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Mediadores quimicos de interacdes intraespecificas e
atividade biolégica da peconha da espécie Polybia
sericea (Vespidae: Polistinae)

* Formatacao nas normas da ABNT 6023.

Resumo Geral: A coesdo das colbnias de insetos sociais € mantida por mediadores
quimicos de interacBes entre seus membros, sobretudo, por aqueles presentes em sua
cuticula, denominados de hidrocarbonetos cuticulares. Estes hidrocarbonetos oferecem
primariamente uma barreira de protecdo contra a desidratacdo, além de atuar como
sinais trocados durante as interacGes entre companheiros de ninho. Além disso, as
vespas sociais também produzem outros tipos de compostos quimicos que atuam na
manutencdo de suas coldnias agindo na captura de presas e defesa, dentre estes esta a
peconha. A peconha produzida e injetada pelo aparelho ferroador possui substancias que
podem ser biologicamente ativas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi investigar
os mediadores quimicos de interacdes intraespecificas, além das atividades bioldgicas
da peconha da espécie de vespa social Polybia sericea. Os resultados de
hidrocarbonetos cuticulares e do material de construgdo do ninho nos permitem
confirmar as hipoteses testadas de que o perfil quimico cuticular dos membros das
col6nias e do material do ninho podem ser usados como ferramentas complementares
para avaliar diferencas populacionais, além da composi¢do quimica cuticular variar de
acordo com a idade relativa, status fisiologico e entre diferentes partes do corpo das
fémeas, podendo atuar como mediadores nas interacBes coloniais. Além disso,
fortalecemos a ideia de que alcanos lineares podem atuar em conjunto com os alcanos
ramificados e outros compostos tanto para promover a impermeabilizacdo e protecao
quanto servir como sinais durante as interac@es intracoloniais. Em relagdo a peconha, os
resultados demonstram que a peconha apresenta toxicidade para Artemia salina em
todas as concentragdes testadas, em auséncia e presenca de inibidor de protease,
entretanto, na presenca do inibidor a toxicidade foi relativamente maior. No teste de
Ames apenas a concentracdo de 150 pg placa™ na auséncia de inibidor de protease
aumentou significativamente o numero das coldnias revertentes e apresentou
mutagenicidade para a linhagem TA98. Em relacdo a viabilidade celular a peconha de
Polybia sericea ndo apresentou citotoxicidade para a linhagem MRC-5, mas foi
citotoxica para a linhagem CHO e a linhagem tumoral B16F10-Nex2. Por fim,



destacamos que em todos os tratamentos a auséncia de inibidor de protease pode levar a
degradacéo de substancias que aumentam a citotoxicidade da peconha.
Palavras-chave: Hidrocarbonetos cuticulares, vespa social, peconha, Polybia sericea.

Chemical mediators of intraspecific interactions and
biological activity of the venom of the species Polybia sericea

(Vespidae: Polistinae)

General Abstract: In the of social insects the cohesion is maintained by chemical
mediators of interactions among their members, especially by those present in their
cuticle, known as cuticular hydrocarbons. These hydrocarbons primarily provide a
protective barrier against dehydration, besides acting as signs exchanged during
interactions among nestmates. Moreover, social wasps also produce other types of
chemical compounds that help in the maintenance of their colonies acting in the prey
capture and defense, among which is the venom. The venom produced and injected by
the stinging apparatus has compounds that can be biologically active. Thus, the
objective of this work was to investigate the chemical mediators of intraspecific
interactions, besides the biological activity of the social wasp venom Polybia sericea.
Our results of cuticular hydrocarbons and nest material allow us to confirm the
hypotheses tested that the cuticular chemical profile of the colonies and the nest
material can be used as complementary tools to evaluate population differences, besides
the cuticular chemical composition varies from according to the relative age,
physiological status and between different parts of the female body, being able to act as
mediators in the colonial interactions. In addition, we confirm the idea that linear
alkanes can act together with branched alkanes and other compounds as much to
promote waterproofing and protection as to serve as signals during intracolonial
interactions. In relation to the venom, the results show that the venom presents toxicity
to Artemia salina in all the concentrations tested, with absence and presence of protease
inhibitor, however, in the presence of the inhibitor the toxicity was relatively larger. In
the Ames test only the concentration of 150 pg plate? in the absence of a protease
inhibitor significantly increased the number of the revertant colonies and showed

mutagenicity for the TA98 lineage. In relation to cell viability the venom of Polybia



sericea did not present cytotoxicity to MRC-5 lineage, but was cytotoxic to the CHO
line and B16F10-Nex2 tumoral lineage. Finally, we emphasize that in all treatments the
absence of protease inhibitor may lead to the degradation of substances that increase the

cytotoxicity of the venom.

Key words: Cuticular hydrocarbons, social wasp, venom, Polybia sericea.

Introducéo Geral
A ordem Hymenoptera ¢ uma das mais diversas e abundantes entre os insetos

(HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Este grupo compreende grande parte dos insetos
sociais, sendo representado pelas formigas, e 0s grupos mais derivados de abelhas e
vespas. A organizacdo da sociedade destes organismos compde-se de uma ou poucas
fémeas reprodutivas, operarias e um grande numero de crias (WILSON 1971; 1975), de
forma que, em col6nias de insetos sociais existe uma organizacdo, com uma divisao de
trabalho bem estabelecida (SMITH et al., 2008), mantendo a coesao dessas colonias por
interacdes entre seus membros (O'DONNELL & BULOVA, 2007).

Entre os representantes dos insetos sociais, as vespas, que também sdo
conhecidas como marimbondos, despertam elevado interesse, no que se diz respeito ao
estudo da evolucdo do comportamento social, devido a constituicdo de suas coldnias
que possuem diversos niveis de interacdo entre seus individuos (SPRADBERY, 1973).
Em particular, as vespas da familia Vespidae sdo exemplares importantes para o
entendimento da origem e evolucdo do comportamento social em insetos
(MARKIEWICZ & O’DONNELL, 2001), uma vez que este grupo abrange desde
espécies solitarias até altamente eussociais. Vespidae € uma familia constituida por seis
subfamilias: Euparagiinae, Masarinae, Eumeninae, Stenogastrinae, Polistinae e
Vespinae, no entanto, apenas os trés ultimos (Stenogastrinae, Polistinae e Vespinae)
apresentam comportamento social e destas, apenas Polistinae ocorre no Brasil
(CARPENTER & MARQUES, 2001).

Dentre as subfamilias que exibem comportamento social, Polistinae apresenta
caracteristicas comportamentais que merecem destaque pelos modos de fundacdo de
suas colbnias que podem ocorrer de modo independente, ou seja as fémeas constroem
seus ninhos de forma simples e sem envelope protetor, normalmente fundadas por uma

ou poucas fémeas que representam 0s géneros, Belonogaster, Mischocyttarus,



Parapolybia, Polistes e algumas espécies de Ropalidia (JEANNE, 1980; GADAGKAR,
1991; JEANNE, 1991), outras espécies apresentam fundagdo por enxameagem, quando
varias rainhas acompanhadas por centenas de operarias fundam suas colbnias,
comumente numerosas e com ninhos geralmente constituidos por envelope protetor,
representados pelos 20 géneros da tribo Epiponini, pelo género Polybioides e alguns do
género Ropalidia (JEANNE, 1980; 1991).

Apesar de ser uma familia com distribuicdo cosmopolita, a maior diversidade
estd concentrada na regido Neotropical (CARPENTER & MARQUES, 2001). Outro
aspecto curioso da evolucdo do comportamento social em vespas é 0 mecanismo de
determinacdo de castas (rainha e operarias), podendo ocorrer de duas formas: Pré-
imaginal, quando a nutricdo larval e a taxa de desenvolvimento dos imaturos sdo
afetadas, dando origem a duas castas distintas (HUNT, 1991; O’ DONNELL, 1998) e
Pds imaginal, quando a casta é, ao menos em parte determinada durante a fase de adulto
e as operarias ndo perdem sua capacidade de reproducdo (GADAGKAR, 1991). Além
disso, o repertdrio comportamental da rainha é menor quando comparado ao das
operarias (PARDI, 1948; JEANNE, 1972; GIANNOTTI, 1999; ZARA &
BALESTIERI, 2000; TORRES et al., 2009; TORRES et al., 2012).

Para que a diviséo de trabalho dentro da colonia seja eficiente e essa organizacao
se mantenha coesa, 0s insetos sociais desenvolveram um mecanismo de comunicagdo
complexo, no qual, ocorre a troca de sinais por diversos canais sensoriais, como 0s
visuais, acusticos, tateis, magnéticos e quimicos (BILLEN, 2006), sendo a ultima a mais
utilizada por estes insetos, a qual emprega inUmeros compostos que mediam diferentes
interagfes comportamentais (MATTHEWS & MATTHEWS, 2010; BLOMQUIST &
BAGNERES, 2010).

Os compostos quimicos que conduzem algum tipo de informacdo podem ser
denominados semioquimicos ou infoquimicos (VILELA & DELLA LUCIA, 2001).
Esses compostos séo divididos de acordo com a sua atuacdo, ou seja, aqueles que estdo
envolvidos na comunicacdo intraespecifica, chamados de feromonios ou aqueles que
desempenham interagdes interespecificas, os aleloquimicos (BILLEN, 2006; LE
CONTE & HEFETZ, 2008; 1ZZO et al., 2010; RICHARD & HUNT, 2013; KHIDR et
al., 2013).

As respostas comportamentais dos insetos estdo intimamente relacionadas as
variagcOes quantitativas e qualitativas desses compostos, no meio em que vivem
(HOWARD & BLOMQUIST, 2005). Como por exemplo as respostas comportamentais



que precisam de dispersdo rapida desses sinais quimicos, como os de alarme, podem
envolver feromonios constituidos por moléculas pequenas e que sdo altamente volateis,
entretanto, 0s insetos sociais fazem uso de outros mecanismos de comunicacdo nos
quais estdo envolvidos compostos ndo volateis (HOWARD & BLOMQUIST, 2005).

Dentre estes compostos ndo volateis estdo os denominados hidrocarbonetos
cuticulares (HCs) como a prépria nomenclatura sugere, estdo presentes na cuticula dos
insetos, que tem como funcdo primaria proteger contra a desidratacdo (LOCKEY, 1988;
BLOMQUIST & BAGNERES, 2010). Outra fungio importante destes compostos é
atuar como feromonio de contato ou de superficie (ABDALLA et al., 2003; GINZEL,
2010; OLANIRAN et al., 2013; BELLO et al., 2015), formados basicamente por
hidrocarbonetos, principalmente os alcanos lineares, ramificados e alcenos (DEVIGNE
& BISEAU, 2012; OLANIRAN et al., 2013).

Dos compostos sintetizados pelos himendpteros, as vespas sociais também
despertam interesse pela potencialidade de sua peconha, que é um importante
mecanismo para manutencdo de suas coldnias, uma vez que o aparelho ovipositor dos
Aculeatas foi modificado em um aparelho de ferrdo para injetar estas substancias, cuja
funcdo primaria € a de imobilizar presas e secundariamente se tornou um meio para
defesa de suas colénias (GRIMALDI & ENGEL, 2005). Esse aparato tem a capacidade
de injetar a peconha em suas presas e inimigos naturais, além disso, em espécies sociais
a peconha também é frequentemente utilizada como parte da defesa imune externa tanto
na cuticula quanto na superficie do ninho (BARACCHI & TRAGUST, 2017).

A peconha é composta por uma mistura complexa de moléculas biologicamente
ativas, variando de substancias de baixa massa molecular a peptideos e proteinas
(KRISHNAKUMARI & NAGARAJ, 1997; HOFFMAN, 2006). Além disso, foram
encontrados compostos como ésteres, alcanos, alcenos, espiroacetatos e acetanamidas
(VEITH, et al., 1984; SILVA et al., 2015), que est&o relacionados a respostas de alarme
e recrutamento para atacar quando as colonias séo perturbadas (JEANNE, 1982).

Diante do exposto acima, fica claro a importancia de estudos que reforcem o
entendimento sobre como esses compostos atuam de forma inter e intraespecifica de
modo eficiente, garantindo a coesao e sucesso na sobrevivéncia das vespas sociais, além
de compreender a relacdo dos compostos quimicos, como sinais trocados durante as
interacdes, e de analisar a peconha, afim de verificar sua atividade biologica e
toxicidade. Assim, € importante destacar que o estudo da subfamilia Polistinae,

sobretudo, o género Polybia, se faz relevante, pois abrange espécies que sdo



consideradas importantes para o entendimento da evolucdo 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 bioldgicos ou até mesmo
evolutivos da subfamilia, visto a importancia dos compostos cuticulares e da pegonha

NESSe Processo.

Revisdo Bibliografica

Vespas sociais
As vespas sociais pertencem a ordem Hymenoptera que é dividida em duas

subordens: Symphyta e Apocrita, 0 Symphyta tém abdome séssil, trocanter ditroco, asas
com nervacdo complexa, ovipositor serreado, larvas eruciformes e fitéfagas, enquanto
que Apocrita possui abdome livre ou pedunculado, trocanter simples ou ditroco, asas
com nervacao simples, ovipositor estiliforme e larvas dpodas (GALLO et al., 2002;
RAFAEL et al., 2012). Outra caracteristica importante da subordem Apocrita € que
além de ser o grupo mais recente na histéria evolutiva da ordem Hymenoptera é o grupo
que tem sido historicamente dividido em Parasitica e Aculeata (GRIMALDI & ENGEL,
2005; SHARKEY, 2007; RAFAEL et al., 2012).

A principal caracteristica dos Aculeata que os difere dos outros € a modificacao
do ovipositor das fémeas em um aparelho que injeta peconha (MACLINTAL &
STARR, 1996). O aparelho ferroador é formado por duas partes funcionalmente
diferentes: a porcdo glandular, onde a peconha e outras substancias sdo produzidas, e a
porcdo motora, onde estruturas quitinosas e musculares atuam conjuntamente na
protrusdo do ferrdo, ejetando a peconha (SILVA & NOLL, 2006), cuja funcdo priméria
¢ a captura da presa, contudo, se tornou um eficiente e importante meio de defesa,
principalmente em espécies sociais (GRIMALDI & ENGEL, 2005).

Dentro do grupo Aculeata esta a familia Vespidae, dividida em seis subfamilias:
Euparagiinae, Masarinae, Eumeninae, Stenogastrinae, Vespinae e Polistinae, entretanto
apenas as trés ultimas subfamilias possuem representantes de espécies de vespas
eussociais (RAFAEL et al., 2012). Vespas da subfamilia Polistinae constroem seus
ninhos com fibras vegetais e tricomas de plantas, que sdo macerados e misturados com
agua e, em alguns casos, com secrecdo glandular e barro (JEANNE, 1975; WENZEL,
1998), assim sdo também conhecidas como vespas papel. As coldnias dessas vespas

podem permanecer ativas por muitos anos, e apresentam varias camadas de células de



cria sobrepostas abrigando milhdes de células envoltas por um involucro
(CARPENTER & MARQUES, 2001; SOUZA & ZANUNCIO, 2012).

Dentro da subfamilia Polistinae temos o género Polybia, com 58 espécies
descritas, distribuidas em 11 subgéneros (RICHARDS, 1978; CARPENTER &
MARQUES, 2001). Esse é um género que possui um variado grupo de espécies,
diferindo desde a estrutura e arquitetura de seus ninhos, quanto na biologia de suas
espécies, alguns estudos relatam que esse grupo possui tanto espécies com e sem
diferencas morfologicas entre as castas (RICHARDS & RICHARDS, 1951,
RICHARDS, 1978; NOLL & ZUCCHI, 2000; NOLL et al., 2004; NOLL & WENZEL,
2008).

Polybia sericea (Olivier) (Fig. 1) é uma espécie de fundagdo por enxameagem
que constroem seus ninhos geralmente globosos, comumente construido em ramos de
arvores, e o tamanho da colénia pode variar de alguns a milhares de individuos, além de
ser amplamente distribuido em toda a Ameérica do Sul, especialmente no Brasil
(RICHARDS, 1978).

Fonte: Soares, E. R. P. 2017

Figura 1. Fémea de Polybia sericea (Olivier).



Hidrocarbonetos cuticulares em Vespas sociais
As colbnias de vespas sociais funcionam como sistemas fechados, sendo

consideradas sistemas biolégicos complexos e estruturados devido as numerosas
interacdes entre seus membros (GREENE, 2010). Essas colonias podem conter desde
dezenas até milhdes de individuos sendo entdo coordenadas de modo a funcionarem
como unidades ecoldgicas coesas (BOURKE, 1999; BILLEN, 2006).

Assim se faz necessario que exista um tipo eficiente de comunicacdo entre 0s
companheiros de ninho. A comunicagédo entre os membros de uma colonia pode ocorrer
por meio de diversos canais sensoriais, como visuais, acusticos, tateis, magnéticos e,
sobretudo, quimicos (BILLEN, 2006). A comunicacdo quimica, € vantajosa em relacédo
as demais por permitir que a transmissdo dessas informagdes ocorra de forma rapida e
eficiente em diversas condigdes (ZAHAVI, 2008; RICHARD & HUNT, 2013). Os
compostos quimicos que conduzem algum tipo de informacdo podem ser denominados
semioquimicos ou infoquimicos (VILELA & DELLA LUCIA, 2001) e sdo divididos, de
acordo com a sua atuacdo, ou seja, aqueles que estdo envolvidos na comunicagédo
intraespecifica sdo chamados de feromonios e aqueles que atuam durante interacGes
interespecificas sdo conhecidos como aleloquimicos (BILLEN 2006; LE CONTE &
HEFETZ, 2008; RICHARD & HUNT, 2013).

Para os insetos sociais os feromonios sdo de suma importancia, pois estdo
envolvidos nas atividades relacionadas a manutencao da coeséo entre membros de suas
colbnias (BILLEN & MORGAN, 1998). Estes compostos séo classificados em dois
tipos: leves e volateis que sdo secretadas por glandulas e aqueles mais pesados, de
cadeias de hidrocarbonetos que sdo encontradas na cuticula (HOWARD, 1993).

A presenca desses compostos quimicos, sobretudo, os Hidrocarbonetos
cuticulares (HCs) sdo especialmente importantes para mediar respostas
comportamentais das vespas sociais perante suas companheiras de ninho (LORENZI et
al., 1997; TANNURE-NASCIMENTO et al., 2005; MURAKAMI et al., 2009). No
entanto, sua funcdo priméaria é atuar como uma barreira para difusdo de umidade,
formando uma camada cerosa na cuticula do inseto para manter o equilibrio hidrico e,
assim evitar a dessecagdo (HOWARD & BLOMQUIST, 1982; LOCKEY, 1988), além
de atuar também como barreira contra a infec¢do por microorganismos, sendo essenciais
para a sobrevivéncia dos insetos (BLOMQUIST et al., 1987; PROVOST et al., 2008).

Esses sinais quimicos sdo tipicamente volateis e podem ser constituidos por um

unico componente ativo ou um complexo de substancias produzidas em uma ou mais



glandulas exocrinas (BILLEN & MORGAN, 1998; BILLEN, 2006). Estes compostos
sdo utilizados no reconhecimento de coespecificos, e sua composi¢cdo pode ser
determinada tanto por componentes genéticos (RATNIEKS, 1991; PAGE et al., 1991)
quanto por fatores ambientais (RATNIEKS, 1991; GAMBOA, 1996). Os ambientais
seriam aqueles adquiridos pelos individuos a partir das condi¢cdes ambientais em que
estd exposto, como alimento e material levado para o ninho, e os genéticos estdo
relacionados a fatores genéticos (GAMBOA et al., 1986).

Os HCs sdo formados basicamente de hidrogénio e carbono e sdo parte
constituinte da camada lipidica que recobre a cuticula dos insetos (LOCKEY, 1988) e
apresentam um importante papel como mediadores na comunicacdo quimica
(BLOMQUIST, 2010). Esses compostos atuam como feromonios de contato,
conferindo uma assinatura quimica especifica ao individuo que permite a identificacdo
de individuos coespecificos de modo que a estrutura hierarquica da coldnia seja mantida
(PROVOST et al., 2008). Estes HCs podem ser divididos em diferentes classes de
compostos, dentre eles estdo os alcanos lineares, considerados por alguns autores como
0S mais importantes para evitar dessecacdo (GIBBS, 1998; HEFETZ, 2007; MENZEL
et al., 2017), enquanto os alcanos ramificados, alcenos e alcadienos sdo considerados
mais eficazes para sinalizacdo quimica (BONAVITA-COUGOURDAN et al., 1991;
DANI et al., 1996, 2001; HEFETZ, 2007; MURAKAMI et al., 2015).

Contudo, Lorenzi et al. (2004) sugerem gue os alcanos lineares também atuam
na sinalizacdo durante as interacGes comportamentais, sendo importantes para
reconhecimento em vespas jovens de Polistes dominula. Além disso, alguns estudos
mostram que alcenos e alcanos ramificados devem estar envolvidos tanto na resisténcia
a dessecacdo quanto na comunicacdo quimica (CHUNG & CARROLL, 2015). Essa
dupla funcdo dos HCs ja foi relatada em outros estudos (GIBBS, 1998; GIBBS, 2007;
CHOWN et al., 2011; CHUNG & CARROLL, 2015; BOULAY et al., 2017). Ademais,
Le Conte & Hefetz (2008), evidenciam em sua revisdo sobre himendpteros sociais, que
0s HCs possuem um papel multiface, discutindo que um mesmo composto quimico
pode exercer varias fun¢des ao mesmo tempo.

A funcdo dos HCs como mediadores de interacfes é permitir a identificacdo de
co-especificos (PROVOST et al., 2008). Neste sentido, estes compostos podem variar
significativamente entre colonias (TANNURE-NASCIMENTO et al., 2007; SOARES

et al., 2017) e, mesmo entre membros de uma mesma col6nia (DAPPORTO et al., 2004;
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TANNURE-NASCIMENTO et al.,, 2007; ANTONIALLI-JUNIOR et al., 2007,
SOARES et al., 2017).

O perfil quimico de cada individuo carrega informacdes sobre sua idade, sexo,
linhagem, casta, fertilidade, status fisiologico, grupo funcional, entre outras (LORENZI
et al., 1996; PROVOST et al., 2008) e o conjunto de perfis quimicos dos membros de
uma colonia forma uma assinatura quimica colonial ou “odor” caracteristico da colonia.
O odor colonial é provavelmente adquirido poucas horas apds a emergéncia de um
imago, pelo contato com o material do ninho e outros membros da colénia (ESPELIE &
HERMANN, 1990; SINGER & ESPELIE, 1992, 1997; SINGER et al., 1998) e é usado
como modelo de comparacgao no processo de reconhecimento entre companheiros e néo-
companheiros de ninho (D’ETTORRE & LENOIR, 2010; STURGIS & GORDON,
2012).

Segundo Van Zweden & D’ettorre (2010), a capacidade de reconhecer e
discriminar individuos a partir de sua assinatura quimica é amplamente difundida entre
0s insetos sociais. Esta capacidade consiste na deteccdo de sinais quimicos e na
comparacdo desses sinais com um modelo desencadeando uma resposta
comportamental. Assim, a atividade total de uma col6nia em um dado momento € o
reflexo das interagdes entre todos 0s seus membros, reguladas por trocas de informacoes
baseadas principalmente em sinais quimicos (GREENE & GORDON, 2003), com isso,
informacBes como o tipo de tarefa que uma operaria executa na colénia ou 0 grupo ao
qual pertence, podem estar contidas no seu perfil quimico.

Em vespas sociais, 0s estudos de comunicagdo quimica estdo focados em alguns
aspectos da atividade da coldnia, como os feromonios envolvidos no comportamento de
alarme e defesa, marcacdo de substrato e trilha para enxameio, reconhecimento
intracolonial, feromonios sexuais e feromonios relacionados a dominéncia e status
social (LANDOLT et al., 1998, BRUSCHINI et al., 2010). Portanto, os HCs sé&o
importantes compostos envolvidos na comunicagdo quimica atuando no reconhecimento
intra e interespecificos (MONNIN, 2006; BLOMQUIST & BAGNERES, 2010).

Peconha em vespas sociais
Na ordem Hymenoptera, da qual as vespas sociais fazem parte, estes insetos

tiveram uma evolucgdo do ovipositor em aparelho ferroador, que inclui um mecanismo
de producdo e injecio de peconha (WHITMAN et al., 1990; BRANDAO, 1999).

Segundo Cassier et al. (1994) esta estrutura é composta de modo geral, por uma porgéo
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secretora formada pela glandula de peconha e glandula convoluta, além de um saco de
armazenamento e um ferrdo. As vespas sociais, assim como abelhas sociais e todas as
formigas s&o incluidas na ordem Hymenoptera, que abrange mais de 150 mil espécies
(GULAN & CRANSTON, 2017). Estas espécies sociais apresentam um nivel de
organizacdo comportamental e para manter essa coesdo nas col6nias existe divisao de
trabalho e mecanismos de captura de presa e defesa da coldnia que sdo extremamente
eficientes (WILSON, 1971).

As vespas estdo logo abaixo das abelhas no ranking em estudos com peconha,
isso se deve ao fato de algumas espécies apresentarem efeitos alergénicos considerados
graves em acidentes com humanos, tornando o conhecimento desse mecanismo
importante para prevencdo de acidentes, além de abrir possibilidades a descoberta de
novos farmacos. Peconha de vespas € altamente tdxica, rica em enzimas, aminas
biogénicas e peptideos biologicamente ativos (HABERMANN, 1972; NAKAJIMA,
1986), com acdo neurotdxica, analgésica, citotoxica, hemolitica, hemorragica e
atividade farmacoldgica alergénica (HO & KO, 1998; MORTARI et al., 2005; ARCURI
et al., 2016). Além disso, os produtos naturais constituem importante fonte de agentes
terapéuticos (GUO, 2016) e, dentre estes recursos, a peconha pode apresentar
substancias com propriedades antitumorais (KING, 2011; HARVEY, 2014).

A pegonha de inseto melhor caracterizada ainda é a de Apis mellifera (WOOD &
HOFFMAN, 1983; LIMA & BROCHETTO-BRAGA, 2003; GEORGIEVA et al., 2010;
SCIANI et al., 2010; BRIGATTE et al., 2011), no entanto, pesquisas importantes com a
peconha de vespas sociais também foram realizadas, como a analise protedmica da
peconha da vespa Polybia paulista (SANTOS et al., 2010) que contribuiu como passo
inicial para o estudo recente de Leite et al. (2015), no qual concluiram que o peptideo
denominado Polybia-MP1 da peconha desta espécie, apds isolado, apresentou atividade
anticarcinogénica.

Além disso, Yashad Dongol et al. (2014), relatam as propriedades
farmacolodgicas e imunoldgicas da pegonha das vespas, discutindo aspectos causados
pela ferroada, bem como o tratamento que deve ser utilizado no caso de reagOes
alérgicas. Dentre as propriedades farmacoldgicas citadas temos a imunossupressao, a
imunoestimulacdo além da inducéo de morte celular.

S&@o0 muitas as atividades biologicas ja encontradas na peconha de vespas: acdo
inseticida; antimicrobiana, como os peptideos dominulina A e B identificados na
peconha de Polistes dominula (TURILLAZZI et al., 2006). Efeitos anticonvulsivantes
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foram observados na peconha de Polybia occidentalis (MORTARI et al., 2007). Alem
disso, a atividade antimicrobiana da peconha ja foi relatada em algumas espécies de
vespas, tais como: Protonectarina sylveirae (DOHTSU et al., 1993), Vespa basalis
(PARK et al., 1995) e a vespa Agelaia pallipes pallipes (MENDES et al., 2004). Além
disso, Mortari et al. (2005) compararam o potencial de citotoxicidade de trés espécies de
vespas neotropicais brasileiras do género Polybia: P. ignobilis, P. occidentalis e P.
paulista.

No entanto, apesar das pesquisas promissoras ja realizadas com vespas sociais,
segundo Santos et al. (2007), existem quase 500 espécies de vespas sociais no Brasil,
das quais pouco se sabe sobre a bioquimica, farmacologia e imunologia de sua pegonha.
Dentre os entraves relacionados a investigacdo de novas substancias bioativas a partir da
peconha destes insetos, destaca-se principalmente a dificuldade de se obter esse material
em quantidade suficiente, uma vez que € limitado o volume destas substancias extraida
de um Unico individuo (FOX et al., 2012; PLUZHNIKQV et al., 2014).

Outro desafio estd relacionado a mutagenicidade, genotoxicidade e
citotoxicidade deste produto natural, que pode ser um fator limitante para sua aplicacédo
terapéutica (SIMOES et al., 2016). Neste aspecto, estudos que avaliem a peconha
quanto sua atuacdo sobre a instabilidade genética e a citotoxicidade sobre modelos
biolégicos sdo relevantes para pesquisas mais aplicadas, como o estudo de novos
agentes terapéuticos.

Entre os testes alternativos para a avaliacdo da mutagenicidade e citotoxicidade,
estdo o teste de Ames, que é sensivel a agentes mutagénicos e citotoxicos e, manifesta
sua resposta baseado na inducdo de mutacdes reversas empregando bactérias
auxotroficas para histidina (his-), que na presenca de agentes mutagénicos reverte seu
carater de auxotrofia e passa a formar colénias em meio desprovido desse aminoacido
(ZEIGER, 2001; VARELLA et al.,, 2004); o teste sobre o microcrustdceo Artemia
salina, que ¢ um modelo sensivel para avaliagdo da citotoxicidade e determinacdo da
dose letal para 50% dos individuos (DLso) (MEYER et al., 1982), dado que se
correlaciona com a razdo entre a dose toxica e a dose capaz de produzir a resposta
terapéutica desejada (MELLO et al., 2004).

Além disso, hd o ensaio de viabilidade celular, pela técnica do MTT, o teste
MTT é um ensaio de citotoxicidade no qual é medida a viabilidade celular. Este teste
baseia-se na capacidade das células viaveis em converter o sal MTT (Brometo de Tiazol

Azul Thyazolyl). Este sal € solvel na dgua e é convertido, pelas células viaveis, em um
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sal insoltvel de coloracdo purpura. Este produto ndo pode atravessar as membranas
celulares de ceélulas vidveis e, portanto, se acumula em seu interior (FOTAKIS &
TIMBRELL, 2006).

Objetivo Geral
Avaliar a composicdo e variagdo dos mediadores quimicos de interacdes

intraespecificas, além da atividade biologica da peconha na espécie de vespa

social Polybia sericea.

Hipoteses

- Tanto o perfil quimico cuticular dos membros das col6nias, quanto o perfil quimico do
material de construcdo do ninho, podem ser usados como ferramentas complementares
para avaliar diferencgas populacionais;

- A composicao dos hidrocarbonetos cuticulares varia de acordo com a idade relativa,
status fisioldgico e entre as diferentes partes do corpo das fémeas podendo atuar como
mediadores nas interag¢fes intracoloniais.

- As atividades bioldgicas da peconha podem ser diferentes na auséncia e na presenca de
inibidor de protease, uma vez que na sua auséncia pode haver degradagéo de substancias

podendo apresentar diferentes respostas.
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Resumo: A comunicagdo quimica é fundamental para manter a coesdo das
colbnias de insetos sociais e neste processo de comunicagdo os hidrocarbonetos
cuticulares tém recebido destaque, uma vez que atuam como sinais trocados durante as
interacdes entre membros da mesma colénia. Contudo, ainda sdo poucos os estudos que
investigaram a variagdo intraespecifica numa vespa social Neotropical, especialmente
da tribo Epiponini. Portanto, este estudo avaliou a variacdo intraespecifica de
hidrocarbonetos cuticulares e do material de construcdo do ninho em funcdo do que
podem sinalizar em colbnias da espécie Polybia sericea, testando as seguintes
hipoteses: a) Que o perfil quimico cuticular dos membros das colénias e do material do
ninho podem ser usados como ferramentas complementares para avaliar diferencas
populacionais; e b) A composi¢do quimica cuticular varia de acordo com a idade
relativa, status fisioldgico e entre diferentes partes do corpo das fémeas, podendo atuar
como mediadores nas interacdes coloniais. As amostras foram coletadas de trés
diferentes populagbes e os compostos foram analisados por Cromatografia Gasosa
Acoplada & Espectometria de Massas. Os resultados confirmam as hipdteses e, mostram
também que os alcanos lineares sdo mais numerosos e abundantes nas amostras desta
espécie, podendo atuar em conjunto com os alcanos ramificados e outros compostos
tanto para promover a impermeabilizacdo e prote¢do quanto servir como sinais durante
as interacOes intracoloniais. Esses resultados divergem do padrdo comum descrito em
outras vespas sociais, estudadas até 0 momento.

Palavras chave: Desenvolvimento ovariano, hidrocarbonetos cuticulares, idade

relativa, ninho.
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Chemical mediators of intraspecific interactions
In the eussocial wasp Polybia sericea (Vespidae:

Polistinae)

Abstract: Chemical communication is fundamental to maintain the cohesion of the
colonies of social insects and in this communication process cuticular hydrocarbons
have been highlighted, since they act as signals exchanged during the interactions
among members of the same colony. However, few studies have investigated
intraspecific variation in a Neotropical social wasp, especially the Epiponini tribe.
Therefore, this study evaluated the intraspecific variation of cuticular hydrocarbons and
nest material depending on what they can signal in colonies of the species Polybia
sericea, testing the following hypotheses: a) That the cuticular chemical profile of
members of the colonies, and the nest material can be used as complementary tools to
assess population differences; and b) The cuticular chemical composition varies
according to the relative age, physiological status and between different parts of the
female body, being able to act as mediators in the colonial interactions. Samples were
collected from three different populations and the compounds were analyzed by Gas
Chromatography Coupled to Mass Spectrometry. The results confirm the hypotheses
and also show that linear alkanes are more numerous and abundant in the samples of
this species and can act together with branched alkanes and other compounds both to
promote waterproofing and protection as well as to serve as signals during intracolonic
interactions. These results diverge from the common pattern described in other social

wasps studied so far.

Key words: Ovarian development, cuticular hydrocarbons, relative age, nest
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Introducéo
As coldnias de vespas sociais, bem como, outros grupos de insetos sociais

funcionam como unidades altamente integradas e para isso precisam manter sua
organizagdo durante suas interagOes entre companheiras de ninho. Neste contexto, a
comunicacdo entre os membros de uma col6nia pode ocorrer por diversos canais
sensoriais, como visuais, acusticos, tateis, magnéticos e quimicos (Billen 2006). A
comunicacdo quimica é comumente mais utilizada por estes insetos, na qual diversos
compostos podem mediar diferentes interagdes comportamentais (Blomquist e Bagneres
2010; Matthews e Matthews 2010).

Os compostos quimicos que conduzem algum tipo de informacdo podem ser
denominados semioquimicos ou infoquimicos (Vilela e Della Lucia 2001) e sdo
divididos de acordo com a sua atuagdo, ou seja, aqueles que estdo envolvidos na
comunicacdo intraespecifica sdo chamados de feromdnios e aqueles que atuam durante
interacdes interespecificas sdo conhecidos como aleloguimicos (Billen 2006; Le Conte e
Hefetz 2008; Richard e Hunt 2013). Para os insetos sociais os feromonios sdo de suma
importancia, pois estdo envolvidos nas atividades relacionadas a manutencgdo da coeséo
entre membros de suas colbnias (Billen e Morgan 1998). Estes compostos s&o
classificados em dois tipos: substancias leves e volateis que sdo secretadas por
glandulas e substancias mais pesadas, de cadeias de hidrocarbonetos que sdo
encontradas na cuticula (Howard 1993).

A presenca desses compostos quimicos, sobretudo, os hidrocarbonetos
cuticulares (HCs) sdo especialmente importantes para mediar respostas
comportamentais das vespas sociais perante suas companheiras de ninho (Lorenzi et al.
1997; Tannure-Nascimento et al. 2005; Murakami et al. 2009). No entanto, sua funcao
primaria é atuar como uma barreira para difusdo de umidade, formando uma camada
cerosa na cuticula do inseto para manter o equilibrio hidrico e, assim evitar a dessecacéo
(Howard e Blomquist 1982; Lockey 1988), além de atuar como barreira contra a
infeccdo por microorganismos, sendo, portanto, essenciais para sua sobrevivéncia
(Blomquist et al. 1987; Provost et al. 2008).

Estes HCs podem ser divididos em diferentes classes de compostos, dentre eles
estdo os alcanos lineares, considerados por alguns autores como 0s mais importantes
para evitar dessecacdo (Gibbs 1998; Hefetz 2007; Menzel et al. 2017), enquanto 0s
alcanos ramificados, alcenos e alcadienos sdo considerados mais eficazes para

sinalizacdo quimica (Bonavita-Cougourdan et al. 1991; Dani et al. 1996, 2001; Hefetz



30

2007; Murakami et al. 2015). Contudo, Lorenzi et al. (2004) sugerem que os alcanos
lineares também atuam na sinalizacdo durante as interagdes comportamentais, sendo
importantes para reconhecimento em vespas jovens de Polistes dominula. De fato,
Michelutti et al. (2018) também sugerem que alcanos lineares agem como ferramenta
para avaliar diferencas intraespecificas em vespas sociais. Alem disso, alguns estudos
mostram que alcenos e alcanos ramificados devem estar envolvidos tanto na resisténcia
a dessecacdo quanto na comunicagdo quimica (Chung e Carroll, 2015), atuando com
dupla funcdo (Gibbs 1998; Gibbs 2007; Chown et al. 2011; Chung e Carroll 2015;
Boulay et al. 2017). Ademais, Le Conte e Hefetz (2008) evidenciam em sua revisdo de
himenopteros sociais que os HCs possuem um papel multiface, discutindo que um
mesmo composto quimico pode exercer varios papéis.

A funcdo dos HCs como mediadores de interacBes, denominados também de
feromonios de contato é permitir a identificacdo de coespecificos (Provost et al. 2008)
atuando, como uma assinatura quimica especifica do individuo. Assim, estes compostos
podem variar significativamente entre coldnias (Tannure-Nascimento et al. 2007; Soares
et al. 2017) e membros de uma mesma colénia (Dapporto et al. 2004; Tannure-
Nascimento et al. 2007; Antonialli-Junior et al. 2007; Soares et al. 2017).

O papel dos HCs como mediadores das interagcdes em coldnias de vespas sociais
fica mais claro quando constatamos que estes compostos variam entre os membros de
uma col6nia (Liang e Silverman 2000 e Bruschini et al. 2011) em funcéo da fisiologia
(Sledge et al. 2001; Monnin 2006; 1zzo et al. 2010; Torres et al. 2014; Soares et al.
2014), idade (Cuvillier-Hot 2001; Panek et al. 2001) e até mesmo entre as diferentes
partes de seu corpo (Wang et al. 2016).

Vérios estudos tém demonstrado, ainda, que a composicdo quimica dos
membros das colonias e dos seus ninhos apresentam forte relacdo e, em conjunto
formam a assinatura quimica colonial (Espelie e Hermann 1990; Espelie et al. 1990;
Singer e Espelie 1997). Alguns compostos quimicos séo especificos de cada col6nia e
sdo utilizados como mediadores de interaces (Murakami et al. 2015), além de variarem
de forma significativa entre diferentes col6nias, devem variar também de acordo com a
populacdo (Bonelli et al. 2015) ja que s&o influenciados por fatores tanto genéticos
como ambientais (Liang e Silverman 2000; Khidr et al. 2013). Portanto, os HCs tém
potencial para serem usados como ferramenta biogeografica (Dapporto et al. 2004;
Calderon-Ferndndez et al. 2005; Soares et al. 2017) de modo avaliar como as diferencas

populacionais entre colénias de uma mesma espécie pode evoluir.
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No entanto, apesar da destacada importancia dos HCs e de outros compostos
encontrados no material de seus ninhos como sinais intraespecificos ainda existem
poucos estudos que investigaram essas variacoes em vespas sociais Neotropicais,
sobretudo, em espécies de fundacdo por enxameagem, uma vez que constroem seus
ninhos protegidos por envelope como é o caso do género Polybia e outras espécies de
Epiponini. As colbnias dessas espécies sdo numerosas dificultando, por exemplo, 0s
estudos do status fisioldgico ja estudado em Parachartergus smithii (Mateus et al.
1997), Pseudopolybia vespiceps (Shima et al. 1998), Chartergellus communis (Mateus
et al. 1999), Brachygastra lecheguana (Shima et al. 2000), Parachartergus fraternus
(Mateus et al. 2004) e Protopolybia chartegoides (Felippotti et al. 2007). Além disso,
nesses estudos o status fisiologico é correlacionado com a morfologia e ndo com a
composicao quimica cuticular.

Diante do exposto acima, este estudo testou as seguintes hipdteses: a) Tanto o
perfil quimico cuticular dos membros das coldnias, quanto o perfil quimico do material
de construgdo do ninho, podem ser usados como ferramentas complementares para
avaliar diferencas populacionais; e b) A composi¢do quimica cuticular varia de acordo
com a idade relativa, status fisiologico e entre as diferentes partes do corpo das fémeas

podendo atuar como mediadores nas interagdes intracoloniais.

Material e Métodos

Coletas
Foram coletadas seis col6nias da espécie Polybia sericea, duas no municipio de

Dourados (22°11'50.67" S; 54°56'10.64" W) (Populacdo 1), duas em Miranda (20° 14
26" S; 56° 22' 42" W) (Populacédo 2), ambos no estado do Mato Grosso do Sul e duas no
municipio de Castilho (20° 52' 20" S; 51° 29' 15" W) (Populacdo 3), no estado de Sao
Paulo, Brasil. A distancia em linha reta entre as populacdes 1 e 2 € de 275,33 km, entre
a populacdo 1 e 3 é de 375,56 km e entre a populacdo 2 e 3 é de 515,63 km (Fig. 1).
Apbs as coletas, todos os individuos adultos foram eutanasiadas por congelamento, ja
gue o uso de qualquer tipo de fixador ou conservante quimico poderia reagir com 0s

compostos da cuticula, podendo alterar sua composigéo.



32

Obtencdo das amostras para avaliar as diferencas entre a composicdo quimica
cuticular em funcéo do status fisioldgico, idade relativa, e das diferentes partes do
corpo.

Para comparar a composi¢do quimica cuticular em funcéo do status fisiologico,
todas as fémeas de cada colonia tiveram seu grau de desenvolvimento ovariano
avaliado. Para isso, o0s gasteres de todas as fémeas foram dissecados sob
estereomicroscopio modelo Leica S6d acoplado a uma ocular micrométrica. O grau de
desenvolvimento ovariano foi categorizado em 3 tipos seguindo os parametros descritos
por Soares et al. (2014): rainhas, operarias 1 e operarias 2. Uma vez que foram
encontradas 14 fémeas categorizadas como rainhas, 0 nimero de amostras de operarias
1 e operérias 2 foi padronizado também em 14 para as analises de sua composi¢cdo
quimica cuticular.

Para analise da composi¢do quimica da cuticula, em funcdo de sua idade, foram
utilizadas amostras de cinco operarias de cada idade, de cada col6nia, totalizando 30
amostras de cada categoria de fémeas. A idade relativa foi determinada pela taxa de
pigmentacdo do apodema, uma vez que segundo Richards (1971) e West-Eberhard
(1973) a maior pigmentacdo indica uma progressao na idade de individuos jovens
(coloracdo clara) para fémeas mais velhas (coloracdo escura). Dessa forma, as fémeas
foram categorizadas em trés grupos: a) jovens: apodema de coloracdo amarela; b)
intermediéarias: ap6dema de coloracdo marrom; e ¢) velhas: apédema de coloragéo preta.

Para analise das diferencas entre a composicdo quimica da cuticula das
diferentes partes do corpo foram utilizadas amostras de dez cabecas, dez torax, dez
pares de asas, dez gasteres e dez pares de pernas de operarias categorizadas como
fémeas velhas de uma colonia de cada populagdo. A extracdo dos HCs da cabeca e
antenas foi realizada conjuntamente, para este fim, foram feitas analises prévias com
extracdo de cabeca e antenas separadamente confirmando que ndo haveria diferencas

estatisticamente significativas entre a composi¢do dessas partes.

Obtencéo das amostras para avaliar as diferencas entre a composi¢éo quimica dos
membros das col6nias e do material de construgdo de seus ninhos em funcéo da
populacéo.

Para avaliar as diferencas entre as amostras das populacdes foi padronizado o
uso somente de operéarias velhas de acordo com a coloragdo do apddema e sem
desenvolvimento ovariano, segundo categorizacdo de Soares et al. (2014). Foram

avaliadas as cuticulas de 10 operarias de cada coldnia.
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Para analise dos HCs do material de contru¢do dos ninhos foram extraidos de
cada ninho pedacos de 0, 025 g da regido interna (células) e 0,025 g da regido externa
(envelope). A massa de cada ninho foi definida apos testes prévios com objetivo de
determinar o melhor nivel de deteccdo dos compostos no cromatograma. Para cada

ninho foram realizadas 5 amostras, totalizando 10 amostras para cada populacao.

Extracdo dos compostos cuticulares, do material de construcdo do ninho e andlise
por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectometria de Massas (CG-EM)

Para extracdo dos compostos cuticulares cada amostra (de fémeas, partes de seu
corpo e material do ninho) foram mergulhados durante 2 minutos em 2 ml de hexano
(Vetec, grau HPLC). Apds a extracdo dos compostos cada amostra foi seca em capela
de exaustdo e armazenada em freezer a -20 °C até o momento da analise no
cromatografo a gas.

As amostras secas foram solubilizadas em 400 ul de hexano e as analises foram
realizadas no cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM),
(SHIMADZU, modelo GCMS-QP 2010) equipado com uma coluna DB5-MS (30.0 m
de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura de filme),
rampa de aquecimento com temperatura inicial de 150 °C alcancando 280 °C a 3 °C
min e permanecendo na temperatura final por 25 minutos. O hélio (99,999 %) foi
empregado como gas de arraste em um fluxo de 1 ml min e as injecGes foram de 1 pl
no modo splitless. As temperaturas do injetor, detector e da linha de transferéncia foram
250 °C, 250 °C e 290 °C, respectivamente. Os parametros de varredura do
espectrOmetro de massas incluiram voltagem de ionizacdo de impacto de elétron de 70
eV, na faixa de massa de 40 a 600 m/z e com intervalo de varredura de 0.3 s.

Para identificacdo dos compostos foram utilizados os indices de retencdo
calculados (Van den Dool e Kratz, 1963) empregando uma série de alcanos lineares, a
biblioteca do equipamento (NIST21 e WILEY229) e analise dos espectros de massas.
Ainda foram utilizados padrdes dos alcanos lineares (Cg-Cao, Sigma Aldrich) para
auxiliarem na identificacdo dos compostos, analisados nas mesmas condicdes.

A é&rea do pico de cada composto foi determinada por integracdo manual de cada
cromatograma de ions totais (T1C). Em seguida todas as areas foram transformadas em
areas percentuais relativas. Os compostos representados nas tabelas sdo somente aqueles

com areas percentuais > 0.1, determinados como compostos majoritarios.
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Anélises estatisticas
Para avaliar se existiam diferencas significativas entre a composi¢do de HCs dos

diferentes grupos de amostras (status fisioldgico, idade relativa, partes do corpo e
populacdo) foram aplicadas analises de funcdo discriminante utilizando os valores
percentuais de cada composto calculado a partir das &reas dos picos obtidos em cada
cromatograma. O valor de Wilks lambda foi utilizado para indicar a separacdo dos
grupos analisados (Quinn e Keough 2002), no qual valores préximos a zero indicam que
0s grupos séo diferentes entre si, enquanto valores proximos a um indicam sobreposi¢édo
dos grupos e, inexisténcia de diferenca significativa entre eles. Além disso, foi utilizado
o0 valor de p < 0,05 para indicagéo de diferencas significativas.

Resultados
Em todas as amostras analisadas foram identificados os compostos das classes

quimicas em ordem decrescente de abundancia e numero: alcanos lineares, alcanos
ramificados e alcenos. Os alcanos lineares correspondem a mais de 90% da area total
dos picos em todas as amostras (Tabs. 1 e 2). Entre os compostos majoritarios, trés
alcanos lineares sdo consistentemente mais abundantes, tricosano (n-Cz3), pentacosano
(n-Czs) e heptacosano (n-Cz7).

Nas amostras das fémeas com diferentes status fisioldgicos foram detectados 64
compostos cuticulares, dos quais 36 (56,25%) foram identificados, e destes, 17 séo
compartilhados entre a cuticula das trés categorias de fémeas. Os alcanos lineares foram
0s mais abundantes tanto em nimeros guanto em proporcao relativa nas amostras de
todas as fémeas analisadas. Nas amostras de fémeas sem nenhum grau de
desenvolvimento ovariano (operarias 1) ha trés compostos exclusivos: 7- pentacoseno,
2-metil-hexacosano e tritriacontano, enquanto as amostras de fémeas com
desenvolvimento ovariano (operarias 2 e rainhas) somente o composto 9-metil-
heneicosano é exclusivo enquanto compartilham todos 0s outros compostos.

A andlise discriminante demonstra que ha diferencas significativas entre as
amostras das trés categorias de fémeas com Wilks’Lambda= 0,004; F=14,342; p<0,001,
no qual a primeira raiz canénica explicou 98,7% dos resultados e a segunda 1,3 %,
portanto, juntas explicam 100% dos resultados (Fig. 2). Os compostos mais importantes
para separacdo destes grupos foram os alcanos lineares octadecano, tricosano,

pentacosano, hexacosano, heptacosano.
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Nas amostras de fémeas jovens, intermediarias e velhas foram detectados 64
compostos e nenhum foi exclusivo de amostras de uma dada categoria de fémeas.
Destes compostos, 37 (57,81%) foram identificados, sendo os alcanos lineares mais
numerosos e abundantes (Tab. 1).

A analise discriminante demonstra que ha diferencas significativas entre a
composicdo quimica cuticular das fémeas de diferentes idades relativas Wilks’Lambda=
0,441; F= 3,995; p<0,001 (Fig. 3). A primeira raiz canbnica explicou 92% dos
resultados e a segunda 7%, portanto, juntas explicam 99% dos resultados. Os compostos
mais importantes para separacdo do grupo foram: os alcanos lineares eicosano,
docosano, tricosano, tetracosano, pentacosano, heptacosano e os alcanos ramificados x-
metildocosano, x- metiltetracosano, 10, 12, 14 - metiloctacosano e 2 metiloctacosano.

Nas amostras das diferentes partes do corpo das fémeas foram detectados 62
compostos dos quais 37 (59,68 %) foram identificados. Destes, 22 sdo compartilhados
por todas as amostras. O composto tritriacontano foi detectado apenas na cabeca,
enquanto o composto hentriacontano apenas nas pernas (Tab. 2). As demais partes do
corpo nao apresentaram compostos exclusivos. Os alcanos lineares foram mais
abundantes tanto em nimero quanto proporcao relativa em todas as amostras (Fig. 4). A
andlise discriminante demonstra que ha diferencgas significativas entre a composicao
cuticular das diferentes partes do corpo, Wilks’Lambda= 0,051; F= 2,190; p<0,001 (Fig.
5). A primeira raiz canbnica explicou 90 % dos resultados e a segunda 5 %, portanto,
juntas explicam 95 % dos resultados (Fig. 5). Além disso, dentre os 62 compostos
quimicos detectados apenas 11 ndo foram importantes para a separacdo das partes.

Em todas as amostras das fémeas que representam as trés populagdes foram
detectados 64 compostos. Ndo héa diferencas qualitativas, somente quantitativas (Tab. 1
e Fig. 6- A). Foram identificados 37 compostos (57,81%), sendo os alcanos lineares
mais numerosos e abundantes (Tab. 1). De acordo com a analise discriminante ha
diferencas quantitativas significativas entre as amostras das diferentes populagdes
(Wilks’Lambda= 0,057; F= 7,071; p<0,001 Fig. 6- A). Sete compostos foram mais
importantes para a separagdo dos grupos: x-metildocosano, tricosano, pentacosano,
hexacosano, heptacosano e 10-,12-,14- metiloctacosano, sendo a maioria, alcanos
lineares. A primeira raiz candnica explicou 92,8 % dos resultados e a segunda 7,2 %,
portanto, juntas explicam 100 % dos resultados (Fig. 6- A). Os compostos tricosano,

pentacosano e heptacosano séo 0s mais abundantes.
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Nas amostras do material dos ninhos que representam as trés populacdes foram
detectados 62 compostos e identificados 38 (61%), destes compostos 61 também estéo
presentes na cuticula das fémeas analisadas. Dos compostos identificados, apenas o
composto x-docoseno € exclusivo do material do ninho. Os alcanos lineares também séo
0S compostos mais numerosos e abundantes em todas as amostras (Tab. 1).

A anélise discriminante mostra que ha diferencas significativas entre as amostras
dos ninhos das trés populagdes (Wilks’Lambda= 0,001; F= 76,568; p<0,001 Fig. 6- B).
Onze compostos foram importantes para a separagdo dos grupos: octadecano,
nonadecano, 3 metilnonadecano, x metil-heneicosano, docosano, pentacoseno,
pentacosano, 3 metil-heptacosano, nonacosano, hentriacontano e triacontano, sendo a

maioria alcanos lineares (Tab. 1).

Discusséo
De forma geral os compostos quimicos identificados nas diferentes amostras de

P. sericea variaram de Ci17 a Ca7,sendo que 0s compostos entre Cz4 a Cz7, 580 compostos
minoritarios. Além disso, para a maioria dos grupos analisados as diferencgas entre a
composi¢do quimica foram principalmente quantitativas, sendo mais numerosos e em
maior proporgdo relativa os alcanos lineares, seguidos pelos alcanos ramificados e uma
pequena parcela de alcenos. Os compostos, tricosano (n-Czs), pentacosano (n-Czs) e
heptacosano (n-C»7) foram os mais abundantes em todas as categorias, e portanto,
possuem importante papel como mediadores do reconhecimento em colonias desta
espécie.

A predominancia de alcanos lineares na cuticula de vespas sociais também foi
encontrada por Kelstrup et al. (2014) na cuticula da espécie Polybia micans. Entretanto,
em outras espécies como Polybia occidentalis (Espelie e Hermann 1988),
Parachartergus aztecus (Singer et al. 1998), também espécie de fundacdo por
enxameagem e mesmo em espécies com fundacdo independente como Polistes satan
(Tannure-Nascimeto et al. 2007), Mischocyttarus cassununga (Murakami et al. 2015),
Mischocyttarus consimilis, Mischocyttarus latior e Mischocyttarus bertonii (Soares et
al. 2017), alcanos ramificados sdo predominantes na cuticula. De fato, em muitos
estudos os alcanos ramificados vem sendo considerados os compostos mais importantes
para mediar interacBes de reconhecimento entre colbnias de diferentes espécies de

vespas sociais (Dani et al. 2005; Murakami et al. 2015). Por outro lado, em todas estas
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especies, mesmo ndo sendo predominantes, alguns alcanos lineares também foram
considerados importantes.

Além disso, Lorenzi et al. (2004) avaliaram que os alcanos lineares podem ser
importantes para mediar 0 reconhecimento entre companheiras de ninhos em coldnias
de vespas Polistes mais jovens. Os resultados ajudam a fomentar a ideia de que em ao
menos algumas espécies os alcanos lineares também podem exercer papel significativo
na sinaliza¢&o durante interagdes de companheiras de ninho, como também descrito por
Tannure-Nascimento et al. (2007). Embora outros estudos descrevam os alcanos
ramificados como os principais compostos responsaveis para este fim, enquanto que os
alcanos lineares seriam responsaveis por formar uma barreira para evitar desidratacéo
(Dani et al. 2001, 2005; Martin et al. 2008; Murakami et al. 2015).

Alguns trabalhos ja mostram, por exemplo, uma dupla funcdo para os HCs
atuando tanto na resisténcia a dessecacao quanto na comunicagdo quimica (Gibbs 1998;
Gibbs 2007; Chown et al. 2011; Chung e Carroll 2015; Boulay et al. 2017). Além disso,
Le Conte e Hefetz (2008), evidenciam em sua revisdo, um papel multiface, discutindo
gue um mesmo composto quimico pode exercer varios papéis. Outro exemplo de dupla
funcdo de compostos, sdo os alcenos de cadeia longa que podem exercer um duplo
papel de viscosidade reguladora e retencdo de dgua a altas temperaturas, dada a falta de
alcanos de alto peso molecular Batista-Pereira et al. (2013).

Blomquist e Bagnéres (2010) afirmam que a camada lipidica da cuticula pode
ser reestruturada para restaurar a capacidade de resistir a dessecacao, dependendo da
necessidade em determinado momento, assim, € possivel que mudancas na producao de
compostos ou classe de HCs, também poderiam afetar a producdo de outros HCs que
funcionam na comunicacdo quimica ou resisténcia a dessecacdo, assim, alteracfes de
uma determinada classe de HCs acabam tendo um efeito indireto em outra (Chung e
Carroll, 2015).

Uma vez que uma das fungdes primordiais dos compostos cuticulares em insetos
é a de atuar como sinalizadores nas interagcdes intra e interespecificas (Blomquist e
Bagnéres 2010), a selecdo de compostos para fun¢Ges de comunicagdo quimica poderia
interferir naquela dos compostos mais envolvidos na resisténcia & dessecagdo (Chown et
al. 2011). Desse modo os compostos cuticulares por terem duplas funcdes, de
comunicacéo e equilibrio hidrico podem interagir de forma interessante (Gibbs 2007),
além disso, essa flexibilidade permite a esses insetos se adaptarem de forma eficiente a

diferentes situacBes. Por exemplo, Lorenzi et al. (2014) relatam que em coldnias de
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Polistes biglumis, populacdes atacadas por parasitas apresentaram uma proporcao
relativa de HCs ramificados maior do que populagdes ndo parasitadas. Neste sentido,
ressalta-se que o padrdo arquitetébnico de P. sericea que constroi ninhos envelopados
com uma Unica abertura para entrada/saida dos individuos e com varias camadas, estaria
menos susceptivel a predadores e parasitas diferente das espécies de fundacao
independente dos géneros Polistes e Michocyttarus cujos ninhos sdo formados por favos
abertos e com pequeno nimero de células (Jeanne 1975). Portanto, 0 menor nimero e
abundancia de alcanos ramificados, na cuticula de P. sericea também poderia estar
ligada a menor suscetibilidade de seus ninhos ao ataque de parasitas.

A composic¢do quimica cuticular das fémeas com diferentes status fisiolégico
diferem de forma significativa, sendo os compostos 7- pentacoseno, 2-metil-hexacosano
e tritriacontano exclusivos de fémeas sem nenhum grau de desenvolvimento ovariano
(operarias 1), aléem do composto 9-metil-heneicosano exclusivo de fémeas com certo
grau de desenvolvimento ovariano (operarias 2) e rainhas (Tab. 1). Portanto, nesta
espécie estes compostos devem sinalizar a posicao que cada fémea ocupa na coldnia. De
acordo com Jeanne (1986) a variacdo do status fisioldgico entre as fémeas esta
relacionada ao seu ranque hierarquico na coldnia, no qual fémeas dominantes se
especializam em determinadas tarefas, enquanto individuos subordinados sé&o
especializados em outras, portanto, as fémeas devem reconhecer o papel de cada
individuo dentro de suas colbnias. De fato, ha algumas evidéncias de que ao menos
alguns compostos devem sinalizar a posicdo da fémea dominante como, por exemplo,
além do composto 9-metil-heneicosano exclusivo de operarias 2 e rainhas, 0 composto
pentacosano (n-Czs) se destaca em termos de abundancia nestas duas categorias de
fémeas.

Os estudos de Bonavita-Cougordan et al. (1991) com fémeas de Polistes
dominula, Soares et al. (2014) com Polistes ferreri e Kelstrup et al. (2014) com Polybia
micans também encontraram uma correlacdo entre o perfil quimico cuticular das fémeas
e 0 seu grau de desenvolvimento ovariano. Bonavita-Cougordan et al. (1991) discutem a
existéncia de uma relacdo entre o estado hormonal que coincide com a presencga de
proporcdes especificas de alguns dos HCs de Polistes dominula. Outros estudos com
vespas de fundacdo independente também encontraram esta relacdo, dentre eles, o de
Tannure-Nascimento et al. (2005) em coldnias de Polistes satan, Murakami (2012) em
fémeas de Mischocyttarus cassununga e Torres et al. (2014) em fémeas de Polistes

versicolor.
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Entretanto, em especies de fundacdo por enxameagem sd@o poucos o0s estudos
como este, como o0s de Mateus et al. (1997) com Parachartergus smithii, Shima et al.
(1998) com Pseudopolybia vespiceps, Mateus et al. (1999) com Chartergellus
communis, Shima et al. (2000) com Brachygastra lecheguana, Mateus et al. (2004) com
Parachartergus fraternus e Felippotti et al. (2007) com Protopolybia chartegoides.
Estudos deste parametro em vespas de fundacdo independente sdo mais propicios, uma
vez que é mais facil acompanhar o desempenho das funcbes que cada fémea executa,
devido a exposicdo do ninho, que possui como caracteristica o favo aberto.

Também foram encontradas diferencas quantitativas significativas entre a
composicdo quimica cuticular de fémeas de diferentes idades (Tab.1, Fig. 3). O
composto tricosano (n-C23) estd em maior concentracdo em fémeas jovens e o
heptacosano (n-C»7) na cuticula das intermediérias, aumentando ainda nas fémeas
velhas, portanto, é possivel que esses compostos possam atuar como sinalizadores
daquelas que estdo cumprindo determinadas tarefas naquele momento de suas vidas.

Estas diferencas provavelmente estdo relacionadas com o desenvolvimento de
tarefas ao longo da vida das fémeas, fenbmeno denominado polietismo temporal
(Franks 1994), bastante comum em espécies de vespas eussociais (Jeanne 1991). Naug e
Gadagkar (1998) relatam a correlagcdo entre a idade e o tipo de tarefa executada pela
fémea em colonias da vespa eussocial, Ropalidia marginata.

Em colbnias de Polistes versicolor a frequéncia na tarefa de alimentar larvas
aumenta a medida que a fémea envelhece (Zara e Balestieri, 2000) e de acordo com
O’Donnell e Jeanne (1990; 1992) em colonias de Polybia occidentalis a forrageadora é
especializada em coletar um Unico tipo de material e 0 sucesso ao executar essa
atividade aumenta de acordo com a idade. Além disso, Torres et al. (2012) descreveram
gue em colbnias de Mischocyttarus consimilis 0s comportamentos intranidais sdo mais
frequentes em operarias jovens, enquanto atividades extranidais sdo executadas com
maior frequéncia por operérias velhas. Portanto, destaca-se a importancia do
reconhecimento da idade da fémea, e sua correlacdo com as atividades para manutengao
e organizacdo de suas colbnias, que provavelmente estd relacionada com o perfil dos
compostos cuticulares.

Os resultados mostram também que cada parte do corpo das operarias desta
espécie tém uma composi¢do quimica cuticular particular (Fig. 4, 5 e Tab. 2). A analise
discriminante (Fig. 5) indica que o perfil quimico da cabeca e pernas sdo distintos em

relacdo as outras partes do corpo, sobretudo, porque na cabeca hd maior proporgédo
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relativa do composto tricosano, além dos compostos 13,17- dimetilhentriacontano e
tritriacontano que sdo exclusivos desta regido do corpo. Nas pernas também héa
composto exclusivo, o alcano linear hentriacontano. Mesmo 0S compostos
compartilhados variam significativamente em teores entre as diferentes partes.
Entretanto, de forma geral, a maior concentracdo de compostos esta no gaster e nas
pernas (Fig. 5 e Tab. 2).

A presenca de alguns compostos exclusivos em apenas algumas partes do corpo
sugerem que estas partes podem ter papel diferenciado nas trocas de sinais entre
companheiras de ninho, sobretudo, na cabeca, uma vez que a antenacdo durante as
interacdes ocorrem mais efetivamente nesta regido do corpo (Mitra et al. 2014). Por
outro lado, a presenga dos mesmos compostos em diferentes partes do corpo sugere a
possibilidade de que esses compostos possam fornecer sinais diferentes de
comunicacdo, quando detectados em diferentes partes do corpo (Oi et al. 2015). Wang
et al. (2016) avaliaram que os compostos das diferentes partes do corpo da formiga
Iridomyrmex purpureus sdo significativamente diferentes, e sugerem que os sinais de
HCs especificos de cada parte do corpo seja uma caracteristica comum dos insetos
sociais ja que encontraram diferencas semelhantes tanto em machos quanto fémeas de 1.
purpureus, no qual, os perfis de diferentes partes do corpo podem ser claramente
separados, independentemente do sexo do individuo.

Uma vez que os compostos cuticulares sdo especificos de uma mesma coldnia
(Murakami et al. 2015) e mesmo entre fémeas que executam diferentes tarefas ao longo
de sua vida, como visto pelos resultados apresentados aqui, era de se esperar diferencas
significativas entre as amostras das diferentes populacbes. Alguns compostos
majoritarios como o0 tricosano, pentacosano e heptacosano, além dos alcanos
ramificados x-metildocosano e 10-,12-,14- metiloctacosano foram importantes para
separar os diferentes grupos de populacGes (Fig. 6- A). Dessa forma, sugere- se que
alguns compostos podem servir para sinalizar a populacdo de origem no caso das
amostras desta espécie. Estudos como os de Dapporto et al. (2014) e Bonelli et al.
(2015) de fato, avaliaram que os compostos cuticulares podem ser Uteis para este fim.

A composic¢do do material dos ninhos também variou significativamente entre as
populacbes (Fig. 6- B). Estudos como de Espelie e Hermann (1990), Espelie et al.
(1990), Singer e Espelie (1997) e Sguarizi-Antonio et al. (2017) j& destacaram que 0s
compostos dos ninhos sdo importantes para compor a assinatura quimica da coldnia,

além de relatarem que os compostos sdao semelhantes aos da cuticula dos individuos
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adultos e imaturos, existindo uma relacdo entre o perfil cuticular dos individuos e o
perfil quimico do ninho Espelie et al. (1990). Os resultados, de fato, mostram que 0s
compostos dos ninhos, assim como a composi¢do da cuticula podem ser Gteis para
avaliar as relacOes biogeogréaficas entre as populagoes.

As particularidades na composicdo das amostras devem estar relacionadas com
fatores genéticos e ambientais especificos de cada uma destas populagBes, sendo
portanto, Uteis para avaliar diferencas e relagdes biogeogréficas entre elas (Kather e
Martin 2012; Espelie et al. 1994). Neste contexto, Dapporto et al. (2004) discutem que a
semelhanca do perfil de HCs pode estar relacionada a proximidade entre os sitios de
nidificacdo das coldnias, o que esta diretamente relacionado a seus niveis de parentesco,
que por sua vez é explicado pela capacidade de disperséo destas coldnias (Service et al.
1985) ou pelos recursos explorados em cada um dos ambientes serem semelhantes
(Menzel et al. 2017), destacando a importancia dos fatores genéticos para compor o
perfil de HCs das colonias e pelo compartilhamento de condi¢cdes ambientais parecidos
que pode levar a uma maior similaridade da composicdo quimica cuticular entre
colbnias proximas, como mostrada no estudo de Dapporto et al. (2004) em Polistes
dominula.

Embora exista a tendéncia de os perfis de HCs serem espécie-especifico,
diferentes populagdes podem sofrer mudangas qualitativas ou quantitativas em suas
composicdes (Howard 1993; Howard e Blomquist 2005). A composicao da cuticula e
do material dos ninhos em nosso estudo foram maiores, de fato, em populacdes
geograficamente mais préximas (Fig. 6- A e B). A maior diferenca estd entre as
amostras da populacdo 3 em relagdo as outras duas. Estes resultados também podem ser
explicados pela presenca de uma barreira geografica que € o rio Parana, que divide o
estado de Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, dificultando o fluxo génico entre estas
populagdes (Barton et al. 2008; Dias et al. 2016). De acordo com Jallon e David (1987)
as distancias geograficas e barreiras envolvidas podem influenciar o grau de isolamento
e em alguns casos impedir o fluxo génico entre as populagdes.

Nossos resultados confirmam as hipoteses de que tanto o perfil quimico cuticular
dos membros das col6nias, quanto o perfil quimico do material do ninho, podem ser
utilizados como ferramentas complementares para avaliar diferencas populacionais.
Além disso, com auxilio das andlises discriminantes & possivel verificar diferencas

significativas na composic¢do quimica cuticular de acordo com a idade relativa, o status



42

fisiologico e entre as diferentes partes do corpo das fémeas. Portanto, todos o0s
parametros avaliados podem atuar como mediadores das interacGes nas colonias.

Por fim, ressaltamos que os alcanos lineares por serem mais nUMerosos e
abundantes nas amostras de P. sericea, alem de divergirem do padrdo comum descrito
em outras vespas sociais até aqui estudadas, fortalece a ideia de que esses compostos
podem atuar em conjunto com os alcanos ramificados e outros compostos para
promover a impermeabilizagdo e protecdo, além de servir como sinais quimicos durante

as interacoes.
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Tabelas e Figuras
Tabela 1. Valores médios de area percentual relativa (> 0,1) e seus desvios padrdes de hidrocarbonetos cuticulares identificados em fémeas de

diferentes idades relativas e/ou operérias sem desenvolvimento ovariano (operérias 1), fémeas com ovariolos parcialmente desenvolvidos

(operérias 2); fémeas com ovariolos totalmente desenvolvidos (Rainhas) e material do ninho da vespa social Polybia sericea.

*Operarias *Operarias *Operarias Fémeas com Fémeas com Material do

c indi Jovens Intermediarias Velhas D.O (operarias D.O (Rainhas) ninho

omposto I” :CZ Média+DP  Média+ DP Média + DP 2) Média + DP Média + DP

calculado (%) (%) (%) Média + DP (%) (%)
(%)

Heptadecano 1700 0,21 + 0,87 (<0,1) (<0,1) (<0,1) (<0,1) 1,49 +1,26
Octadecano 1800 2,18 +2,14 1,99 +2,22 1,79+2,10 0,35+ 0,37 3,07 +1,99 (<0,1)
X-metiloctadecano 1824 0,54+1,51 0,45+1,16 0,64 £ 0,79 (<0,1) (<0,1) 0,15+0,53
3-metiloctadecano 1877 1,70+ 1,61 0,56 £ 0,89 0,23+ 0,37 (<0,1) (<0,1) 3,38 £ 3,18
Nonadecano 1900 (<0,1) (<0,1) (<0,1) (<0,1) (<0,1) 0,59 + 0,87
Eicosano 2000 0,24+0,31 0,19+0,20 0,16+ 0,19 (<0,1) 0,33+0,22 1,30 + 1,84
Heneicosano 2100 1,48 +1,17 1,08 +1,01 1,52+ 1,16 0,39 +0,36 0,15+0,22 0,57 £ 0,45
9-Metil-heneicosano 2137 - - - (<0,1) 0,41+1,01 -
X-docoseno 2174 - - - - - 595+5,81
Docosano 2200 0,27 £0,20 0,19 £0,10 0,16 £0,13 0,13+0,13 0,22 £0,16 0,87 £0,83
2-metildocosano 2271 (<0,1) (<0,1) 0,20 £ 0,26 0,06 = 0,07 0,37 £0,92 (<0,1)



Tricosano**
Tetracosano

7- Pentacosene
Pentacosano**

5- Metilpentacosano
Hexacosano
2-metil-hexacosano
Heptacosano**
13-Metil-heptacosano
3-Metil-heptacosano
Octacosano

10-, 12-,14-Metiloctacosano
Nonacosano
15-;13-Metilnonacosano
7,17-Dimetilnonacosano
Hentriacontano

Tritriacontano

2300
2400
2470
2500
2555
2601
2651
2700
2730
2774
2800
2834
2901
2931
2974
3100
3300

11,89 + 10,26
0,78+ 0,43
28,98 + 10,36
0,63+ 0,60
1,52 + 0,67
0,85+ 6,62
44,43 + 16,35
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)

8,95 + 6,59
0,79+ 0,45
(<0,1)

29,27 +10,13

0,53 +0,43
1,60 +0,64
(<0.1)

48,93 + 12,88

(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
0,10+0,24
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)

9,62 +4,32
0,72+0,34
(<0.1)

26,11 + 8,12

0,42 +0,26
1,40 +0,46
(<0.1)

50,4 +£11,54

0,28 +0,24
0,48 + 0,45
(<0,1)
0,17 £ 0,09
0,18 + 0,84
0,10 + 0,07
0,16+ 0,02
(<0,1)
(<0,1)

4,80 4,54
0,83+0,74
48,44+49,33
0,95+1,01
2,65+2,72
39,38 £ 8,57
(<0,1)
0,40 + 0,43
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)

2,42+091
0,82 +0,22

53,99 +5,19

0,94+ 0,61
3,03 £ 0,56

29,37 + 2,91

(<0,1)
0,23+0,14
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
(<0,1)
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4,53 + 3,25
1,29 +1,04
3,09 +7,46
16,69 + 11,31
1,78 + 1,57
1,78 +1,31
1,68 +1,02
38,82 + 16,57
0,10 + 0,39
0,10 +0,09
0,25+ 0,19
0,31+0,22
3,04 +£1,79
0,29 + 0,64
2,57 +1,88
1,06 + 0,75

D.O = Desenvolvimento ovariano, * = Operarias sem desenvolvimento ovariano (operérias 1), **= compostos consistentemente mais abundante, (< 0,1) = compostos

minoritarios.



Tabela 2. Valores médios de area percentual relativa (> 0,1) e seus desvios padrdes de hidrocarbonetos cuticulares identificados em diferentes

partes do corpo de fémeas da vespa social Polybia sericea.

Asas Cabeca Gaéster Pernas Torax

Composto Indice Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
calculado (%) (%) (%) (%) (%)

Heptadecano 1700 0,15+0,41 0,19+0,41 0,14 + 0,10 (<0,1) 0,10+ 0,09
Octadecano 1800 0,18 +0,13 0,28 +£0,21 0,15+0,11 0,19+ 0,16 0,21+0,12
X-metiloctadecano 1824 (<0,1) 0,15+£0,05 (<0,1) 0,11 £ 0,07 0,10+£0,08
3-Metiloctadecano 1877 1,71+1,42 1,83+1,29 2,15+2,04 2,43+1,25 450+2]11
Nonadecano 1900 0,17+0,11 0,24 + 0,33 0,10+ 0,14 0,14 + 0,06 0,24 +0,13
Eicosano 2000 0,40+ 0,32 0,53+0,45 0,31+0,30 0,40+0,42 0,47 +0,35
Heneicosano 2100 0,74+ 0,50 1,91+1,39 0,78+0,55 0,89 + 0,82 0,88 + 0,65
9-Metil-heneicosano 2137 (<0,1) 0,15+£0,45 (<0,1) (<0,1) 0,10 £ 0,09
Docosano 2200 0,78 £ 0,61 1,01 + 0,69 0,55+ 0,49 0,71+ 0,62 0,72+ 0,7
2-metildocosano 2271 (<0,1) 0,12 + 0,02 (<0,1) (<0,1) (<0,1)
Tricosano** 2300 5,78 + 1,87 16,63 + 9,37 7,90 +4,14 6,69 * 3,28 6,3 + 3,96
Tetracosano 2400 2,22 + 1,87 3,14 + 2,36 2,33+2,25 249+241 2,26 £ 2,18
7- Pentacoseno 2470 0,83 £ 0,56 (<0,1) - - -
Pentacosano™* 2500 28,58 + 8,98 34,29 + 9,50 34,81 + 10,84 30,68 + 8,65 28,24 + 11,40
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5- Metilpentacosano
Hexacosano
Heptacosano**
13-Metil-heptacosano
3-Metil-heptacosano
Octacosano

10-, 12-,14-Metiloctacosano
Nonacosano
15-;13-Metilnonacosano
7,17-Dimetilnonacosano
Hentriacontano

Tritriacontano

2555
2601
2700
2730
2774
2801
2834
2901
2931
2974
3094
3297

1,87 +1,65
2,11+1,35

49,97 + 15,67

0,29 +1,59
0,33+0,72
0,12 £ 0,26
0,42 +0,81
0,06 + 0,02
0,10 + 0,04

1,79 +1,75
2,23 +1,58
28,5+ 9,27
1,01 +£3,.2
1,33+1,36
0,26 £ 0,42
0,49 £ 0,77
0,43+1,64
0,77 +1,03
0,28 +1,17

0,15+0,13

1,35+1,03
1,79 £ 0,84
46,82 £ 11,71
0,10 £ 0,05
0,15+ 0,08
(<0,1)
0,12+0,23
(<0,1)
(<0,1)

162+1,11
2,07+1,20
48,49 + 9,31
(<0,1)
0,12 + 0,19
0,12 +0,18
0,81+0,80
0,76 + 4,06

0,25+ 0,16

1,66 + 1,43
1,79 +1,05

48,34 £ 15,95

0,27 +1,49
0,80 + 0,64
0,12+0,15
1,26 + 0,31
0,14 + 0,63
0,15+0,81
0,08 + 0,04

(< 0.1) = compostos minoritarios, **= compostos consistentemente mais abundante
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Figura 1. Mapa do Brasil com destaque para os municipios nos estados de Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, onde as populagfes de vespas
Polybia sericea foram coletadas.
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Figura 2. Diagrama de dispersdo dos resultados da analise discriminante, mostrando as duas raizes canodnicas para a diferenciacdo de trés

categorias de fémeas de Polybia sericea agrupadas de acordo com o status fisiolégico em (operarias 1, operarias 2 e rainhas) baseado nas areas
relativas (porcentagens) de hidrocarbonetos cuticulares.
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Figura 3. Diagrama de dispersdo dos resultados da andlise discriminante, mostrando as duas raizes candnicas para a diferenciacdo de trés
categorias de idade relativa em fémeas de Polybia sericea baseado nas areas relativas (porcentagens) de hidrocarbonetos cuticulares.
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Figura 4. Abundancia relativa (%) de hidrocarbonetos cuticulares em relacdo as classes desses compostos que foram identificados nas diferentes
partes do corpo de fémeas de Polybia sericea.
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Figura 5. Diagrama de dispersdo dos resultados da anélise discriminante, mostrando as duas raizes candnicas para a diferenciacdo das diferentes
partes dos corpos de fémeas de Polybia sericea baseado nas areas relativas (porcentagens) de hidrocarbonetos cuticulares.
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Figura 6. Diagrama de dispersdo dos resultados da andlise discriminante, mostrando as duas raizes candnicas para a diferenciacdo de trés

populacdes de Polybia sericea baseado nas areas relativas (porcentagens) dos hidrocarbonetos cuticulares das fémeas (A) e dos compostos
quimicos presentes no material do ninho (B).
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Resumo. A pecgonha de vespas sociais pode ser um produto natural promitente para o
desenvolvimento de farmacos, uma vez que nas Ultimas décadas estudos tém
investigado seu  potencial antimicrobiano, anti-inflamatorio,  antioxidante,
anticarcinogénico, entre outros para sua aplicabilidade futura na industria
farmacoldgica. Embora alguns estudos ja tenham destacado a importancia destes
compostos para este papel, ainda sdo poucas as espécies de vespas sociais que tiveram o
potencial de sua peconha investigado. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar
a citotoxicidade, mutagenicidade e viabilidade celular da pegonha da vespa Polybia
sericea. Foram realizados os testes de citotoxicidade empregando Artemia salina, teste
de Ames que avaliou a instabilidade genética e celular e o teste de viabilidade celular
empregando linhagens ndo tumorais e tumoral. Os resultados demonstram que a
peconha apresenta citotoxicidade para Artemia salina em todas as concentragoes
testadas, com auséncia e presenca de inibidor de protease, entretanto, na presenca do
inbidor a citotoxicidade foi relativamente maior. No teste de Ames apenas a
concentragdo de 150 pg placa® na auséncia de um inibidor de protease aumentou
significativamente o nimero das coldnias revertentes e apresentou mutagenicidade para
a linhagem TA98. Em relacéo a viabilidade celular a pegonha de Polybia sericea néo
apresentou citotoxicidade para linhagem MRC-5, mas foi citotoxica para a linhagem
CHO e linhagem tumoral B16F10-Nex2. Por fim, destacamos que em todos 0s
tratamentos a auséncia de inibidor de protease pode levar a degradacdo de substancias
presentes na peconha.

Palavras-chave: Inibidor de protease, vespa social, B16F10-Nex2.
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Toxic, mutagenic and cell viability effects of

venom Polybia sericea (Hymenoptera: Vespidae)

Abstract: The venom from social wasps can be a promising natural product for the
drugs development, since in recent decades studies have investigated its antimicrobial,
anti-inflammatory, antioxidant, anticarcinogenic and others potential for its future
applicability in the drug industry. Although some studies have already highlighted the
importance of these compounds to this role, there are still few species of social wasps
that had the potential of their venom investigated. In this sense, the this study aims to
evaluate the cytotoxicity, mutagenicity and cellular viability of the venom of Polybia
sericea. We performed the cytotoxicity tests using Artemia salina, Ames test that
evaluated the genetic and cellular instability and the cell viability test using non-tumor
and tumoral cell lines. The results showed that the venom presented cytotoxicity to
Artemia salina in all concentrations tested, in the absence and presence of protease
inhibitor, however, in the presence of the inhibitor the cytotoxicity was relatively
higher. In the Ames test only the concentration of 150 pg plate™ in the absence of a
protease inhibitor significantly increased the number of the revertant colonies and
showed mutagenicity for the TA98 lineage. In relation to cell viability the venom of
Polybia sericea did not present cytotoxicity to MRC-5 lineage, but was cytotoxic to the
CHO line and B16F10-Nex2 tumoral lineage. Finally, we highlight that in all treatments
the absence of protease inhibitor can induce the degradation of substances present in the

venom.

Key words: Protease inhibitor, social wasp, B16F10-Nex2.
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Introducéo
As vespas sociais, assim como abelhas sociais e todas as formigas séo incluidas

na ordem Hymenoptera, que abrange mais de 150 mil espécies (Gulan & Cranston
2017). Estas espécies sociais apresentam um nivel de organizacdo comportamental que
intriga muitos estudiosos e para manter essa coesdo nas colbnias existe divisdo de
trabalho e mecanismos de captura de presa e defesa da col6nia que sdo extremamente
eficientes (Wilson 1971).

Dentre 0os mecanismos de defesa nessas espécies destaca-se 0 surgimento de um
aparato ferroador a partir de um ovipositor ancestral, que inclui um mecanismo de
producdo e injecdo de peconha (Whitman et al 1990, Brandado 1999). Segundo Cassier
et al (1994) esta estrutura é composta de modo geral, por uma por¢édo secretora formada
pela glandula de peconha e glandula convoluta, além de um saco de armazenamento e
um ferréo.

A peconha desses insetos funciona como armas naturais para garantir a defesa da
colbnia contra predadores e captura de presas (Palma 2013). E sabido que a composi¢&o
quimica da peconha inclui substancias de baixa massa molecular, como os peptideos
(Mendes et al 2004, Spillner et al 2014, Dias et al 2015), que estdo frequentemente
envolvidos em reagdes toxicas (Arcuri et al 2016). Além disso, 0s produtos naturais
constituem importante fonte de agentes terapéuticos (Guo 2016) e, dentre estes recursos,
a peconha pode apresentar substancias com propriedades antitumorais (King 2011,
Harvey 2014).

Apesar das pesquisas promissoras ja realizadas com vespas sociais, segundo
Santos et al (2007), existem quase 500 espécies de vespas sociais no Brasil, das quais
pouco se sabe sobre a bioquimica, farmacologia e imunologia de sua peconha. Dentre 0s
entraves relacionados a investigacdo de novas substancias bioativas a partir da peconha
destes insetos, destaca-se principalmente a dificuldade de se obter o material em
quantidade suficiente, uma vez que é reduzido o volume de peconha extraida de cada
individuo, como ja relatado para formigas (Fox et al, 2012, Pluzhnikov et al 2014).

Outro desafio estd relacionado a mutagenicidade, genotoxicidade e
citotoxicidade deste produto natural, que pode ser um fator limitante para sua aplicagéo
terapéutica (Simdes et al 2016). Neste aspecto, estudos que avaliem a pegonha quanto
sua atuacdo sobre a instabilidade genética e a citotoxicidade sobre modelos biologicos
sdo relevantes para pesquisas mais aplicadas, como o estudo de novos agentes

terapéuticos.
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Entre os testes alternativos para a avaliagdo da mutagenicidade, citotoxicidade,
estdo o teste de Ames, que é sensivel a agentes mutagénicos e citotoxicos e, manifesta
sua resposta baseado na inducdo de mutacGes reversas empregando uma bactéria
auxotrofica para histidina (his-), que na presenca de agentes mutagénicos reverte seu
carater de auxotrofia e passa a formar colénias em meio desprovido desse aminoacido
(Zeiger 2001, Varella et al 2004). O teste sobre 0 microcrustaceo Artemia salina que €
um modelo sensivel para avaliacdo da toxicidade e determinacdo da dose letal para 50%
dos individuos (DLso) (Meyer et al 1982), dado que se correlaciona com a razéo entre a
dose tdxica e a dose capaz de produzir a resposta terapéutica desejada (Mello et al
2004).

Além disso, ha o ensaio de viabilidade celular, pela técnica do MTT que é um
ensaio de citotoxicidade no qual é medida a viabilidade celular. Este teste baseia-se na
capacidade das células viaveis em converter o sal MTT (Brometo de Tiazol Azul
Thyazolyl) em um sal insoltvel de coloracdo purpura. Este produto ndo pode atravessar
as membranas celulares de células viaveis e, portanto, se acumula em seu interior
(Fotakis & Timbrell 2006).

Considerando entdo a inexisténcia de estudos que avaliem as atividades
bioldgicas da pegonha da espécie da vespa social Polybia sericea (Olivier), este estudo
teve como objetivo avaliar a citotoxicidade, mutagenicidade e a viabilidade celular da
peconha desta espécie com implicacBes futuras para aplicacdo de compostos na

industria farmacoldgica.

Material e métodos

Coleta e preparacao das amostras da peconha de Polybia sericea
As coletas das coldnias foram realizadas no municipio de Dourados-MS (Brasil)

(22°11'52.67" S; 54°55'52.64" W) no estado de Mato grosso do Sul. Com auxilio de
sacos plasticos e algoddo embebido em éter, cujo saco envolveu o ninho para tentar
coletar o maior nimero possivel de individuos. Logo apos a coleta, o algoddo com éter
foi retirado o mais répido possivel para evitar qualquer tipo de contaminagdo. Em
seguida, as vespas foram conduzidas ao laboratério, onde foram anestesiadas sob a agéo
de baixa temperatura para posterior extracao da peconha.

A extracdo do reservatorio da peconha ocorreu por dissecacdo, com auxilio de

pinga e microscopio estereoscopio, e posterior remogdo dos filamentos glandulares e do
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ferrdo. Para extrair a peconha o reservatério foi levemente pressionado dentro de um
frasco de vidro, até a liberagdo do seu conteudo. Durante todo o procedimento, todas as
amostras foram mantidas em gelo para evitar a volatilizagdo e degradacdo das
substancias mais leves.

Os reservatdrios das glandulas da peconha extraidos foram colocados em dois
recipientes, com presenca e auséncia de uma solugdo aquosa de coquetel de inibidores
de proteases a 10%. O inibidor de protease é um coquetel de reagentes que inibe a
degradacéo geral de proteinas em tecidos ou extratos celulares por proteases enddgenas,
ou para investigar processos particulares que envolvem o bloqueio da atividade de
proteases especificas (Sigma-Aldrich P2714). Apds o processo de dissecacdo o material
foi centrifugado a 12.000 RPM por 10 minutos, a 4 °C, para separa¢cdo da membrana do
involucro do reservatorio da glandula da peconha. Em seguida, o sobrenadante contendo
a peconha foi transferido para outro microtubo, congelado e posteriormente liofilizado.

Os testes com auséncia e presenca de inibidor de protease foram realizados para
avaliar diferencas nos resultados nesses dois tipos de amostras, uma vez que alguns
artigos mencionam o uso destes (dos Santos et al 2010, Santos et al 2017) e outros ndo
(de Souza et al 2009, Bernardi et al., 2017).

Ensaio de toxicidade da peconha de Polybia sericea em Artemia salina
A preparacdo das amostras e o teste de citotoxicidade, foi realizada de acordo

com a metodologia descrita por Bernardi et al (2017), com alteracdo das concentragdes
da peconha de P. sericea que foram: 0,5; 15; 50; 100; 250 e 500 pug mL?, diluidas em
solucéo salina (pH 8) em auséncia e presenca de inibidor de protease.

Os dados obtidos nas analises, em diferentes concentracdes, foram utilizados
para a construcdo de uma curva analitica e posteriormente, para determinacdo do DLso

(Dose letal para 50% dos individuos).

Bioensaio in vitro para determinacao do indice mutagénico e citotoxico a partir do
teste de Ames

O potencial mutagénico das amostras da pegonha de P. sericea em auséncia e
presenca de inibidor de protease, foi avaliado de acordo com o método de Mortelmans
& Zeiger (2000). As linhagens de Salmonella Typhimurium foram fornecidas pelo setor
de Toxicologia e Genotoxicidade da Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo.

Para o preparo do inéculo aliquotas de 0,1 mL de S. Typhimurium TA 98 e TA

100 foram inoculadas em 20 mL de Caldo Nutriente (Oxoid n. 2) e incubadas a 37 °C
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por 16 h em uma incubadora com agitacdo orbital de modo a obter uma suspensao de
aproximadamente 1x108 bactérias mL™. Apds este tempo as cepas foram concentradas
por centrifugacdo (10.000 giros a 4°C) por 10 minutos e ressuspendidas em 4 mL de
tampéao fosfato 0,2 mol L.

Os ensaios foram realizados na presenca e auséncia da fracdo microssomal S9, a
fim de avaliar o potencial mutagénico direto e indireto. Foram adicionados nos tubos
teste 50 puL de tampdo fosfato 0,2 mol L ou fragdo S9, 5 pL da amostra nas
concentragdes: 5, 15, 50, 150 e 500 pg placa® e 50 pL da suspensdo bacteriana. Os
tubos foram pré-incubados por 90 minutos a 37 °C. Ap6s o periodo de incubacédo foi
adicionado 2 mL de top &gar (0,6 % de agar, 0,6% de NaCl, 0,05 m mol L L-histidina,
0,05 m mol L™ biotina, pH 7,4, 45 °C) aos tubos e a mistura foi vertida em placas com
agar minimo (1,5% de &gar, solucdo de Voguel-Boner 50x e solucdo de glicose 10%).
As placas foram incubadas a 37 °C por 48-66 horas e posteriormente, as coldnias
revertentes foram contadas.

Os controles positivos utilizados nos ensaios sem ativagdo metabdlica foram: 4-
nitro-ofenilenodiamino (NPD) (10 ug placa™) para a linhagem TA98 e azida sodica (2,5
ug placa®) para a linhagem TAZ100. Nos ensaios com ativagdo metabdlica foi
empregado 0 mesmo composto 2-antramino (2-ANTR) (2,5 ug placa™) para as duas
linhagens. Como controle negativo foi utilizado a &gua destilada. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

Os resultados foram analisados pelo programa estatistico Salanal (U.S.
Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, EUA, verséo 1.0,
do Research Triangle Institute, RTP, EUA), adotando o0 modelo de Bernstein et al
(1982). O indice de mutagenicidade (IM) foi calculado de acordo com a formula: IM =
namero de revertentes induzidos/nimero de revertentes espontaneos. A peconha foi
considerada com potencial mutagénico quando o indice de mutagenicidade foi igual ou
maior que 2 em pelo menos uma das concentragfes testadas e quando houve uma
relacdo de dose-resposta entre as concentragBes testadas e o numero de revertentes
induzidos (Valente-Campos et al 2009). As concentrag0es que apresentaram um IM

inferior a 0,7 foram consideradas citotoxicas (Kummrow et al 2006).
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Viabilidade celular
Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas foram: MRC-5 (Linhagem ndo tumoral de
fibroblasto humano), CHO (linhagem ndo tumoral de ovéario de hamster chinés) e
B16F10-Nex2 (linhagem tumoral de melanoma murino). As células MRC-5 foram
cultivadas em meio DMEM alta glicose, para as células CHO foram utilizados meio
DMEM alta glicose e F-10 na proporcdo 1:1 e para as celulas B16F10-Nex2 foi
utilizado o meio RPMI 1640. Todas as linhagens celulares foram mantidas em garrafas
de laboratério contendo seus respectivos meios de cultura e suplementados com soro
fetal bovino 10% adicionado 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina) a 10 mg mL"
! incubadas a 37 °C e 5% de COx.

Ensaio de viabilidade celular

Para avaliar o efeito citotoxico na viabilidade das células ndo tumorais e
tumoral, foi realizado o ensaio colorimétrico com 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) - 2,5-
diphenyltrazolium bromide (MTT). Para isto, células foram plagueadas em placas de 96
pocos e tratadas com 100uL em concentracdes variadas. Apos 24 e 48 h o sobrenatante
foi descartado, lavados com PBS 1x e adicionado MTT (5 mg mL™ por pogo). Ao
incubar por 4 h na estufa, sobrenadante foi retirado e adicionado 100 pL de DMSO. A
leitura foi realizada a 570 nm em leitor de microplaca. As concentracdes da peconha de
P. sericea foram: 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 pug mL™.

Andlises estatisticas
Com o objetivo de testar a influéncia da concentracdo da peconha na

presenca/auséncia de inibidor de protease sobre a mortalidade de larvas de A. salina e
sobre viabilidade celular das linhagens celulares MRC-5, CHO e B16F10-Nex2, foram
utilizadas Anélises de Variancia de Dois Critérios, utilizando o software Statistica 13.3
(Tibco 2017).
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Resultados e discusséo
Toxicidade da peconha de Polybia sericea em Artemia salina

Potencial de toxicidade da peconha

Os resultados mostraram que para todas as concentragcdes da peconha de P.
sericea testadas, tanto em auséncia e presenca de inibidor de protease, houve
mortalidade de A. salina, exceto no controle negativo que nao apresentou mortalidade.
Para determinacdo da DLso foram empregadas as concentra¢fes da pe¢onha em funcgao
da porcentagem de mortalidade de A. salina, resultando na DLso de 427,4 ug mL™* em
auséncia e 221,0 pg mL™? com presenca de inibidor de protease. Com o inbidor de
protease, a toxicidade foi relativamente maior para todas as dosagens, tendo uma
diferencga significativa com valor de F= 51,2 e p<0,01 (Fig. 1), alcancando 0 maximo de
mortalidade na concentracdo de 500 pg mL™* com 53,4% de mortalidade em auséncia e
76,7% na presenca do inibidor.

Os resultados de citotoxicidade no método de A. salina em produtos naturais
pode ser um fator importante a ser considerado por demonstrar indicios de potencial
terapéutico, como destacado por Meyer et al (1982), que sugere que substancias com
DLso < 1000 pg mL™* podem ser bioativas, correlacionadas com atividades antifiingica,
viruscida, antibacteriana (MacRae et al 1988) parasiticida (Sahpaz et al 1994) e
tripanossomicida (Zani et al 1995).

Além disso, 0 bioensaio com A. salina também é correlacionado com atuacao
antitumoral em substancias com DLso < 1000 pug mL™ (Meyer et al 1982, McLaughlin
et al 1993, Colman-Saizarbitoria et al 1995). Dessa forma nossos resultados
demonstram que a peconha de P. sericea é toxica para A. salina, ja que apresentaram
DLso < 1000 pg mL™2. Além disso, com o inbidor de protease na peconha, houve um
aumento significativo (F= 51,2 e p < 0,01, Fig. 1) da toxicidade da pegonha, sugerindo
que sem o inibidor de protease ha degradacdo de substancias. Isso pode estar
relacionado com o fato de que os inibidores de protease sdo reagentes extremamente
importantes para inibir a degradacdo geral de proteinas em tecidos ou extratos celulares
por proteases endogenas, que impedem o bloqueio da atividade de proteinas especificas.

Por fim, é importante enfatizar que a toxicidade da pegonha de P. sericea em
todas as concentraces testadas e tanto na presenca quanto na auséncia do inibidor

possuem DLsp < 1000 pg mL?! e segundo os dados de Meyer et al (1982), essas
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caracteristicas ampliam as possibilidades do uso da peconha de P. sericea para testes

mais aplicados no futuro.

Determinacgdo do indice mutagénico e citotoxico a partir do teste de

Ames

O teste de Ames € um teste in vitro amplamente reconhecido e indicado por
agéncias e corporagfes governamentais como a ANVISA, OECD, SBMCTA para
avaliacdo do potencial mutagénico, sendo as linhagens TA 98 e TA 100, as utilizadas no
presente trabalho, indicadas para um screening pois possuem capacidade de detectar

grande parte dos agentes mutagénicos (Vargas et al 1993).

Dessa forma, de acordo com os dados da tabela 1, a concentragdo de 150 pg
placa com auséncia de inibidor de protease aumentou significativamente (p < 0,01) o
namero das col6nias revertentes da linhagem TA98 de S. Typhimurium com ativacdo
metabolica (S+) e o indice de mutagenicidade (IM) foi maior que 2, demonstrando que
nessa concentracao a amostra em auséncia de inibidor apresentou mutagenicidade. Nas
demais concentracbes com ativacdo metabdlica (S+) e sem ativacdo metabdlica (S-) a
amostra ndo apresentou potencial mutagénico, bem como para a linhagem de S.
Typhimurium TA 100.

Na tabela 2, € mostrado o efeito da amostra com presenca de inibidor de protease
frente a linhagem TA 100 de S. Typhimurium com ativacdo metabélica (+S9). E
possivel avaliar que na concentragdo de 150 pg placa™ apesar de néo ter o IM maior que
2 h& uma tendéncia a se tornar mutagénica, pois teve um aumento significativo (p <
0,01) no nimero de coldnias revertentes. A concentracdo de 500 pg placa™ apresentou
citotoxicidade, pois seu IM foi menor que 0,7 assim como nas concentra¢des de 50, 150
e 500 pg placa™® sem ativagdo metabdlica (S-).

De acordo com o teste de Ames apenas na concentraco de 150 pg placa™, sem o
inibidor de protease ha aumento significativo (p < 0,01) do nimero das coldnias
revertentes da linhagem TA98 de S. Typhimurium com ativacdo metabdlica (S+),
apresentando entdo um indice de mutagenicidade positivo para esta concentracdo
testada, demonstrando entdo potencial mutagénico. Esses resultados indicam que a
peconha desta espécie pode apresentar em sua constituicdo substancias que causam
mutacdes, diretamente ou apos ativagdo metabolica, uma vez que os revertentes de

TA98 sdo especificos para substancias com esse mecanismo de agdo (Santos et al
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2009), ou seja os tipos de mutacOes detectadas pelo teste de Ames para essa linhagem
incluem deslocamento do quadro de leitura.

Por outro lado, a pegonha com presencga de inibidor de protease teve resposta
somente frente a linhagem TA 100 de S. Typhimurium com ativacdo metabolica (+S9)
ja que a concentracéo de 150 pg placa™ apesar de ndo ter o IM maior que 2 apresentou
uma tendéncia a se tornar mutagénica, pois teve um aumento significativo (p < 0,01) no
namero de colbnias revertentes, demonstrando um potencial mutagénico do tipo
substituicdo de pares de base.

Além disso, a maior concentracdo (500 pg placa™®) apresentou citotoxicidade,
pois seu IM foi menor que 0,7 assim como nas concentra¢des de 50, 150 e 500 ug placa
! sem ativagdo metabélica (S-). Dessa forma, € importante ressaltar que sem e com
inibidor de protease a peconha apresentou diferentes respostas, frente as linhagens
testadas, ficando claro que ndo usar inibidor pode acarretar perda de proteinas e assim
podem representar uma ameaca ao destino de uma proteina, além de resultar em um
outro tipo de resposta.

Esses resultados indicam o cuidado com o modo no qual a extracdo da amostra
deve ser realizada, j& que o teste de Ames é utilizado mundialmente como uma
ferramenta inicial para se determinar o potencial mutagénico de novos compostos,
devido ao seu alto valor preditivo para carcinogenicidade em roedores, quando uma
resposta mutagénica é obtida (Mortelmans & Zeiger 2000).

Para o teste sdo utilizadas cepas da bactéria S. Typhimurium, geneticamente
modificadas para deteccdo de substdncias mutagénicas. O analgésico dipirona por
exemplo, ja foi testado pelo teste de Ames com cepas TA98 e TA100 da bactéria (Izumi
et al 1991). As mutacdes estdo intimamente envolvidas em etapas iniciais de doencas
degenerativas, como o cancer (Maron & Ames 1983, Mortelmans & Zeiger 2000).
Assim, nossos resultados destacam a importancia de informacgdes prévias que

direcionem o estudo com a pegonha.

Viabilidade celular
Foi investigado o efeito da peconha de P. sericea na viabilidade celular das
linhagens: MRC-5, CHO e B16F10-Nex2. Os resultados dos ensaios demonstram que a

viabilidade celular sobre efeito da peconha desta espécie ndo apresenta diferencas
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significativas em relacdo a citotoxicidade para linhagem MRC-5 nas concentracdes e
tempos testados (p< 0,93, p< 0,58) em comparagéo ao grupo controle (Fig. 2 A-B).

Para linhagem CHO os resultados demonstram que a peconha apresenta
citotoxicidade significativa nas maiores concentracdes testadas (p< 0,04, p< 0,04) em
comparacdo ao grupo controle (Fig. 4 A-B) com efeito dose-dependente. Entretanto, o
tratamento das células com inibidor de protease, induziu uma diminuicdo significativa
da viabilidade celular (p< 0,01), demostrando que s&o mais sensiveis a acdo dose
dependente nesse caso (Fig. 4 A-B e 5 A-B), e que sem uso do inibidor de protease ha
degradacéo de substancias que possam estar envolvidas com a citoxicidade da pegonha.

Enquanto para a linhagem B16F10-Nex2, os resultados demonstram claramente
que as células foram mais sensiveis a acdo dose dependente da peconha apresentando
citotoxicidade significativa em todas as concentracfes e tempos testados (p< 0,01, p <
0,06) em comparacdo ao grupo controle (Fig. 6 A-B). Além disso, ha reducdo
concludente na viabilidade celular de mais de 60% nas duas maiores concentragdes (200
e 400 pg mL1). Houve diminuigdo da viabilidade celular com inibidor de protease, com
o valor de p significativo (p< 0,01), demostrando que sdo mais sensiveis a acdo dose
dependente da peconha de P. sericea (Fig. 7 A-B).

Dessa forma, todos os tratamentos, independente da linhagem demonstraram que
sem inibidor de protease hd degradagdo de substancias responsaveis por aumentar a
citotoxicidade da peconha. Uma reducdo na viabilidade celular por um agente pode ser
considerada como um efeito citotoxico decorrente da presenca de substancias toxicas
(Zegura et al 2009). Um fato importante a ser considerado nos resultados obtidos é que
a peconha na concentracdo de 100 pug mL* foi altamente citotdxica para a linhagem
tumoral B16F10-Nex2, ja que a viabilidade celular acima dessa concentracdo
independente da presenca ou auséncia do inibidor de protease, reduziram
significativamente a viabilidade celular da célula tumoral (Fig. 7 A-B).

Os farmacos atuais tém acdes prejudiciais sobre as células ndo-alvo, isso acaba
causando efeitos colaterais indesejaveis. Dessa forma, a busca por novos compostos
seletivos a células tumorais se tornam importantes para pesquisas nessa area, e estudos
basicos sdo importantes para embasar pesquisas futuras. A espécie de vespa social mais
estudada nesse sentido é a Polybia paulista, os efeitos antitumorais das toxinas da
peconha de P. paulista ja foram testados para o mastoparan Polybia-MP1, este peptideo
mostrou uma atividade altamente seletiva citotoxica e antiproliferativa contra células de

cancer de prostata, bexiga (Wang et al 2008) e leucémicas resistentes a multiplas drogas
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(Wang et al 2009). Além disso, Leite et al (2015), avaliaram que o peptideo Polybia-
MP1 da peconha desta espécie, apds isolado, apresenta atividade anticarcinogénica.

Conclusao
Os resultados deste estudo acrescentam conhecimentos sobre os efeitos

citotoxicos, mutagénico e de viabilidade celular da peconha de P. sericea, enfatizando a
importancia no investimento em novos estudos de atividade bioldgica deste material
glandular. Além de resultados importantes sobre a utilizacdo ou ndo de uma solucéo
aquosa de coquetel de inibidores de proteases, que implicam em diferentes resultados.
Dessa forma, a peconha da espécie pode ser importante para fornecer substancias

modelo para aplicacdo na industria farmacéutica.
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Tabela 1. Atividade mutagénica expressa pela média de colnias revertentes/placa + desvio padréo da peconha de Polybia sericea em auséncia

de inibidor de protease frente as linhagens TA 98 e TA 100 de Salmonella Typhimurium com ativacdo metabdlica (S+) e sem ativagdo

metabdlica (S-).

TA 98 TA 100
Concentracoes
placai) (he S+ S- S+ S-
20 12,00 + 3,61 10,00 + 0,00 126,67 + 15,82 150,67 + 7,09
5 13,67 1,53 18,67 + 2,08 93,00 + 2,00 119,33+ 17,79
15 14,67 + 4,04 9,00 + 1,00 142,33 + 3,79 115,33 + 14,57
50 15,00 +1,73 16,67 + 2,52 147,33 + 13,01 117,00 + 16,00
150 27,33 +1,15%* 12,33 +1,53 133,67 + 21,03 129,33+ 7,51
500 6,00 + 2,00 16,67 + 2,08 114,00 + 5,00 138,67 + 4,62
C+ 311,50 + 4,50¢ 389,5 + 2,50° 1317,00 + 1,00¢ 307,00 + 3,00°

: 4gua destilada usada como diluente do extrato; Controle Positivo (C +): ° 4-nitro-0-phenylenediamine aca™); ¢ Azida sodica (2, aca™); -
30: 4gua destilad d diluente do extrato; Controle Positivo (C +): ® 4-nitro-o-phenylened 10 ug placa®); ¢ Azida sodica (2,5 pg placa™); 22AA

aminoantraceno (2,5 ug placa®). Diferenca significativa ANOVA: * p<0,05; **p<0,01.
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Tabela 2. Atividade mutagénica expressa pela média de revertentes/placa + desvio padrdo da peconha de Polybia sericea com a presenca de um
inibidor de protease frente as linhagens TA 98 e TA 100 de Salmonella Typhimurium com ativacdo metabdlica (S+) e sem ativacdo metabdlica

(S-).

TA 98 TA 100
Concentracoes
placai) " > > > >

0 13,67 + 2,52 10,00 + 0,00 126,67 + 15,82 150,67 + 7,09
5 18,00 3,00 17,33 +3,51 96,33 + 1,53 116,00 + 10,39
15 18,33 + 3,51 15,67 + 4,04 90,00 * 2,65 181,67 + 13,28
50 18,00 £ 2,65 15,00 + 3,61 148,67 + 4,62 103,33 + 2,31
150 18,67 +5,03 7,33+ 2,08 213,00 + 6,93** 71,00 + 3,46
500 9,67 +3,21 14,33 £5,03 79,00 21,12 18,67 1,15
C+ 311,50 + 4,50¢ 389,5 + 2,50° 307,00 + 4,24¢ 1619 + 29,69¢

0% 4gua destilada usada como diluente do extrato; Controle Positivo (C +): ® 4-nitro-o-phenylenediamine (10 pg placa™); ¢ Azida sédica (2,5 pg placa?); “2AA-

aminoantraceno (2,5 ug placa®). Diferenca significativa ANOVA: * p<0,05; **p<0,01.
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Figura 1. Taxa de mortalidade (%) das larvas do microcrustaceo Artemia salina em fungdo da concentracdo da peconha de Polybia sericea sem e

com inibidor de protease.
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Figura 2. Viabilidade celular pelo ensaio MTT em células MRC-5 tratadas com diferentes concentracGes da peconha de Polybia sericea por 24 e
48 horas. Os dados sao expressos em media £SEM em trés experimentos independentes em triplicata. (A) em auséncia de inibidor de protease e

(B) com presenca de inibidor de protease.
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Figura 3. Porcentagem da viabilidade celular por MTT em Linhagem MRC-5 tratadas com diferentes concentracdes da peconha de Polybia

sericea com auséncia e presenca de um inibidor de protease (A) (24 h) e (B) (48 h).
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Figura 4. Viabilidade celular por MTT em células CHO tratadas com diferentes concentra¢fes da peconha de Polybia sericea por 24 e 48 horas.
Os dados sdo expressos em média £SEM em trés experimentos independentes em triplicata. (A) em auséncia de inibidor de protease e (B) com
presenca de inibidor de protease.



A 120 24 h

100t

Viabilidade celular {%)
[#2]
=

sy}
=

=4 CHO

Auséncia de inibidor de protease

—$- CHO

Presenca de inibidor de protease

40

0 625 125 25 50 100 200
Concentracdo da peconha (ug mL-1)

400

Wiabilidade celular {%)

120

100t

oo
L]

s}
)

40

80

48 h

== CHO

Auséncia de inibidor de protease

—— CHO

Presenca de inibidor de protease

0 B25 125 25 50 100 200 400
Concentracdo da pegonha (ug mL-1)

Figura 5. Porcentagem da viabilidade celular por MTT em células CHO tratadas com diferentes concentracGes da peconha de Polybia sericea

com auséncia e presenca de um inibidor de protease (A) (24 h) e (B) (48 h).
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Figura 6. Viabilidade celular por MTT em células B16F10-Nex2 tratadas com diferentes concentracdes da peconha de Polybia sericea por 24 e
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de inibidor de protease e (B) Linhagem B16F10-Nex2 com presenca de inibidor de protease.
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