguida, as 3 fitas reidratadas foram utilizadas para realizar a segunda dimensao
do gel (2D), que separa as proteinas em duas dimensdes, de acordo com o peso molecular e o
peso isoelétrico. A segunda dimenséo do gel foi realizada em cuba de eletroforese vertical da
Mini Protean Il (Bio Rad), em gel de poliacrilamida 14%, de acordo com a metodologia
proposta por Laemmli [34] SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis), no qual foi adicionado 50 puLL de APS (Persufato de amonia) 10% e 10 uL de
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylenediamine), que sdo catalizadores da polimerizacdo da
acrilamida.

O sistema para a separacdo por massa molecular das proteinas foi montado e a solucéo
de poliacrilamida foi aplicada entre as placas de vidro, que ficam montadas nos dois lados do
gel. Apos a polimerizacdo da solucéo, as fitas equilibradas foram aplicadas no topo do gel,
juntamente com o padrdo de massa molecular (aplicado em um quadrado de papel filtro de
4cm por 4cm), em uma das extremidades no topo do gel. O topo do gel foi selado com
agarose.

Para o0 processo de separacdo das proteinas por massa molecular (MM), foi usado sob
0 gel um tampao de amostra (Tris/HCI pH 6,8, 100mM SDS 4,0%, Azul de bromofenol 0,2%,
Glicerol 20,0%, usado na propor¢do 1:10) e dentro da cuba de eletroforese foi utilizado um
tampéo de corrida (Tris 250mM, glicina pH 8,3 2,5M, SDS 1%), importante para manter
constante o estado de ionizacdo das moléculas que estdo sendo separadas, j& que qualquer

variagdo no pH pode afetar a carga liquida e portanto, a mobilidade da particula. Os eletrodos
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da cuba foram conectados em uma fonte de alta tensdo sob corrente elétrica de 80 W por 100
minuto.

Apobs a separacdo proteica, os géis passaram por solucdo fixadora de &cido acético
10% e etanol 40%, durante 30 minutos e, em seguida foram corados por 24 h em solugéo de
Azul Brilhante de Comassie G-250, de acordo com Gorg et al [35]. Na sequéncia, foram
armazenados a 21°C em solucdo de 5% (v/v) de &cido acético até a obtencdo das imagens e

excisao dos spots (possiveis proteinas).

2.3. Obtencéo e andlise das imagens

Os 3 géis obtidos por eletroforese foram digitalizados no equipamento Image Scanner
I11 (GE-Healthcare) em modo de transparéncia, 16 bit, nas cores vermelha-azul e verde-azul,
devido ao uso do corante Comassie Blue coloidal e 600 dpi (dots per inch) de resolucdo. As
imagens foram analisadas pelo programa Image Master Platinum v.7 (GE Healthcare).

2.4. Digestdo das amostras

Seguindo o protocolo de Shevchenko et al. [36] para digestdo de amostras, os “Spots”
obtidos do gel bidimensional foram excisados e adicionados em um microtubo contendo
solucé@o de acetonitrila 100%, e incubados. Posteriormente, em solu¢cdo de DTT 10 mM por
30 min a 56 °C e em solucdo de iodoacetamida 55 mM por 20 min, seguido de lavagem em
acetronitrila. Os fragmentos dos géis foram tratados com solucdo de bicarbonato de aménio
100 mM contendo enzima tripsina (Promega, Sequencing Grade Modifified Trypsin®), em
concentragdo de 25 ng/uL, e incubados a 37 °C por 16 h. A extracdo dos compostos
purificados nos fragmentos dos geis foi realizada pela adicdo de acido formico 5% em
acetronitrila 50%. O extrato obtido foi liofilizado em SpeedVac® e ressuspendido em 10 pL
de &cido trifluoroacético 0,1%. As amostras foram dessalinizadas utilizando ponteiras ZipTip
com resina C18 (Pipette Tips for Sample Preparation- Millipore), secas a vacuo e preparadas
para analise por espectrometria de massas MALDI-TOF/TOF (Matrix Assisted Laser

Desorption/ lonization time-of-flight).

2.5. Analises de espectrometria de massas MALDI-TOF/TOF

As amostras obtidas a partir da digestdo em gel foram solubilizadas em 10 pL de
solucéo de 0,1% (v/v) de TFA e misturados a matriz (2,5 mg/mL Matriz a-ciano-4-hidroxi-
cinamico) preparada em 50% (v/v) de ACN e 0,1% (v/v) de TFA, na proporgdo de 1:1
(amostra: matriz). As aliquotas dessas amostras foram aplicadas em placa de aco MTP

Anchor Chip TM 600/384 TF (Bruker Daltonics) e posteriormente submetidas a analises por
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espectrometria de massas MALDI-TOF/TOF em aparelho ULTRAFLEX IIl (Bruker
Daltonics).

Na primeira fragmentagdo peptidica (MS), os espectros foram adquiridos por modo
refletor (LPPepMix) com a faixa de deteccéo de 500 a 5.000 Da, que corresponde ao modo de
deteccdo linear para ions com polaridade positiva, ja para a segunda fragmentacdo peptidica
(MS/MS), o método de analise foi o LIFT com faixa de 40 a 1.878 Da.

2.6. Identificacao das proteinas

Todos os espectros de massas obtidos por MALDI-TOF/TOF foram processados
utilizando o software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics) para remover contaminantes e
obter a lista de massas que, em seguida foram submetidas a dois software de pesquisa:
MASCOT (Matrix Science Ltd, Reino Unido; Peptide Mass Fingerprint- PMF e MS/MS lon
Search) e Peaks DB 7.0 (Bioinformatic Solutions Inc., Canadd) para identificacdo das
proteinas. As identificacdes do software MASCOT foram validadas pelo software Scaffold
4.0 (Proteome Software Inc., EUA), e as identificagcdes oriundas do Peaks 7.0 foram validadas
assumindo o FDR (False Discovery Rate) igual a 0,0%.

Para identificacdo das proteinas no MASCOT foram utilizadas as sequéncias proteicas
depositadas no NCBInr e no Swissprot, disponiveis publicamente, aos niveis de 0,5 e 0,1 kDa
e 50 ppm de erro. Reacdes de carbamidometilacdo da cisteina e oxidacdo da metionina foram
utilizadas como modificacdes fixas e variaveis, respectivamente. Metazoa (animais), Insecta e
“proteinas a partir de veneno animal” (moluscos, serpentes, insetos, aracnideos, anfibios) foi
selecionado como taxon para entrada nos bancos de dados. Resultados significativos foram
considerados quando o Score da proteina sugerida foi superior ao Score calculado pelo
software MASCOT, assumindo p < 0,05 e p <0,01.

Apos analise pelo MASCOT os espectros de MS/MS também foram submetidos ao
programa PEAKS Studio 7.0. As sequéncias proteicas sugeridas por este programa foram

submetidas aos bancos de pesquisa UniProt Database, 2017 (http://www.uniprot.org/) [37] e

as que tiveram ALC (Average Local Confidence) igual ou superior a 70%, foram submetidas
ao MS Blast (http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/). Resultados positivos sugeridos pelos
bancos de pesquisa, e oriundos do banco de dados de veneno animal, foram aceitos como

identificacdo positiva.
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3. Resultados
A concentracdo de proteinas totais presentes no veneno bruto de A. pallens é de 19,79

Mg/uL (£5,88). Os trés géis da triplicata metodoldgica (Fig. 2) obtidos por eletroforese
apresentam 92% de similaridade.

Pela anélise do gel bidimensional (2-D) (Fig. 3) foi possivel detectar 259 “spots”, com
massas moleculares que variaram entre 4,9 a 141 kDa e ponto isoelétrico (pl) entre 3,81 a
9,75 (Figs. 2 e 3). De todos os spots detectados, 50,65% do volume destes spots possuem pl
entre 3 e 6,9; 20,82% do volume com pl 7 a 7,9 e 28,53% do volume dos spots com pl entre 8
a 9,75. A partir destes dados podemos inferir que 0 veneno da vespa A. pallens apresenta um
carater relativamente acido com 50,65% do volume (pl entre 3 e 6,9) de todas as proteinas
detectadas no gel.

Do gel foram excisados 180 spots mais preponderantes que representam 69,5% do geral e
estdo presentes em todos os trés géis do perfil de veneno. Destes 180 excisados, 30 deles
foram passiveis de identificacdo positiva dentro dos padrbes estabelecidos (Tabela 1),
totalizando 16,7% de proteinas identificadas no veneno de A. pallens. Estas proteinas
identificadas correspondem a um volume total de 24,2% de todos o0s spots encontrados na

analise de eletroforese bidimensional (2-D).
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Fig. 2. Gel bidimensional (14%) em triplicata (A, B e C) do veneno da vespa Apoica pallens.
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Fig. 3. Gel bidimensional de referéncia (14%) do veneno da vespa social Apoica pallens, mostrando as proteinas identificadas pela analise de MALDI-
TOF/TOF.
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Tabela 1. Proteinas identificadas no veneno da vespa Apoica pallens, apos fracionamento por gel 2D e anélise por MALDI-TOF/TOF.

Confianca dos

Spot pl MM Proteina NuUmero de acesso Sequencia peptidica Organismo
resultados
Nucleoside diphosphate Protobothrops
1+¢ 9,42 8596 ) U3T755_PROFL 33 Mascot score o
kinase flavoviridis
2+¢ 9,38 18206 Alpha-neurotoxin homologl  NXAH1_MICCO 41 Mascot score Micrurus corallinus
3+¢ 951 28637 C-type lectin 6 SL6_CROAD 46 Mascot score Crotalus adamanteus
4+ ¢$ 9,46 52734 Hyaluronidase ADL09135.1 36 Mascot score Polybia paulista
rRNA processing protein . o
5+¢ 9,18 44947 RRP7 A9QQ88_LYCSI 47 Mascot score Lycosa singoriensis
Putative uncharacterized 113.1 (-10IgP) 2% o
6*#$ 9,12 42739 ) E9INYO_SOLIN LISWYDNEFGYSSR Solenopsis invicta
protein coverage
) 20.30 (-10IgP) 1% Heterocephalus
T*# 8,92 94274  Myomesin-2 G5AYM2_HETGA  APTDVHASEISR
coverage glaber
) IVPIVEPEILPDGDHDLA
Fructose-bisphosphate AOA026WWNS8_CE 118.8 (-10IgP) 11% o
8*#$ 8,72 46238 RGVVPLFGTDNEC(+57.0 Cerapachys biroi
aldolase RBI coverage
2)TTQGLDDLQAR
YAAEPKPEEFPK 93.68 (-10IgP) 7% o )
O*# 8,50 33759 Phosphoglycerate mutase 2 K71V97_NASVI Nasonia vitripennis
YGEEQVQIWR coverage
10+¢ 6,28 7014 Proteasome subunit beta type  T1DLR5 CROHD 61 Mascot score Crotalus horridus
U2 small nuclear
11+ ¢ 6,52 10035 ribonucleoprotein B"-like J3S0P4_CROAD 58 Mascot score Crotalus adamanteus

protein
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12*#3%

13*4$

14*#

15+ ¢
16+ ¢
17+ ¢

18*#

19*#

20*#$

21*#

22*#$

6,39

6,33

6,26

6,56
6,77
8,15

6,41

5,69

6,10

5,28

5,18

23313

21157

19811

16442
16602
19201

27162

27242

27162

29752

32589

Cofilin/actin-depolymerizing
factor-like protein

Transgelin

Activated CDC42 kinase 1

Glypican-6
CD40 ligand
DNA repair protein XRCC3

Uncharacterized protein

Dihydropyrimidine
dehydrogenase [NADP(+)]
Probable adenylate kinase

isoenzyme F38B2.4
Peroxiredoxin 1

Rho GDP dissociation

inhibitor

E2BL16_HARSA

AOAO087ZNF1_API
ME

G7YVQ7_CLOSI

V8POM2_OPHHA
VBNPR9_OPHHA
VBNR38_OPHHA
AOA087ZUBS_API
ME

Q28943

E2BMB4

GO0T332_SPAAU

G9C5F3_SCHGR

Q(-17.03)IDVEVIGPR
YGLFDFEYTHQ
QIDVEVIGPR
ATDLSEASEEAVEEK
DAAYDAFLQ(sub
E)DLQK

KFPPGELFEDVIK

TPSPTHGHHRR

TGFLIDGYPR

C(+57.02)PIIDC(+57.02)IR

TGFLIDGYPR

GLFIIDDKGILR

TIEELLEADKEDESLR

110.5 (-10IgP) 27%

coverage

60.80 (-10IgP) 11%
coverage

40.70 (-10IgP) 1%
coverage

55 Mascot score

27 Mascot score

61 Mascot score
52.19 (-10IgP) 1%
coverage

26.48 (-10IgP) 1%
coverage

103.12 (-10IgP) 5%
coverage

48.86 (-10IgP) 6%
coverage

28.76 (-10IgP) 8%

coverage

Harpegnathos saltator

Apis mellifera

Clonorchis sinensis

Ophiophagus hannah
Ophiophagus hannah
Ophiophagus hannah

Apis mellifera

Sus scrofa

Harpegnathos saltator

Sparus aurata

Schistocerca gregaria
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23*% 6,91

24+ ¢ 6,91

25*#$ 7,60

26*#$ 7,72

27*# 7,85

28%# 7,08

29*# 5,49

30+¢ 5,64

32781

32781

36861

43829

60913

53322

10312

59247

Metalloendopeptidase

Calcium-binding protein 1

Calcium-transporting ATPase

Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase

Calcium-binding protein 4

Heat shock cognate 70

Heat shock 70 kDa protein

cognate 3

Serum response factor-

binding protein 1

Q2ABP1_DANRE

ETE67223.1

VOIA48_APICE

FAWH18_ACREC

AOA093HYS1_STR
CA

QOQWE4_FUNHE

AO0A034VDA3_BAC
DO

VBNNP4_OPHHA

LLFDVFETEGNDVSTRF
LPLR

GSTYEPVGEIFLR
C(+57.02)N(-
17.03)DSAIDFNEFK
EFTLEFSR
TYEPVGEIFLR

LISWYDNEFGYSSR

LKIAFREFDVNGDGEISS
AEMR

VEIIANDQGNR

DVHEIVLVGGSTRVTHA
VVTVPAYFNDAQRAKF

EELNM(+15.99)DLFRN(+.

98)GDTHLGGEDFDQRA
TN(+.98)GDTHLGGEDFD
QRAKFEELNMDLFR

29.95 (-10IgP) 2%
coverage

54 Mascot score

106.12 (-10IgP) 3%

coverage

-77.6 (-10IgP)

7% de coverage
24.27 (-10IgP) 16%
coverage

32.11 (-10IgP) 4%

coverage

163.87 (-10IgP) 9%

coverage

46 Mascot score

Danio rerio

Ophiophagus hannah

Apis cerana

Acromyrmex
echinatior

Struthio camelus
australis

Fundulus heteroclitus

macrolepidotus

Bactrocera dorsalis

Ophiophagus hannah

+ ldentified by Mascot software; ¢ Validated by Scaffold 4.0; * Identified by Peak DB 7.0 software; Taxon for database entry: # Metazoa, $ Insecta.
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As proteinas identificadas por homologia neste estudo podem ser divididas em 8
categorias com base em suas fungdes: alergénicas (spot 4), enzimaticas (spots 1, 2, 3, 10, 14,
20, 23), metabdlicas (spots 8, 9, 16, 19, 24, 25, 26, 27, 30), estruturais (spots 7, 12, 13, 22),
resposta ambiental (spots 21, 28, 29), proteoglicana (spot 15), atuantes no DNA e RNA (spots
5, 11, 17) e com funcéo desconhecida (spots 6, 18) (Fig. 4).

7% 3%

H Atantes no DNA e RNA
B Metabdlicas

MEstruturais

M Alergénicas
MEnzimaticas

M Resposta ambiental

H Funcio desconhecida

39, H Proteoglicanas

Fig. 4. Classe de proteinas de acordo com a maior representatividade em nimero de proteinas

identificadas no veneno de Apoica pallens.

Para o volume destas proteinas detectadas, a classe das atuantes no DNA e RNA
(18,74%) apresentaram maior volume, seguidas das proteinas metabolicas (17,87%),
estruturais (16,55%), alergénicas (14,94%), enzimaticas (14,62%), de resposta ambiental
(9,72%), as proteinas com funcdo desconhecida (7,25%) e as proteoglicanas (0,35%) (Fig. 5).
Entretanto, cabe destacar que a proteina hyaluronidase (spot 4), Unica alergénica identificada

€ a que apresenta maior volume dentre todas as identificadas com 14, 94%.

0.35%

M Atuantes no DNA e RNA
Metabolicas

i Estruturais

H Alergénicas

# Enzimaticas

i Resposta ambiental

M Func¢io desconhecida

H Proteoglicanas

Fig. 5. Volume relativo das classes de proteinas identificadas no veneno de Apoica pallens.
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4. Discussao

As proteinas detectadas no veneno desta espécie variam em peso molecular de 4,9 a
141 kDa, a variacdo do peso molecular das proteinas de Polybia paulista € menor, entre 8 a
96 kDa [38]. Além disso, Santos et al [38] detectaram 237 spots nos géis do veneno de P.
paulista, comparado aos 259 detectados nas amostras de A. pallens, sugere que cada espécie
pode sintetizar namero e/ou concentragdes de proteinas diferentes em seus venenos.

A caracterizacdo bioquimica de venenos de vespa com base na identificacdo de
proteina, pode fornecer uma base extensiva para entender seus mecanismos bioldgicos, o que
é um pré-requisito importante para o desenvolvimento de novos medicamentos [28]. Liska e
Shevchenko [39] relatam que ndo h& informacdo gendmica disponivel nos bancos de dados
para vespas sociais, entretanto, as proteinas de veneno de vespa ainda podem ser identificadas
pelos dados de espécies cruzadas.

A classe de maior representatividade em nimero de proteinas identificadas, com
funcdo no veneno foram as proteinas metabdlicas, destas, trés sdo proteinas metabdlicas de
energia: a fructose-bisphosphate aldolase (spot 8); phosphoglycerate mutase 2 (spot 9) e 0
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (spot 26) (Fig. 2 e Tabela 1). A fructose-
bisphosphate aldolase catalisa a clivagem de fructose 1,6-bisfosfato em fosfato de
dihidroxiacetona, e 3-fosfato de gliceraldeido durante a glicdlise [40]. J& phosphoglycerate
mutase converte 3-fosfogliceratos em 2-fosfogliceratos na gluconeogénese, e o
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase converte 3-fosfato de gliceraldeido em fosfato de
3-fosfoglicerol [41,42]. Todas elas estdo envolvidas na oxidacdo da glicose[43], a qual é o
principal substrato de energia para os tecidos [44].

Elias-Santos et al [45] também encontraram essas trés proteinas nas glandulas
salivares da cabeca da abelha Melipona quadrifasciata anthidioides e duas (glyceraldehyde e
phosphoglycerate) nas glandulas salivares do torax, e Teixeira et al [46] identificaram o
phosphoglycerate mutase na glandula de Dufour’s de Apis mellifera, ambos atribuiram a
presenca destas proteinas ao alto metabolismo destas glandulas, atuando em processos
celulares com alto consumo de energia. Portanto, a presenca destas proteinas no veneno de A.
pallens sugere que a glandula de veneno pode ter uma alta taxa metabdlica.

Ja a dihydropyrimidine dehydrogenase [NADP(+)] (spot 19) esta envolvida na
biossintese de aminoacidos [37], e a CD40 ligand (spot 16) tem como funcdo a ligacdo ao
receptor do fator de necrose tumoral e processos bioldgicos de resposta imune [37]. A serum
response fator-binding protein 1 (spot 3), calcium-binding protein 1(spot 24), calcium-
transporting ATPase (spot 25) e calcium-binding protein4 (spot 27) também sdo proteinas

metabolicas que provavelmente se originam das células secretoras de veneno, entretanto, nao
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constituem toxinas verdadeiras do veneno. Desempenham fungdes metabdlicas em células
secretoras do veneno, poréem nenhum papel funcional no processo de envenenamento [38].

A segunda classe com maior numero de proteinas foram as enzimaticas, na qual temos
a nucleoside disphosphate kinase (NDPKSs) (spot 1), activated CDC42 kinase 1(spot 14) e
probable adenylate kinase isoenzyme F38B2.4 (spot 20) que pertencem a familia das quinases
que atuam na atividade alergénica, inflamatdria e imunidade nata. As enzimas quinases
catalisam a transferéncia de fosfato entre seus substratos [47]. No caso das NDPKSs elas atuam
na sintese de macromoléculas [48], além de apresentar atividade para proliferacdo celular,
diferenciacdo e desenvolvimento, transducdo de sinal, receptor acoplado a proteina G,
endocitose e expressdo génica. O principal papel das enzimas de NDPKs é manter o conjunto
de nucledtideos diferentes dentro da célula catalisando a transferéncia reversivel do grupo
fosforil terminal de um trifosfato de nucledsido para um difosfato de nucledsido [49].

Outra proteina enzimatica, a alpha-neurotoxin homolog 1 (spot 2) pode ser classificada
tanto como alpha neurotoxina do tipo I como 1l e age ligando-se ao receptor nicotinico de
acetilcolina para bloqueio pds-sinaptico na transmissdo da juncdo neuromuscular [50], sendo
responsavel por ocasionar paralisia nas vitimas e presas, e potencialmente culminando na
insuficiéncia respiratoria e morte dos individuos [51,52]. Lauridsen et al. [53] avaliaram a
acdo do veneno da serpente Naja melanoleuca e observaram que a maioria das fragdes com
alpha neurotoxina I e Il induziam a letalidade dentro de 24 horas. Assim, a alpha neurotoxina
| analoga encontrada nas amostras desta vespa provavelmente esta atuando neste sentido,
entretanto, pode se sugerir que na vespa a concentracao desta proteina no veneno seja menor,
quando comparada, por exemplo, as serpentes, ja que estas reacdes nao sdo facilmente
notadas em individuos que séo ferroados.

A C-type lectin 6 (spot 3) também tem funcdo enzimatica e é uma lectina do tipo C
que sdo proteinas que reconhecem os carboidratos, e sdo encontradas em fontes variadas de
plantas e animais [54]. As lectinas atuam na protecdo de plantas e invertebrados contra
patdgenos, inducdo ou inibicdo da coagulacdo do sangue, estimulacdo da resposta imune,
adesdo célula-célula, citotoxicidade, terapia do cancer e diagnostico [55-57].

Alguns estudos com venenos de cobra demonstram os efeitos das lectinas em
diferentes linhagens de células tumorais [58,59], inibindo a adeséo, proliferacdo e migracdo
de células endoteliais, constituindo ferramentas anti-angiogénicas promissoras [60,61].
Assim, o veneno de A. pallens que apresentou uma lectina do tipo C pode também ter acdo
contra patogenos e ter atuagdo contra células tumorais, entretanto, testes antimicrobianos e
antitumorais precisam ser realizados a fim de verificar se esta proteina atua neste sentido. Ja a

proteasome subunit beta type (spot 10) estd envolvida na degradagdo proteolitica da maioria
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das proteinas intracelulares, desempenhando um papel fundamental na manutencdo da
homeostase proteica pela remocao de proteinas danificadas que podem prejudicar as funcbes
celulares e remover proteinas cujas fungdes ndo sdo mais necessarias [37].

A metalloendopeptidase (spot 23), outra proteina enzimatica € uma protease
(metalloproteinase) responsavel pela necrose moderada em alguns tecidos [10]. As
metalloproteinases ja foram encontradas no veneno da vespa P. paulista [38], como também
no das formigas Solenopsis invicta [62] e Tetramorium bicarinatum [63]. No caso das vespas,
as metalloproteinases foram associadas a inflamacdo, necrose, edema e danos a pele ap6s
ataques [62], ja nas formigas a presenca de metalloproteinase no veneno pode estar envolvido
na interrupcao da cascata de coagulacdo do hospedeiro, como na geracdo de uma presa mais
digerivel [63].

A transgelin (spot 13), apesar de ser reconhecida como proteina estrutural [37] (Fig. 2
e Tabela 1) ndo apresenta funcdo completamente esclarecida. A principio esta associada a
funcdes ja apresentadas por sua familia, a calponina, que atua no citoesqueleto [64]. Segundo
Assinder et al. [65] a transgelin pode ter acdo na contracdo muscular, portanto, talvez a
presenca dessa proteina esteja associada a contracdo dos musculos do aparelho ferroador e
ndo ao veneno propriamente dito. No aparelho ferroador de P. paulista, a proteina calponina,
da mesma familia da transgelin tem funcéo de estruturar a musculatura do aparelho ferroador
[38]. As outras proteinas estruturais identificadas como a myomesin-2 (spot 7) que séo
proteinas citoesqueléticas e contrateis [66], bem como a cofilin/actin-depolymerizing fator-
like protein (spot 12) e a rho GDP dissociation inhibitor (spot 22), também ndo séo
componentes do veneno e, assim como, provavelmente a transgelin também podem estar
associados ao musculo do aparelho ferroador.

Também foram identificadas as proteinas de choque térmico, heat shock cognate 70
(spot 28) e heat shock 70 kDa protein cognate 3 (spot 29). Essas proteinas de choque também
ocorrem nas glandulas de veneno de abelhas [67] e da vespa P. paulista [38] agindo como
chaperonas facilitando o dobramento de outras proteinas. Proteinas de choque térmico
também ja foram identificadas na glandula de Dufour’s da abelha A. mellifera [46]. Estas
proteinas desempenham um papel na protecdo celular, anti-apoptose, desenvolvimento,
regulacdo e transducdo de sinal [67]. Segundo Snutch et al.[68], as proteinas de choque
podem ser expressas conforme as diferentes fontes de estresse, como o oxidativo, de modo a
proteger células e proteinas contra danos moleculares. Santos et al. [38] discutem em seu
estudo que as toxinas do veneno sdo expostas a altas temperaturas, principalmente nas regides
tropicais, de forma que podem sofre algum tipo de desnaturacdo térmica, perdendo sua

atividade bioldgica. Desta forma, estes autores sugerem que a presenca de proteinas de
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choque no veneno de P. paulista podem atuar como uma autoprotecdo do veneno para
preservar sua atividade.

Outra proteina identificada, envolvida na resposta ambiental que atua conforme as
flutuacBes nas condigdes oxidativas e osméticas, choque térmico e nas variacbes de pH, é a
peroxiredoxin 1 (spot 21) que preserva a estrutura celular e portanto, estd envolvida na
protecdo do veneno contra o0 estresse oxidativo, ja identificada também no veneno de Apis
mellifera [67]. Esta proteina também catalisa a reducdo de perdéxido de hidrogénio (H202) e
hidroperdxidos organicos em agua e alcoois e pode participar das cascatas de sinalizacdo dos
fatores de crescimento e do fator de necrose tumoral alfa, regulando as concentragdes
intracelulares de H20> [69].

Na classe das proteinas alergénicas encontramos a hyaluronidase (spot 4) (Fig. 2 e
Tabela 1) que é uma enzima da familia das glicosil hidrolases, uma endo-N-
acetilhnexosaminidase ja descrita no veneno de P. paulista [38]. De acordo com Hoffmam [70]
esta proteina atua na dispersdo do veneno que resulta no aumento da permeabilidade dos
tecidos e facilita a difusdo das substancias toxicas. Santos et al [38] discutem que esta
proteina € comumente encontrada nos venenos de vespas e abelhas, e que além de
potencializar o efeito das toxinas, causa inflamacdo no local da ferroada [71]. Além disso,
atua como um importante alérgeno que as vezes causa reatividade cruzada [72]. Os alérgenos
sdo substancias que causam algum tipo de alergia e podem resultar em choque anafilatico, que
pode desenvolver varias outras reacoes.

A atividade da hyaluronidase também ja foi descrita nos venenos de formigas como o
de Paraponera clavata, Ectatomma tuberculatum [73], Myrmecia pyriformis [74],
Pseudomyrmex triplarinus [75] e Solenopsis invicta [76]. No entanto, Touchard et al [10]
avaliaram que a atividade desta proteina do veneno de vespas é maior do que do veneno de
formigas.

O glipican-6 (spot 15) é um proteoglicano de superficie celular que possui sulfato de
heparano que atua como uma proteina correceptora e interage seletivamente com as
glicosaminoglicanas com sulfato de heparano como unidade de carboidrato sendo proteinas
blogueadoras potentes da acéo citolitica do veneno [77].

Algumas proteinas identificadas sdo atuantes no DNA e RNA, como as proteinas
rRNA processing protein RRP7 (spot 5) ligacdo do acido nucléico relacionado ao RNA; U2
small nuclear ribonucleoprotein B like protein (spot 11) e DNA repair protein (spot 17) que
sdo proteinas de reparagdo. Essas proteinas atuantes no DNA e RNA ndo possuem uma acdo

direta no veneno, mas sdo comuns as células, havendo também a possibilidade desta proteina
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ser proveniente de algum tipo de contaminagdo durante a extracdo, apesar de todos 0s
cuidados tomados.

Aili et al [78] relatam em seu estudo que o método de extragdo do veneno deixa a
possibilidade de que algumas proteinas celulares possam ser misturadas com os verdadeiros
componentes do veneno. Desta forma, ndo é possivel ter certeza de que as proteinas
semelhantes a venenos de cobras por exemplo, bem como as identificadas por homologia com
espécies cruzadas, representam proteinas verdadeiras de veneno de vespa ou se sdo proteinas
celulares do compartimento do reservatdrio e/ ou do tecido da glandula.

Duas proteinas ndo tiveram sua fungdo caracterizada, a putative uncharacterized
protein (spot 6) e uncharacterized protein (spot 18). Os spots restantes ndo apresentaram
semelhangas com quaisquer sequéncia conhecida, ja que a dificuldade de identificacdo das
proteinas de veneno das vespas por homologia, se deve ao fato de ndo haver um banco de
dados para vespas.

Esta é a primeira caracterizacdo proteica do veneno da vespa eussocial A. pallens, e
uma vez que ha pouca informacdo sobre a bioquimica do seu veneno, a analise proteGmica
aqui apresentada contribui de forma significativa para o conhecimento de sua biologia e

fisiologia.

5. Conclusao

Dos 180 spots excisados 30 foram passiveis de identificacdo. Estas 30 proteinas sao
divididas em 8 categorias com base em suas fungdes: alergénicas, enzimaticas, metabolicas,
estruturais, resposta ambiental, proteoglicana, atuantes no DNA e RNA e com funcédo
desconhecida.

Devido a falta de dados protebmicos para o veneno de vespas, ha um grande nimero
de proteinas que ndo possuem fungdes conhecidas em banco de dados, e consequentemente,
ndo sdo passiveis de identificacdo, fato que torna ainda mais importante estudos com analise
protedmica do veneno, principalmente em Hymenoptera, e 0s Ultimos anos de estudos com
insetos desta ordem mostram que Seus venenos apresentas potencial antimicrobiano,

importantes para estudos farmacologicos.

64



6. Referéncias

[1] H.F.Van Emden. Subclass Pterygota, division Endopterygota, order Hymenoptera
(Sawflies, Ants, Bees and Wasps) 120.000 described species. In Handbook of
Agricultural Entomology; JohnWiley & Sons: Oxford, UK, (2013); pp. 193-220.

[2] E.O. Wilson. The insect societies. Belknap, Cambridge, 1971.

[3] E.A. Macalintal, C.K. Starr. Comparative morphology af the stinger in the social wasp
genus Ropalidia (Hymenoptera: Vespidae). Mem. Entomol. Soc. Wash. 17(1996)108-
150.

[4] N.R. Casewell, W. Wister, F.J. Vonk, R.A. Harrison, B.G. Fry. Complex cocktails: the
evolutionary novelty of venoms. Cell. Press. 28 (2013) 219-29.

[5] J.0. Schmidt. Biochemistry of insect venoms. Ann. Rev. Entomol. 27, (1982) 339-368.

[6] J. Orivel, V. Redeker, J.P. Le Caer F. Krier, AM. Revol-Junelles, A. Longeon, A.
Chaffotte, A. Dejean, J.P. Rossier. Ponericins, new antibacterial and insecticidal
peptides from the venom of the ant Pachycondyla goeldii. J. Biol. Chem. 276 (2001)
17823-17829.

[7] D. Baracchi, S. Tragust. Venom as a Component of External Immune Defense in
Hymenoptera. Evol. Venom. Anim. Toxins (2017) 213-233.

[8] A. Stow, D. Briscoe, M. Gillings, M. Holley, S. Smith, R. Leys, T. Silberbauer, C.
Turnbull, A. Beattie. Antimicrobial defences increase with sociality in bees. Bio. Lett.
3 (2007) 422-424.

[9] S.J. Hoggard, P.D. Wilson, A.J. Beattie, A.J. Stow. Social complexity and nesting habits
are factors in the evolution of antimicrobial defences in wasps. PLoS One 6 (2011)
e21763

[10] A. Touchard, S.R. Aili, E.G.P. Fox, P. Escoubas, J. Orivel, G.M. Nicholson, A. Dejean.
The biochemical toxin arsenal from ant venoms. Toxins, 8(1) (2016) 30.

[11] K. Wang, J. Yan, X. Liu, J. Zhang, R. Chen, B. Zhang, W. Dang, W.; Zhang, M. Kai, J.
Song, R. Wang. Novel cytotoxity exhibition mode of polybia-CP, a novel
antimicrobial peptide from the venom of the social wasp Polybia paulista. Toxicology,
288(1) (2011), 27-33.

[12] X. Yang, Y. Wang, W.H. Lee, Y. Zhang. Antimicrobial peptides from the venom gland
of the social wasp Vespa tropica. Toxicon, 74 (2013) 151-157.

[13] V. Cefovsky, R. Jezek, V. Fuéik, J. Slaninova. Antimicrobial peptides from the venom of
Vespidae. Collect. Czechoslovak Chem. Commun. 9 (2015) 25-28.

[14] J.C. Silva, L.M. Neto, R.C. Neves, J.C. Gongalves, M.M. Trentini, R. Mucury-Filho,
K.S. Smidt, I.C. Fenterseifer, O.N. Silva, L. Lima, P.B. Clissa, N. Vilela, F.

65



Guilhelmelli, L.P. Silva, M. Rangel, A. Kipnis, I. Silva-Pereira, O.L. Franco, M.R.
Mortari. Evaluation of the antimicrobial activity of the mastoparan Polybia-MPII
isolated from venom of the social wasp Pseudopolybia vespiceps testacea (Vespidae,
Hymenoptera). Int. J. Antim. Agents 49(2) 2017, 167-175.

[15] S.R. Aili, A. Touchard, F. Petitclerc, A. Dejean, J. Orivel, M.P. Padula, P. Escoubas,
G.M. Nicholson. Combined peptidomic and proteomic analysis of electrically
stimulated and manually dissected venom from the South American bullet ant
Paraponera clavata. J. Proteome Res. 16 (2017) 1339-1351.

[16] R.C. Bernardi, E.L.B. Firmino, A. Mendonga, D. Sguarizi-Antonio, M.C. Pereira, L.H.C.
Andrade, W.F. Antonialli-Junior, S.M. Lima. Intraspecific variation and influence of
diet on the venom chemical profile of the Ectatomma brunneum Smith (Formicidae)
ant evaluated by photoacoustic spectroscopy. J. Photochem. Photobiol. B 175 (2017)
200-206.

[17] A. Mendongca, M.C. Paula, W.D. Fernandes, L.H.C Andrade, S.M. Lima, W.F.
Antonialli-Junior. Variation in venoms of Polybia paulista Von Ihering and Polybia
occidentalis Olivier (Hymenoptera: Vespidae), assessed by the FTIR-PAS technique.
Neotrop. Entomol. 46 (2017) 8-17. 7405, http://dx.doi 10.1007/s13744-016-0426-6.

[18] B.E.C. Banks, R.A. Shipolini. Chemistry and pharmacology of honey-bee venom. In
Piek, T (Ed.) Venoms of the Hymenoptera, Academic Press; London; 1986, pp 330-
416.

[19] M.R.P. Oliveira, A.C. Scheidt, M.S. Palma, M.R. Brochetto-Braga. Venenos de
“Hymenoptera” sociais: coleta, composi¢do, bioquimica ¢ mecanismo de agdo. In
Barraviera, B. Venenos: aspectos clinicos e terapéuticos dos acidentes por animais
peconhentos, Rio de Janoiro: Editora de publicacdes biomédicas — EPUB, p251-258.
(1999).

[20] P.R. Lima, M.R. Brochetto-Braga. Hymenoptera venom review focusing on Apis
mellifera. J. Venom. Anim. Toxins 9 (2003) 149-162.

[21] M.C. Monteiro, P.R.T. Romdo, A.M. Soares. Pharmacological perspectives of wasp
venom. Protein Pept. Lett. 16 (2009) 944-952.

[22] P.G. Czaikoski, D.L. Menaldo, S. Marcussi, A.L.C. Baseggio, A.L. Fuly, R.C. Paula,
A.U. Quadros, P.R.T. Romdo, M.L.T. Buschini, F.Q. Cunha, A.M. Soares, M.C.
Monteiro. Anticoagulant and fibrinogenolytic properties of the venom of Polybia
occidentalis social wasp. Blood Coagul. Fibrinolysis 21 (2010) 653-659.

66



[23] D.C. Graaf, M. Aerts, E. Danneels, B. Devreese, B. Bee, wasp and ant venomics pave the
way for a component-resolved diagnosis of sting allergy. J. Proteomics 72 (2009) 145—
154,

[24] M. Nittner-Marszalska, J. Liebhart, E. Liebhart, A. Dor, R. Dobek, A. Obojski, W.
Medrala. Prevalence of Hymenoptera venom allergy and its immunological markers
current in adults in Poland. Med. Sci. Monit. 10 (2004) 324-329.

[25] B.M. Bilo, F. Rueff, H. Mosbhech, F. Bonifazi, J.N.G. Oude-Elberink. Diagnosis of
Hymenoptera venom allergy. Allergy 60 (2005) 1339-1349.

[26] R.S. Vetter, P.K. Visscher, S. Camazine. Mass envenomations by honey bees and wasps.
West J. Med. 170 (1999) 223-227.

[27] D. Charpin, J. Birnbaum, A. Lanteaume, D. Vervloet. Prevalence of allergy to
hymenoptera stings in different samples of the general population. J. Allergy Clin.
Immunol. 1992;90(3 Pt 1):331-4.

[28] L.D. Santos, M. Pieroni, A.R.S. Menegasso, J.R.A.S. Pinto, M.S.; Palma. A new scenario
of bioprospecting of Hymenoptera venoms through proteomic approach. J. Venom.
Anim. Toxins Tropic. Dis. 17(4) (2011), 364-377

[29] N.B. Leite, A. Aufderhorst-Roberts, M.S. Palma, S.D. Connell, J.R. Neto, P.A. Beales.
PE and PS lipids synergistically enhance membrano poration by a peptide with
anticancer properties. Biophisc. J. 109 (2015) 936-947.

[30] E.G.P. Fox, D.R. Solis, L.D. dos Santos, J.R.A.S. Pinto, A.R.S. Menegasso, R.C.M.C
Silva, M.S. Palma, O.C. Bueno, E.A. Machado. A simple, rapid method for the
extraction of whole fire ant venom (Insecta: Formicidae: Solenopsis). Toxicon 65
(2015) 5-8.

[31] S.R. Aili, A. Touchard, P. Escoubas, M.P. Padula, J. Orivel, A. Dejean, G.M. Nicholson.
Diversity of peptide toxins from stinging ant venoms. Toxicon 92, (2014) 166-178.

[32] J.M. Carpenter. Phylogenetic relationships and the origino f social behavior in the
Vespidae. In: Ross, K. G. & Matthews, R. W. eds. The social biology of wasps, Ithaca,
Cornell University, 1991, p. 7-32.

[33] M. M. Bradford. A rapid and sensitive method for quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein—dye binding, Anal. Biochem. 72 (1976)
248-254.

[34] U.K. Laemmli. Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the Head of
Bacteriophage T4. Nature 227 (1970) 680-685.

67



[35] A. Gorg, C. Obermaier, A. Harder, B. Scheibe, R. Wildgruber, W. Weiss. The current
state of two-dimensional eletrophoresis with immobilized pH gradients.
Electrophoresis 21 (2000) 1037-1053.

[36] A. Shevchenko, M. Wilm, O. Vorm, M. Mann. Mass spectrometric sequencing of
proteins from silver-stained polyacrylamide gels. Anal. Chem. 68 (1996) 850-858.

[37] UniProt Database, 2017. http://www.uniprot.org/. (acesso 17.07.17).

[38] L.D. Santos, K.S. Santos, J.R.A. Pinto, N.B. Dias, B.M.D. Souza, M.F. Santos, J.
Perales, G.B. Domont, F.M. Castro, J.E. Kalil, M.S. Palma. Profiling the proteome of
the venom from the social wasp Polybia paulista: a clue to understand the envenoming
mechanism. J. Proteome Res. 9(8) (2010), 3867-3877.

[39] AJ. Liska, A. Shevchenko. Expanding the organismal scope of proteomics:
Cross-species  protein  identification by mass  spectrometry and its
implications. Proteomics 3(1) 2003, 19-28.

[40] C.F. Midelfort, R.K. Gupta, I.A. Rose. Fructose-1,6-bisphosphate:isomeric composition,
Kinetics, and substrate specificity for the aldolases. Biochem. 15 (1976) 2178-2185.

[41] A. Boiteux, B. Hess. Kinetics of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase from yeast.
In Abstracts, 9th FEB S Meeting, Budapest, 1974 (Vol. 36).

[42] A. Boiteux, B. Hess. Design of glycolysis. Philos. Trans. R. Soc. B. 293 (1981) 5-22.

[43] D.L. Nelson, M.M. Cox. Principios de bioguimica de Lehninger. Artmed Editora. 2014.

[44] R. Gmeinbauer, K. Crailsheim. Glucose utilization during flight of honeybee (Apis
mellifera) workers, drones_and queens. J. Insect. Physiol. 39(11) 1993, 959-967.

[45] D. Elias-Santos, Q. F. Maria do Carmo, R. Vitorino, L.L. Oliveira, J.C. Zanuncio, J.E.
Serrdo. Proteome of the head and thorax salivary glands in the stingless bee Melipona
quadrifasciata anthidioides. Apidologie, 44(6) 2013, 684-698.

[46] A.D. Teixeira, P.D. Games, B.B. Katz, J.M. Tomich, J.C. Zanuncio, J.E. Serrdo.
Proteomic analysis in the Dufour’s gland of Africanized Apis mellifera workers
(Hymenoptera: Apidae). PloS one, 12(5) 2017, e0177415.

[47] H.C. Cheng, R. Z. Qi, H. Paudel, H.J. Zhu. Regulation and function of protein kinases
and phosphatases. Enzyme. Res. 2011.

[48] L. Francois-Moutal, O. Maniti, O. Marcillat, T. Granjon. New insights into lipid-
Nucleoside Diphosphate Kinase-D interaction mechanism: Protein structural changes
and membrano reorganisation. Biochim. Biophys. Acta (BBA)-Biomembr. 1828(2)
2013, 906-915.

[49] I. Lascu, P. Gonin. The catalytic mechanism of nucleoside diphosphate kinases. J.
Bioenerg. Biomembr. 32(3) 2000, 237-246.

68



[50] J.S. Oliveira, A.R.B.P. Silva, M.B. Soares, M.A. Stephano, W.O. Dias, I. Raw, P.L. Ho.
Cloning and characterization of an a-neurotoxin-type protein specific for the coral
snake Micrurus corallinus. Biochem. Biophysic. Res. Commun. 267 (2000) 887—891.

[51] C.I.LA. Wang, T. Reeks, I. Vetter, I. Vergara, O. Kovtun, R.J. Lewis, P.F. Alewood, T.
Durek. Isolation and structural and pharmacological characterization of a-Elapitoxin-
Dpp2d, an  amidated three  finger  toxin  from  black  mamba
venom. Biochemistry, 53(23), 2014, 3758-3766.

[52] S. Nirthanan, M.C. Gwee. Three-finger a-neurotoxins and the nicotinic acetylcholine
receptor, forty years on. J. Pharmacol. Sci. 94(1) 2004, 1-17.

[53] L.P. Lauridsen, A.H. Laustsen, B. Lomonte, J.M. Gutiérrez. Exploring the venom of the
forest cobra snake: Toxico venomics and antivenom profiling of Naja melanoleuca. J.
Proteomics 150 (2017) 98-108.

[54] L.E. Castanheira, D.S. Lopes, S.N.C. Gimenes, S.R. Deconte, B.A. Ferreira, P.T. Alves,
L.R. Goulart Filho, T.C. Tomiosso, R.S. Rodrigues, K.A.G. Yoneyama, F.A. Araujo,
V.M. Rodrigues, F. Assis Araldjo. Angiogenenic effects of BpLec, a C-type lectin
isolated from Bothrops pauloensis snake venom. Int. J. Biol. Macromol. 102 (2017)
153-161.

[55] W.J. Peumans, E.J. Van Damme. Lectins as plant defense proteins. Plant Physiol. 109(2)
1995, 347.

[56] M.A. Sartim, S.V. Sampaio. Snake venom galactoside-binding lectins: a structural and
functional overview. J. Venom. Anim. Toxins Trop. Dis. 21(1) 2015, 35.

[57] T. Yau, X. Dan, C.C.W. Ng, T.B. Ng. Lectins with potential for anti-cancer
therapy. Molecules, 20(3) 2015, 3791-3810.

[58] L.A. Calderon, J.C. Sobrinho, K.D. Zaqueo, A.A. Moura, A.N. Grabner, M.V. Mazzi, S.
Marcussi, A. Nomizo, C.F.C. Fernandes, J.P. Zuliani, B.M.A. Carvalho, S.L. Silva,
R.G. Stabeli, A.M. Soares. Antitumoral activity of snake venom proteins: new trends
in cancer therapy. Bio. Med. Res. Int. 2014.

[59] B. L. Dhananjaya, P.R. Sivashankari. Snake venom derived molecules in tumor
angiogenesis and its application in cancer therapy; an overview. Curr. Top. Med.
Chem. 15(7) 2015, 649-657.

[60] A. Pilorget, M. Conesa, S. Sarray, J. Michaud-Levesque, S. Daoud, K.S. Kim, M.
Demeule, J. Marvaldi, M. EI Ayeb, N. Marrakchi, R. Béliveau, J. Luis. Lebectin, a
Macrovipera lebetina venom-derived C-type lectin, inhibits angiogenesis both in vitro
and in vivo. J. Cell. Physiol. 211(2) 2007, 307-315.

69



[61] T. Momic, G. Cohen, R. Reich, F.T. Arlinghaus, J.A. Eble, C. Marcinkiewicz, P.
Lazarovici. Vixapatin (VP12), a c-type lectin-protein from Vipera xantinapalestinae
venom: characterization as a novel anti-angiogenic compound. Toxins, 4(10) 2012,
862-877.

[62] J.R.A.S. Pinto, E.G.P. Fox, D.M. Saidemberg, L.D. Santos, A.R.S. Menegasso, E. Costa-
Manso, E.A. Machado, O.C. Bueno, M.S. Palma. A proteomic view of the venom
from the fire ant Solenopsis invicta Buren. J. Proteome Res. 11(9) 2012, 4643-4653.
http://doi: 10.1021/pr300451g.

[63] W. Bouzid, C. Klopp, M. Verdenaud, F. Ducancel, A. Vétillard. Profiling the venom
gland transcriptome of Tetramorium bicarinatum (Hymenoptera: Formicidae): The
first transcriptome analysis of an ant species. Toxicon 70 (2013) 70-81.

[64] D. Lawson, M. Harris, C. Shapland. Fibroblast transgelin and smooth muscle SM22 are
the same protein, the expression of which is down regulated in many cell lines. Cell
Motil. Cytoskel. 38 (1997) 250-257.

[65] S.J. Assinder, J.A.L. Stanton, P.D. Prasad. Transgelin: an actin-binding protein and
tumour suppressor. Int. J. Biochem. Cell Biol. 41(3) (2009) 482-486.

[66] A. Vigano, M. Vasso, A. Caretti, V. Bravata, L. Terranoo, C. Fania, D. Capitanio, M.
Samaja, C. Gelfi. Protein modulation in mouse heart under acute and chronic hypoxia.
Proteomics, 11 (2011) 4202-4217. htpp://doi 10.1002/pmic.201000804

[67] N. Peiren, D.C. Graaf, F. Vanrobaeys, B. Danneels, B. Devreese, J.V. Beeumen, F.J.
Jacobs. Proteomic analysis of the honey bee worker venom gland focusing on the
mechanisms of protection against tissue damage. Toxicon 52 (2008) 72-83.

[68] P. Snutch, M.F.P. Heschl, D.L. Baillie. The Caenorhabditis elegans Hsp70 gene family -
a molecular genetic characterization. Gene 64 (1988) 241-255.

[69] S.\W. Kang, H.Z. Chae, M.S. Seo, K. Kim, I.C. Baines, S.G. Rhee. Mammalian
peroxiredoxin isoforms can reduce hydrogenperoxide generated in response to growth
factors andtumor necrosis factor-a. J. Biol. Chem. 273(11) 1998, 6297-6302.

[70] D.R. Hoffman. Hymenoptera venom allergens. Clin. Rev. Allergy Immunol. 30(2) 2006,
109-128.

[71] K. Kemparaju, K.S. Girish. Snake venom hyaluronidase: a therapeutic target. Cell.
Biochem. Funct. 24(1) 2006, 7-12.

[72] G. Lu, L. Kochoumian, T.P. King. Sequence identity and antigenic cross -reactivity of
white face hornet venom allergy, also a hyaluronidase with other proteins. J. Biol.
Chem. 270 (1995) 4457-4465.

70



[73] J.O. Schmidt, M.S. Blum, W.L. Overal. Comparative enzymology of venoms from
stinging Hymenoptera. Toxicon 24 (1986) 907-921.

[74] J.C. Wanstall, De La Lande, I. Fractionation of bulldog ant venom. Toxicon 1974, 12.

[75] W.F. Hink, P.W. Pappas, D.C. Jaworski. Partial biochemical characterization of venom
from the ant, Pseudomyrmex triplarinus. Toxicon, 32(7) 1994, 763-772.

[76] H. Baer, T.Y. Liu, M.C. Anderson, M. Blum, W.H. Schmid, F.J. James, Protein
components of fire ant venom (Solenopsis invicta). Toxicon. 17 (1979) 397—405.

[77] B. Lomonte, A. Tarkowski, U. Bagge, L.A. Hanson. Neutralization of the cytolytic and
myotoxic activities of phospholipases A2 from Bothrops asper snake venom by
glycosaminoglycans of the heparin/heparan sulfate family. Biochem. Pharmacol. 47
(1994) 1509-1518.

[78] S.R. Aili, A. Touchard, J.M. Koh, A. Dejean, J. Orivel, M.P. Padula, P. Escoubas G.M.
Nicholson. Comparisons of protein and peptide complexity in poneroid and formicoid
ant venoms. J. Proteome Res. 15(9) (2016), 3039-3054.

Consideracoes finais

Nossos resultados revelam que em vespas com tipo de fundacao nidal diferente, e que
se organizam em coldnias com numero populacional significativamente diferente, a variacao
do tamanho da cadeia de compostos € relativamente similar, de forma que os alcanos
ramificados sdo reconhecidamente os mais efetivos durantes as interacdes entre companheiras
de ninhos. Contudo, ha significativamente maior similaridade de teores dos compostos
compartilhados entre as amostras da cuticula e veneno de A. pallens, sugerindo que 0s
mesmos compostos usados para mediar interagdes na cuticula também sdo utilizados no
Veneno.

Além disso, para 0 veneno de A. pallens foram passiveis de identificacdo 30 proteinas
que estdo divididas de acordo com sua funcdo em: alergénicas, enzimaticas, metabdlicas,
estruturais, resposta ambiental, proteoglicana, atuantes no DNA e RNA e com funcédo
desconhecida. Um grande numero de proteinas ndo possuem fungdes conhecidas em banco de
dados devido a falta de dados prote6bmicos e por conta disso ndo foram passiveis de
identificacdo.

Estudos da composicdo quimica da cuticula e do veneno de vespas sociais sdo de suma
importancia para compreensdo das interacGes entre os individuos, bem como para o
conhecimento da composicdo quimica do veneno, e posterior estudo do potencial

antimicrobiano, os quais sdo importantes para os futuros estudos farmacolégicos.
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