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RESUMO

AZEVEDO, Dihego de Oliveira, D. Sc., UniversidadedEral de Vicosa, fevereiro de
2011. Vitelogeninas em operérias deEctatomma tuberculatum (Formicidae:
Ectatomminae): sintese, funcdes e regulacdo enddwi Orientador: José Eduardo
Serrdo. Co-orientadores: Lucio Anténio de Olivéd@mpos, Sérgio Oliveira de Paula
e José Cola Zanuncio.

As operarias da formigkctatomma tuberculatum (Ectatomminae) apresentam
ovarios desenvolvidos e produzem ovos que saaadilis na alimentacéo da cria e da
rainha (ovos tréficos). As vitelogeninas sao asgypiais proteinas encontradas nos ovos
de insetos, sendo potencial fonte de nutrientea paembrido e adultos. Em insetos
sociais, 0s niveis de vitelogenina variam entre imdividuos e influenciam a
determinacdo das castas reprodutivas e operatiaslades de cuidado com a cria e
forrageio, longevidade, manutencdo somatica e idag@d. Em formigas que produzem
ovos troficos, a vitelogenina € uma das fontes loheeato para larvas e rainhas. Em
geral, a sintese de vitelogenina € regulada eni trawgscricional principalmente por
hormonio juvenil (HJ), mas em operarias de formigssa relacdo ndo esta muito bem
caracterizada. Os objetivos deste trabalho foranficsg o periodo de producdo de
vitelogenina em operarias #&etuberculatum e o efeito do HJ na sintese dessa proteina.
A vitelogenina foi identificada a partir de extratde ovos de rainhas e operarias por
SDS-PAGE. Anticorpos anti-vitelogenina foram ob#ide utilizados para deteccédo
dessa proteina no corpo gorduroso e na hemolinfapdearias de diferentes idades.
Também foi observado o efeito da aplicacdo de Hadlsintese de vitelogenina no
corpo gorduroso e nos niveis de vitelogenina curtigls na hemolinfa de operarias,
através de PCR quantitativo em tempo real e ELI3A. vitelogeninas deE.

tuberculatum sdo constituidas por dois polipeptidios de 31 & KBa. Nos ovos de



rainhas, a vitelogenina de 156 kDa é clivada ens duaunidades de 36 e 123 kDa. As
analises da hemolinfa de operarias mostraram gexr@cdo de vitelogenina varia de
acordo com a idade, com picos de producéo ent&®) @s60 dias de idade e cessando
por volta dos 100 dias. Essa variacdo mostra utagad® com as diferentes atividades
exercidas pelas operarias na colbnia, sugerindo aguételogenina pode ter uma
importante funcdo na manutencéo do polietismoaHriE. tuberculatum. As analises
também mostraram que aplicacdo de HJ Il reduantesd de vitelogenina no corpo
gorduroso, assim como reduz os niveis de vitelogeoirculante na hemolinfa. Esses
dados mostram que o HJ regula a producéo de w&eilog em operarias, sugerindo que
em operarias adultas de. tuberculatum o horménio juvenil ndo tem funcdo de

gonadotropina.



ABSTRACT

AZEVEDO, Dihego de Oliveira, D. Sc., Universidadederal de Vicosa, February,
2011. Vitellogenins in workers of the antEctatomma tuberculatum (Formicidae:
Ectatomminae): synthesis, functions and endocrine egulation. Adviser: José
Eduardo Serrédo. Co-advisers: Lacio Antonio de Qiav€ampos, Sérgio Oliveira de
Paula and José Cola Zanuncio.

Workers of the arEctatomma tuberculatum (Ectatomminae) have active ovaries
and lay eggs that are eaten by the queen and l@rephic eggs). Vitellogenins are the
main proteins found in the eggs of insects andaaseurce of nutrients to embryo and
adults. In social insects, the vitellogenin levedsy between the castes and influences
the reproductive social status, nursing and foigactivities, longevity, somatic
maintenance and immunity. In most of the insectg vitellogenin synthesis is
regulated mainly by juvenile hormone. However, anfieproductive worker ants this
relationship is poorly characterized. The aims lo$ tstudy were to characterize the
period of vitellogenin secretion in workers Bf tuberculatum and to verify the effects
of juvenile hormone application in vitellogenin #yesis. The vitellogenin was
identified from queen and worker eggs by SDS-PA@Ati-vitellogenin antibodies
were obtained and used to detect this protein e ft#t body and haemolymph of
workers at different ages. Also, juvenile hormotenas applied topically in workers
and their effect on vitellogenin synthesis in tiae body and vitellogenin levels in the
haemolymph were analyzed by quantitative real t@R and ELISA. Vitellogenin
from E. tuberculatum consists of two polypeptides of 31 and 156 kDathia eggs of
gueens, the 156 kDa polypeptide is cleaved into sulmunits of 36 and 123 kDa. The

analysis of the haemolymph of workers showed thatsecretion of vitellogenin varies

with age. The secretion is initiated around théhfilay after emergence, with peak

Vi



production from days 20 to 60, and stops around X} The analyses also showed
that juvenile hormone down regulates the vitelloagemRNA expression and protein
synthesis in the fat body, and reduces the vitehag levels in the haemolymph. Our
data showed that vitellogenin may have an importaletin maintaining age polyethism

and its synthesis is down regulated by juvenilentmre inE. tuberculatum.
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INTRODUCAO

Vitelogeninas sao as proteinas precursoras deliness, principais constituintes
do vitelo dos ovos de insetos e fonte de nutriepéea o0 embrido em desenvolvimento
(Raikhel e Dhadialla, 1992; Tufail e Takeda, 2008).

Nos insetos, as vitelogeninas sao sintetizadasipalmente no corpo gorduroso
de fémeas na forma de um ou multiplos polipeptidiesaté 200 kDa, que sofrem
modificagbes como glicosilagéo, lipidificacdo, fagiacdo, sulfatacdo e clivagem
proteolitica antes de serem liberados na hemotiofao proteinas oligoméricas com
massas moleculares que variam de 300 a 600 kDaglérhet al., 1999; Tufail e
Takeda, 2008). Esses agregados protéicos séo iposemte captados pelos ovocitos
via endocitose mediada por receptores (Tufail eeflak2009) e estocados na forma de
granulos protéicos, quando recebem o nome denatl{Raikhel e Dhadialla, 1992;
Giorgi et al., 1999). Assim, as vitelogeninas levaara os ovdcitos amino&cidos,
fosfatos, carboidratos, lipidios e sulfatos, asstomo carreiam &acidos graxos,
vitaminas, hormonios e metais via ligagdes naodeowes (Raikhel e Dhadialla, 1992,
Amdam et al., 2004; Tufail e Takeda, 2008). A glitacdo e a sulfatacdo também tém
relacdo com a secrecdo das vitelogeninas do caymuigpso e sua ligagdo com o0s
receptores para endocitose na superficie dos ogdERaikhel e Dhadialla, 1992; Tufail
e Takeda, 2009). Algumas espécies de insetos peodudtelogenina também em
outros érgéos, tal como as glandulas hipofaringaaabelhapis mellifera (Seehuus et
al., 2007) e ovarios em alguns dipteros (Raikh&hadialla, 1992). Em abelhas, a

vitelogenina também foi identificada em machos|@ios et al., 2003).



A vitelogenina é uma proteina que possui trechm® sequéncias bastante
conservadas nos insetos (Chen et al., 1997; Taifedkeda, 2008), embora o nimero de
genes que a codificam varie em diferentes espédasinsetos hemimetabolos, ha um
gene emBlattella germanica (Blattaria) (Comas et al. 2000) e dois genes em
Leucophaea maderae (Blattaria) (Tufail et al., 2007). Nos holometats| cinco genes
foram identificados enmAedes aegypti (Diptera) (Chen et al., 1994), um gene em
Bombyx mori (Lepidoptera) (Yanno et al., 1994) e el mellifera (Hymenoptera:
Apidae) (Piulachs et al., 2003), e trés genes Sehenopsis invicta (Hymenoptera:
Formicidae) (Tufail e Takeda, 2008).

Estruturalmente, a caracteristica mais marcardevid@ogeninas de insetos € a
presenca de uma regido rica em residuos de semimaipalmente na porcdo N-
terminal. Essa regido concentra carga negativade petar relacionada a solubilidade
da vitelogenina na hemolinfa e na captacdo deGaifse F&°, além de ser um sitio em
potencial para fosforilagdo, visto que se apresalttanente fosforilado em algumas
espécies de baratas (Tufail e Takeda, 2002). Aiitapcia desses dominios fosforilados
pode estar no fato de que a desfosforilagdo deogéaina diminui sua captacao pelos
ovocitos (Dhadialla et al., 1992). A porcao C-teratidas vitelogeninas de insetos tem
como caracteristica o alto grau de conservacaonuus/os DGxR (&cido-aspartico,
glicina, um aminoacido qualquer, arginina), GL/IG@icina, leucina ou isoleucina,
cisteina e glicina), e C (cisteina), nessa ordendieagdo a por¢cdo C-terminal (Tufail e
Takeda, 2008). Os motivos GL/ICG e C sao respoimsgwea oligomerizacdo das
vitelinas em vertebrados (Mouchelet al., 1996).

Nos Hymenoptera sociais, a producéo de vitelogsnitdio é exclusividade das

castas reprodutivas, pois as operarias de abelloasigas também a produzem (Gobin



et al., 1998; Wheeler et al., 1999; Guidugli et 2D05; Seehuus et al., 2006; Dallacqua
et al., 2007). A capacidade de producdo dessaipaopelas castas ndo reprodutivas
indica que a vitelogenina possui outras funcdesrabwionadas a fornecer nutrientes
ao embrido.

Operarias de abelhas sem ferrdo produzem ovos eonesm colonias com
rainhas ativas. Entretanto, operariaskdieseomelitta varia (Apidae: Meliponini) n&o
realizam postura, mas produzem vitelogeninas datisgimente durante toda sua vida,
sugerindo participacdo dessas proteinas em pracéisgmogicos ndo relacionados a
reproducéo (Dallacqua et al., 2007). Em operarngA. dnellifera, além de servir como
fonte de aminoacidos na producéo de alimento pareaa geléia real (Amdam et al.,
2003), as vitelogeninas estdo envolvidas na regalata execucdo de diferentes
atividades dentro da colénia e no inicio das atidet de forrageio destas abelhas
(Marco Antbnio et al.,, 2008). As vitelogeninas tamb influenciam a maior
longevidade das rainhas de mellifera em relacdo as operéarias, permitindo maior
resisténcia ao estresse oxidativo e regulando eesdo de hormadnio juvenil (HJ) e de
genes da cascata de sinalizacéo IS (insulin/imdikle signaling), esta envolvida no
controle do crescimento, envelhecimento e repran@ga vertebrados e invertebrados
(Corona et al., 2007).

A vitelogenina tem importantes fungdes na mandterspméatica e do sistema
imune de abelhas. Abelhas submetidas a estresstatiori apresentam grande
guantidade de hemdcitos picndéticos, indicativo datencelular, e células do corpo
gorduroso soltas na hemolinfa quando tratadas chw ¢ interferéncia (RNAI) anti-
vitelogenina (Seehuus et al., 2006). Da mesma foomaimero de hemadcitos normais

circulantes esta diretamente relacionado a qualgidie zinco ligado a vitelogenina



circulante na hemolinfa (Amdam et al. 2004). A hiteenina também influencia o
status nutricional das operarias Alamellifera (Toth e Robinson, 2005). A medida que
as operarias envelhecem, elas consomem menoredaqui@s de pdlen e essa queda no
consumo resulta em diminuicdo na sintese e qualetida vitelogenina circulante na
hemolinfa (Bitondi e Simdes, 1996). Da mesma foragreservas lipidicas no corpo
gorduroso de operarias forrageiras sdo menore)aueutridoras (Toth e Robinson,
2005). A vitelogenina é uma importante carreaderéipddios (Tufail e Takeda, 2008),
e a diminuicdo na quantidade dessa proteina padansa das causas das menores
reservas lipidicas em operarias mais velhas (T&bkenson, 2005).

Em vérias espécies de formigas, as operarias reaéroapacidade de
desenvolvimento do ovario, produzindo ovos naoilifeattlos e morfologicamente
diferentes dos ovos férteis denominados ovos t$fiatilizados na alimentacédo das
larvas e das castas reprodutivas (Holldobler e dfjIsl990; Camargo-Mathias e
Caetano, 1995; Fénéron e Billen, 1996; Gobin etl8P8; Dietemann e Peeters, 2000).
A producdo de ovos troficos mostra que a sinteseitdlbgeninas tem relacdo com
alimentagéo dos membros da colonia.

Os insetos podem ser divididos em trés gruposaldasena regulacdo hormonal
da sintese de vitelogeninas: no grupo |, estdonsstds cuja sintese € controlada
principalmente pelo HJ; no grupo Il estdo insetos@ os dipteros, que usam HJ e
ecdisterdides produzidos pelos ovarios; e no grilb@stdao os lepidopteros, que
requerem HJ, ecdisterdides e horménios adicion@g pegular a sintese de
vitelogenina (Tufail e Takeda 2008).

O HJ é um sesquiterpendide aciclico sintetizadosmerpora allata, um par de

glandulas localizado logo abaixo do cérebro, nanatwo complexo retrocerebral, que



regula o desenvolvimento e a reproducédo nos inggtogeral (Hartfelder, 2000). Trés

compostos com atividade de HJ foram isolados egtasse designados HJ |, HJ 1l e HJ
lll. As trés moléculas apresentam diferentes aidas fisiologicas e concentracdo na
hemolinfa. O HJ Il é o hormdnio predominante nuseios em geral, enquanto os HJ |
e Il sédo encontrados principalmente em larvas piddpteros (Kort e Granger, 1981).

Por ser altamente lipofilico, o HJ é transporta@ohemolinfa por proteinas
carreadoras como lipoforinas e hexamerinas de @d&o molecular, que também
protegem o hormdnio de degradacdo por esteraséxetdfrio, algumas esterases e
hidrolases se ligam a essas proteinas para desatiegular o nivel de HJ na hemolinfa
(Kort e Granger, 1981).

Durante o desenvolvimento larval, o HJ previne ogistento precoce de
caracteristicas adultas, mantendo a expressames lygados a fase larval. Na auséncia
de HJ, o hormdnio 20-OH-Ecdisona ativa a expredsagenes ligados a metamorfose e
a caracteristicas de pupas e adultos (Jones, Ha@8elder, 2000). Em insetos adultos,
o HJ atua principalmente em eventos ligados a dejg&o como ovogénese, VO0OS
nupciais e de dispersdo, producdo de feroméOniosudangas pos-copulatérias em
fémeas (Jones, 1995; Hartfelder, 2000). Particidatenem relagdo a ovogénese, o HJ
influencia a sintese de vitelogenina no corpo gaslu e sua captacdo pelos ovocitos
(Hagedorn e Kunkel, 1979; Raikhel e Dahadialla,21 $¢artfelder, 2000).

Nos Hymenoptera eussociais, os estudos do papeldoostram que ele ndo
age apenas como uma gonadotropina tradicional,achgsiriu importantes fungdes na
diferenciagcdo de castas, na divisdo de trabalhoodafivo e no polietismo etario

(Robinson e Vargo, 1997; Hartfelder, 2000).



Nos Hymenoptera eussociais mais basais, a diferg@imorfolégica entre as
castas reprodutivas e operarias sao minimas, e@&®r@as podem se acasalar e se
reproduzir na auséncia de uma rainha (Michener4)19Nessas espécies, o0 HJ tem
efeito gonadotropico, estimulando o desenvolvimetds ovarios e influenciando a
divisdo de trabalho reprodutivo (Robinson e Vaffi97). Na abelhBombus terrestris
(Apidae), os niveis de HJ estdo positivamente iiglados com o desenvolvimento dos
ovarios, e as operarias dominantes e rainhas apaesenaiores niveis de HJ circulante
na hemolinfa (Bloch et al., 2000). Hnasioglossum zephyrum (Halictidae), a producéao
de vitelogenina é dependente de inducao por H&eogas de colbnias com uma rainha
ja estabelecida podem desenvolver ovarios quamdadas com HJ (Bell, 1973). Em
vespas do génerolistes (Vespidae), o HJ influencia o desenvolvimento aawie as
relacbes de dominancia reprodutiva, visto que a®#8 que se tornam dominantes
quanto a postura de ovos apresentam maiores niedikl que as fémeas subordinadas
(Roseler et al., 1984; Giray et al., 2005).

Na abelha altamente eussockal mellifera, o HJ tem papel fundamental na
diferenciagéo de castas. A alimentacao diferenaiedalarvas de rainhas faz com que
os corpora allata produzam altos niveis de HJ entre o terceiro e tguinstares,
diferentemente das larvas de operéarias. Os altasisnde HJ induzem proliferacédo
celular das gbnadas no dultimo instar larval e miba degeneracdo das células
foliculares. Além disso, o HJ estimula a produc@ atdisterdides nas glandulas
protoraxicas, 0S quais ativam a sintese protéista-aspecifico nos ovarios larvais
(Hartfelder, 2000). Na fase adulta, entretanto, bpdrdeu seu efeito gonadotrdpico
tanto em rainhas quanto operéarias, com a produeadgtelogeninas acontecendo sob

baixas concentracdes de HJ (Pinto et al., 200®fe@@o positivo do HJ na sintese de



vitelogenina em operarias e rainhasmellifera acontece apenas durante os ultimos
estagios pupais (Barchuck et al., 2002). E possjuel uma das funcées do HJ seja
tornar as células competentes a sintese de vitel@gepara posterior regulacdo da
transcricdo (Barchuck et al., 2002). Em formigagf@to do HJ na diferenciacdo de
castas foi visto enPheidole sp. (Myrmicinae), onde o dimorfismo existente entre
soldados e operérias é dependente de diferenteis iy HJ durante os estagios larvais
(Wheeler e Nijhout,1983).

O HJ tem participacdo na organizacao da divisawati@lho com base na idade
(polietismo etario) em operarias de mellifera (Robinson e Vargo, 1997), pois a
transicdo de atividades intranidais para extragidaacompanhada por um aumento na
atividade doscorpora allata (Huang et al., 1991). Assim, os niveis de HJ auament
com a idade da abelha, fazendo com que as opefarrageiras apresentem niveis
maiores de HJ que operarias nutridoras (Huang.ell@91; Jassim et al., 2000). Da
mesma forma, a aplicacdo de HJ em operérias cordiairde idade fez com que elas
adiantassem o inicio do forrageio, assim como a¢ém doscorpora allata resultou
em forrageio tardio (Sullivan et al., 2000). Erdreb, a remocao dasrpora allata ndo
impediu as abelhas de forragearem normalmente, aapatrasando 0 processo,
sugerindo que o HJ ndo é o Unico agente regulaatradsicdo de tarefas (Sullivan et
al., 2000). O aumento nos niveis de HJ estimulaesemvolvimento de estruturas
cerebrais ligadas a aprendizagem e memoria (cqeuhsnculados) e a degeneracéo das
glandulas hipofaringeas produtoras de alimento pamda (Hartfelder, 2000), além de
diminuir os niveis de vitelogenina circulante (Biet al., 2000).

O HJ também influencia a divisdo de trabalho emmigas. Rainhas de

Pogonomyrmex californicus (Myrmicinae) em fase de forrageio apresentam reaior



niveis de HJ que rainhas que nao forrageiam (Dblezal., 2009). EmMyrmica
riaeumenoides (Myrmicinae), operarias forrageiras apresentanoreainiveis de HJ Il
circulante que operarias nutridoras, e a aplicagiblJ em operarias nutridoras acelera
a mudanca na composi¢cdo dos hidrocarbonetos arésupara um perfil tipico de
forrageiras (Lengyel et al., 2007).

Em S invicta (Myrmicinae), o HJ regula a maturacdo sexual dashas,
influenciando a captacao de vitelogenina pelosiosé estimulando a perda de asas
(Burns et al., 2002). Entretanto, estudos recem¢@sonstram que o HJ ndo age como
gonadotropina em todas as espécies de formigamriégaLasius niger (Formicinae),

a aplicacao topica de HJ em rainhas reduziu a pémdde ovos (Sommer e Holldobler,
1995). Da mesma forma, o tratamento de coléniasMdaomorium pharaonis
(Myrmicinae) com o analogo do HJ piriproxifem readun tamanho dos ovarios de
rainhas (Hsieh e Su, 2000).

Em espécies de formigas onde ndo ha rainhas, &sdegerarias sdo capazes de
acasalar e se reproduzir. Dessa forma, elas estabeluma hierarquia de dominancia
reprodutiva onde a operaria alfa se reproduz eubsrdinadas permanecem inférteis
(Hollddbler e Wilson, 1990). E@iacamma sp. eStreblognathus peetersi (Ponerinae),
as operarias reprodutivamente ativas (gamergapgeyentam niveis de HJ circulante
menores que as operarias subordinadas ndo repr@slBommer et al., 1993; Brent et
al., 2006). Além disso, nas operarias nao repredsitieDiacamma sp., 0s niveis de HJ
aumentam com a idade (Sommer et al., 1993). Partladponto que a producdo de
vitelogenina é fundamental na producdo de ovOcikosconsequentemente na

determinacdo do status reprodutivo (Raikhel e Ddidi1992; Robinson e Vargo,



1997), as formigas sdo um bom modelo para a comgieedas funcdes exercidas pelas
vitelogeninas e a sua regulacéo pelo HJ.

O géneroEctatomma (Formicidae: Ectatomminae) € endémico da regido
Neotropical e apresenta 14 espécies distribuidsdede sul do México até a Argentina
(Ouellette et al., 2006; Delabie et al., 20053.Ectatomma séo formigas relativamente
grandes, com tamanhos que variam de 8 a 12 mm mericoento (Delabie et al.,
2007) Nidificam no solo, criando galerias constituidasuin poco vertical a partir do
qual se abrem camaras horizontais onde as operéresutam, separadamente,
atividades como cuidar da cria e amontoar o lixeldbie, 1990; Antonialli-Junior e
Giannotti, 2001). Por serem predadoras generaliagasspécies do géndfotatomma
sdo consideradas importantes agentes no controléglwo natural de populacdes de
insetos (Delabie, 1990, 1999).

A formiga Ectatomma tuberculatum (Ectatomminae) forma colbnias com até
400 operéarias e uma ou varias rainhas (Hora et2@D]l, 2005). As operarias sao
morfologicamente diferentes das rainhas e semeabaeantre si, estruturadas num
sistema de castas temporais onde as fun¢des dient@onia variam de acordo a idade
(Champalbert e Lachaud, 1990; Fénéron et al., 11966 et al., 2001). Sdo predadoras
generalistas, mas também fazem uso de néctar, ydewé coletado de afideos e
matéria organica em decomposic¢éo (Delabie, 200tkbzeet al., 2007).

Em E. tuberculatum, as operarias apresentam ovarios desenvolvidog(éd e
Billen, 1996) mas nédo sao capazes de se acasalargue a espermateca que possuem
nao é funcional (Hora et al., 2001). Os ovos prathszpelas operarias ndo sao férteis,
sendo utilizados principalmente na alimentacédoa@ss e da rainha na forma de ovos

troficos (Hora et al., 2007). O desenvolvimento dosrios em operarias de.



tuberculatum tem relacdo com a divisao de tarefas ligada eeidadnéron et al., 1996),
sugerindo que a vitelogenina pode ser um fatoiimflileencia o polietismo etario.

Isso faz deE. tuberculatum um bom modelo para comparacdes da relacdo da
producao de vitelogenina com o polietismo etarimeeformigas e abelhas, visto que os
estudos envolvendo esses dois fatores sdo deselosohasicamente com mellifera
como organismo modelo. Além disso, os estudos sohegulacdo da ovogénese pelo
HJ em formigas s@o baseados principalmente em awmihem espécies onde as
operarias tém potencial para se tornarem rainhamif&r et al., 1993; Sommer e
Holldobler, 1995; Burns et al., 2002; Brent et aD06). Logo, ndo ha informacdes a
respeito da relacdo entre HJ e sintese de vitelug®eem espécies de formigas onde as

operarias possuem ovarios ativos nao ligados adapéo.

Objetivos

» Objetivo geral:
» Este trabalho tem por objetivo contribuir para mpeeensao das funcoes
exercidas pelas vitelogeninas nas castas nao rgprasi de formigas.
» Objetivos especificos:
» Verificar o periodo de secrecdo de vitelogenina eperarias de
Ectatomma tuber culatum;
» Verificar se h& relacdo entre a producdo de vielom e o0 polietismo
etario apresentado pelas operariak.deberculatum;
» Verificar a influéncia do HJ na sintese de viteldgas em operarias de

E. tuberculatum.
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MATERIAL E METODOS

Formigas

Seis colbnias dE. tuberculatum foram obtidas do Laboratério de Mirmecologia
(Convénio UESC/CEPLAC), no Centro de Pesquisas degaq Itabuna, BA e
transferidas para o Laboratério de Ultraestrutuetul@r do Departamento de Biologia
Geral da Universidade Federal de Vigosa, onde nfazaadas em colbnias artificiais
dentro de compartimentos plasticos (18 x 25 cmaflos com gesso e ligadas por um
tubo a outros compartimentos plasticos (10 x 10s®1M) gesso, utilizados como area de
forrageio. Todas as col6nias eram poliginicas, et de duas a cinco rainhas e mais
de 30 operarias, além da cria. As colbnias foramticias a 26 + 2 °C, e alimentadas a
cada dois dias com larvas Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), mel e agua
ad libitum (Hora et al., 2007).

Para obtencdo de formigas com idades conhecigasarias recém emergidas
foram marcadas com tinta no térax e mantidas nlé@sies artificiais de origem até sua

utilizagéo.

Obtencao de antigenos

Amostras de vitelogeninas e/ou vitelinas Eletuberculatum foram obtidas a
partir dos ovos de rainhas fisogastricas e ovOcitasluros de operarias com idades

entre 30 e 60 dias, estes ultimos obtidos por ciig&edos ovarios.
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Os ovos e ovocitos foram macerados em tampaoHRIs9,05 M, pH 7,2, ou
tampéao PBS 0,1 M, pH 7,2, contendo 10% v/v de dedjieibidor de proteases [4-(2-
aminoetil) benzenosulfonil fluoreto (AEBSF), E-G¥kstatina, leupeptina, aprotinina e
sédio EDTA] (Sigma). Os extratos foram centrifugado 9300g por 10 minutos,
seguido de coleta do sobrenadante. As proteinasesslpresentes nos extratos foram
dosadas pelo método de Bradford (1976) e as amsdstiam submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfatosddio (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970). As amostras foram diluidas na proporcéo:8es/\y em tampao de amostra (5%
p/v SDS; 0,126 M Tris-HCI pH 6,8; 12,5% p/v glicer,004% azul de bromofenol;
10% v/v B-marcaptoetanol), fervidas por quatro minutos eicaghs no gel. As
concentracdes de bis/acrilamida utilizadas foranf%epara o gel de empilhamento e
12% para o gel de separacédo. A corrida foi feitavatagem constante de 75 V por 15
minutos e 150 V por cerca de 60 minutos. O gelctoado com solucdo de azul de
Coomassie (azul de Coomassie G250 a 2%; acidocac&til0%; etanol a 47,5%) e
descorado com solugdo de &cido acético e etando(acético 10%; etanol 25%). A
massa molecular das proteinas foi calculada ati@désirva padréo obtida pela relagéo
entre os valores de Rf e a massa molecular deipastgadrdo (Promega® Broad

Range Protein Molecular Weight Markers).

Gel Nativo

Extratos de ovos de rainhas e operarias e ama$trdeemolinfa de operarias
com 30 dias de idade foram submetidos a eletradoees gel nativo de poliacrilamida
(Davis, 1964) para comparar as vitelinas e vitetotges em sua forma nativa. Amostras

contendo 2,5 a 5 pg de proteinas foram diluidasaemp&do de amostra (12,5% v/v 0,5
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M Tris-HCI pH 6,8, 30% v/v glicerol, 0,01% p/v dzle bromofenol) e aplicados num
gel de poliacrilamida a 7%. Apos a eletroforesgebfoi pré-fixado por 16 horas com
solucdo de metanol acético (metanol 10% v/v, aeicktico glacial 10% v/v), fixado
por 1 hora com solucdo de formaldeido a 12,5% adoocom prata amoniacal (nitrato

de prata 0,15% p/v, hidréxido de sédio 0,05% pidedxido de amdnio 2,5% v/v).

Producao de anticorpos

As vitelinas correspondem a maior fracdo das praseencontradas nos ovos de
insetos (Raikhel e Dhadialla, 1992; Tufail e Take2l208), e as vitelogeninas/vitelinas
identificadas no SDS-PAGE foram isoladas do geltitizadas separadamente para
producao de anticorpos anti-vitelogenina.

Trés imunizacBes foram realizadas em coelhos dentrés meses de idade,
sendo uma imunizacao inicial e dois reforcos (Hod¢a primeira imunizacdo foram
realizadas injecfes subcutaneas num total de 1 engrateinas com adjuvante de
Freund completo (v/v). A segunda e terceira imugdea foram realizadas em 30 e 60
dias apds a primeira, utilizando um total de 0,2pbd®m proteinas cada em adjuvante de
Freund incompleto (v/v). O sangue foi coletado & chpds a terceira imunizacao,
centrifugado e o soro contendo os anticorpos toicaslo a -20 °C.

As proteinas obtidas no processo de SDS-PAGE tanibeam utilizadas para
imunizacdo de camundongos BALB/c com até trés samasisando sua utilizacdo nos
ensaios ELISA de captura. Trés imunizacdes foraatizealas, sendo que na primeira
foi utilizado um total de 0,25 mg de proteinas aijuvante Freund completo (v/v). A

segunda e terceira imunizacdes foram realizadass@re 60 dias ap0s a primeira,
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utilizando um total de 0,05 mg de proteinas em\adijte Freund incompleto (v/v). O
sangue foi coletado 30 dias ap0s a terceira imgaea o soro obtido foi estocado a -20
°C. Um dos camundongos e um dos coelhos teve aisargletado antes da primeira

imunizacao para obtencéo de soro pré-imune.

Imunofluorescéncia

Amostras de corpo gorduroso e ovécitos foram obtide operarias e foram
submetidas a ensaios de imunofluorescéncia utdizars anticorpos anti-vitelogenina
produzidos em coelhos.

O material obtido foi fixado em solucédo de Zamb@tefanini et al., 1967) por
30 minutos, seguido de lavagem com tampédo PBS Q,pHM7,4 e Tween 20 a 1%
(PBST), incubac&o com solucéo de albumina a 1,5%BS8IT por 10 minutos a 37 °C,
lavagem em PBST e incubacdo com soro normal dén@cael2% em PBST por 20
minutos a 37 °C. As amostras foram novamente |la/adaPBST e incubadas por 16
horas com o anticorpo anti-vitelogenina diluido BBST na proporcdo de 1:500, a 4
°C. Apos, as amostras foram lavadas com PBST éaazas com anticorpo anti-IgG de
coelho conjugado com FITC (Sigma) 1:100 em PBST, qams horas a 37 °C. As
amostras foram montadas em laminas para microscopiasolucéo de sacarose 50%
(montagem total) e visualizadas em microscopio lderdscéncia sob a faixa de
comprimento de onda de 495-530 nm. O controle neg#ti realizado pela omisséo

do anticorpo primario.
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Imunohistoquimica

Amostras de corpo gorduroso de operarias forammdés em solucdo de
Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 30 minutossidetadas em série alcodlica
crescente e incluidas em resina LR White. Seccdas & um de espessura foram
tratadas com solucédo de fenilhidrazina 1% em taniB8 0,1 M, pH 7,4, por 30
minutos, seguido de lavagem em PBS e incubacéosooonnormal de coelho a 2% em
PBS por 20 minutos. Apds, as amostras foram in@gadm anticorpo primario anti-
vitelogenina diluido 1:500 em PBS por 2 horas d@,7seguido de lavagem em PBS e
incubagd@o com anticorpo anti-lgG de coelho conjogaan peroxidase diluido 1:1000
em PBS durante 2 horas a 37 °C. As laminas forastegormente lavadas em PBS e
em tampéao Tris-HCI 0,05 M, pH 7,6, seguido de rag@b com solucdo DABAD,
(3,3-Diaminobenzidina 0,1% em Tris-HCI 50 mM, pH67 2,5% cloreto de niquel
0,3%; HO, 0,1%) por 10 minutos, bloqueio da reacdo com adestilada e
contrastacdo com hematoxilina. O controle negatoiorealizado pela omissao do

anticorpo primario.

Obtencao de amostras de hemolinfa

Amostras de hemolinfa foram coletadas em rainisagdistricas e operarias com
dois, cinco, 10, 15, 20, 30, 60 e 100 dias de idAdeoperarias foram anestesiadas a 0
°C e decapitadas, enquanto nas rainhas foi feit inpisdo no térax com um alfinete
entomoldgico esterilizado. Foram coletadas quadédgaentre 0,5 e 0,75 pL de
hemolinfa de cada formiga com auxilio de um micpdea As rainhas foram

recolocadas nas colbnias artificiais ap0s a cofetaemolinfa coletada foi adicionada a
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um tubo contendo 20 pL de tampéo Tris-HCI 0,05 M, 792, com SuL de coquetel de
inibidor de proteases (Sigma) e submetidas a &eése SDS-PAGE como descrito

acima.

Western Blotting

Os anticorpos de coelho utilizados nos ensaios d@stékh blotting foram
inicialmente titulados a partir de extrato de ogomo antigenos e soro imune diluido
em TBST, conforme descrito abaixo, nas proporcdag e 1:200, 1:500, 1:1000,
1:1500 e 1:2000 e 1:4000. A dose escolhida foi laggee apresentou melhor relacéo
entre resolugdo das bandas detectadas e backgrddad.anticorpos obtidos
apresentaram titulos minimos de 1:2.000, porém,roethor resolucéo nas diluicbes de
1:1.500.

Amostras de ovos e hemolinfa submetidas a SDS-Piai incubadas por 20
minutos no tampéao de transferéncia (Tris-base 0,5fkina 0,28%; SDS 0,037%;
metanol 20%), seguido de transferéncia das pratgiaea membrana de nitrocelulose
sob voltagem constante de 100V por 180 minutossAgptiansferéncia, a membrana de
nitrocelulose foi incubada com solucao de tampas UR M, pH 8,0, contendo Tween
20 a 0,1% (TBST) mais 5% de leite desnatado em @dlphora em temperatura
ambiente, seguido de lavagem em TBST e incubacBd doras com anticorpo de
coelho anti-vitelogenina diluido 1:1.500 em TBSTnckeite em pd a 2,5%. O controle
negativo foi feito incubando extrato de ovos dalras com soro de coelho pré-imune.
A membrana foi novamente lavada em TBST e inculzasa anticorpo anti-lgG de
coelho conjugado com peroxidase diluido em TBSPpnoporcao de 1:4.000 por duas

horas em temperatura ambiente, seguida de novgedavam TBS e revelacdo com
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solucdo DAB/HO,. A reacdao foi interrompida com agua destiladaneeanbrana seca

ao ar.

PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

O efeito do HJ na transcricdo génica de vitelagerfioi avaliado por meio de
PCR quantitativo em tempo real (QPCR).

Operarias com idades entre 20 e 30 dias recebgrhragio topica de 3uL de
HJ [6 ng de HJ Il (Sigma)] diluido em acetona. @py controle recebeu a aplicacao
da mesma quantidade (3pL) de acetona.

As formigas foram maceradas em nitrogénio liquidd@ras ap0ds o tratamento
e 0 RNA total foi extraido com Trizol (Life Techoglies), de acordo com instru¢cdes do
fabricante. Para tanto, foi adicionado 500 pL d&odlras amostras, seguindo-se
agitacao e incubacao por cinco minutos a temperaimbiente. Em seguida, adicionou-
se 135 pL de cloroférmio e os tubos foram agitasloeentrifugados a 120@Ppor 15
minutos a 4 °C. A fase aquosa foi transferida palb@s novos, seguido de adicdo de
335 pL de isopropanol, incubacdo por 10 minutosvarcentrifugacao a 120@Ppor
10 minutos. O precipitado obtido foi dissolvido &80 pL de etanol e novamente
centrifugado a 750§ por cinco minutos. O etanol foi retirado e o ppdado seco ao
ar, seguido de adicéo de 40 pL de agua ultra pdisselucdo em banho-maria a 37 °C.
A amostra de RNA obtida foi diluida na proporcadlde0 (v/v) em agua ultra pura. O
RNA total foi quantificado por espectrofotometric2@0 nm e sua qualidade medida
pela relacdo DgyDO.g;.

O cDNA foi confeccionado a partir de reacdes corgsopor 14 pL de solucdo

aquosa contendo 2 pug de RNA, 1 pL de oligofg®) uM rimer randémico) e 2 pL
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de mix de dNTPs. As amostras foram aquecidas pombtos a 80 °C, centrifugadas
rapidamente e colocadas no gelo. Em seguida, adigciee 1uL da enzima M-MuLV

Reverse Transcriptase (New England BioLabs) e 2i@tampao proprio. As reacdes
foram incubadas a 42 °C por 1 hora em banho-maegguido de inativacdo da
transcriptase a 70 °C por 20 minutos também emdardria.

A reacdo de PCR quantitativo em tempo real foiafeib equipamento 7500
Real-Time PCR System - Applied Biosystems, utildmro kit de quantificacdo por
fluorescéncia GoTaq® qPCR Master Mix (Promega)nprs para o genételogenina
de S invicta (Formicidae) e o geng-actina de B. mori (Lepidoptera) como controle
endogeno (Tabela 1). As reacfes foram montadasuptitata, utilizando 25 pL do kit
GoTag gPCR Master Mix, 10 pL de solucdo de prinjgesse e antisense), 2,5 pL de
cDNA total e 12,5 pL de éagua ultra-pura fornecidelopkit. Os primers para
vitelogenina e p-actina foram utilizados na concentracdo de 20 pmol/pLeéacéo de
PCR envolveu desnaturacéo inicial a 95 °C por 18utos, seguido de 40 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 1 minuto, anelamento ‘€ 5fr 1 minuto e alongamento a
72 °C por 2 minutos.

Os calculos para determinagcdo do nivel de expressldivo do gene
vitelogenina foram feitos tendo como referéncia o gene constifyf-actina, usando o
método cycle threshold (Ct). O Ct é o ponto onde ammento significativo na
guantidade de amplificado em uma dada amostra,dmeadravés de fluorescéncia, é
primeiramente detectado. O valor de Ct é inverséenproporcional a quantidade de
MRNA inicial de um gene a ser detectado. Logo,velnde expressao relativa de um
gene pode ser calculado comparando-se seus vdmi@scom aos valores de Ct de um

gene de controle enddgeno cuja expressao ndo errifuncdo dos tratamentos, tal

18



como f-actina. As médias dos valores de Ct para os gerel®genina e f-actina em
cada amostra foram utilizadas para calcular a egpcerelativa do gengtelogenina
nos grupos tratados com acetona e HJ através drilg2**“!, e os valores obtidos

foram comparados com auxilio do software REST {Réatl., 2002).

Tabela 1 — Primers especificos utilizados nossested?CR em tempo real

Gene Acesso Primer Referéncia
S-Actina AB023025 S 5-TGCCAACACTGTCCTTTCTG-3 Dallacqua et al., 2007
AS 5'-AGAATTGACCCACCAATCCA-3’
Vitelogenina CB252008 S 5-AGAATTTGCCGCTACCTACGCT-3’ Tian et 22004

AS 5-CATTTCTGAGCTTGAATTGCAGGA-3’

Tratamento com HJ e dosagem de vitelogeninas por ERA

Os testes de aplicacdo de horménio juvenil foraalizados em operarias
nutridoras, com idades entre 30 e 60 dias, em dasproducao de vitelogenina. A
producdo de vitelogenina foi confirmada pela vesifdo da presenca de ovdcitos
maduros nos ovarios, apés a coleta de hemolinfatoTa hemolinfa quanto o corpo
gorduroso de operérias que ndo apresentaram ov@@genvolvidos em seus ovarios
foram descartados. As operarias receberam aplicap&m no abdémen de 3uL de HJ
[ll (Sigma) diluido em acetona na concentragdo deg4iL (6 pg de HJ). O grupo
controle recebeu a aplicacdo de 3uL de acetona.

As operarias tratadas com HJ tiveram hemolinfarpacgorduroso coletados em
24, 48 e 72 horas apds a aplicacdo do hormbéniogripo controle, a hemolinfa e o
corpo gorduroso foram coletados 24 horas apésieagfb da acetona. Para dosagem

de vitelogenina na hemolinfa, foram montados cioaoejuntos com 25 pL de tampéao
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PBS 0,1 M, pH 7,2, contendo 10% (v/v) de coquegehibidor de proteases (Sigma), e
a hemolinfa de trés formigas para cada periodo egéstamento. As amostras foram
centrifugadas a 9009por 10 minutos, seguido de coleta do sobrenadatidsagyem de
proteinas pelo método BCA (Smith et al., 1985).

Para determinacdo da dosagem da vitelogenina rpm @orduroso, também
foram montados cinco conjuntos com 200 pL de tanif#® 0,1 M, pH 7,2, contendo
10% (v/v) de coquetel de inibidor de proteases eséitas de corpo gorduroso de trés
formigas para cada periodo apds o tratamento. Ast@as de corpo gorduroso foram
maceradas e centrifugadas a 90§0por 10 minutos, seguindo-se a coleta do
sobrenadante e dosagem de proteinas totais petolon@CA.

Para os testes ELISA, as doses de anticorposvitelbgenina de coelhos e
camundongos a serem usadas foram inicialmentendetedas através de curvas de
absorbancia obtidas a partir da deteccdo de ditsveroncentracdes de antigeno e
anticorpos. Diferentes concentracdes de antigextbates de ovos de operérias nas
dilui¢cdes v/v 1:10.000, 1:50.000, 1:100.000 e boarforam incubadas com anticorpo
anti-vitelogenina produzido em coelho nas diluicfég) 1:5.000, 1:10.000, 1:20.000 e
1:40.000 e anticorpo anti-vitelogenina obtido enmgadongos nas diluigcbes (v/v)
1:1.000, 1:5.000 e 1:10.000. As doses de anticogmeelhidas foram aquelas que
produziram curva de absorbancia onde os pontoseshin maior diferenca entre si e
entre a curva obtida na auséncia de antigeno (@ranc

A quantidade de vitelogenina contida nas amostimshemolinfa e corpo
gorduroso foi dosada pelo método ELISA de captwanduiche), utilizando os

anticorpos anti-vitelogenina obtidos em coelhosasmundongos. O anticorpo anti-
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vitelogenina produzido em coelho foi utilizado nduigdo 1:5.000, enquanto o
anticorpo produzido em camundongo foi utilizadaliaicdo 1:1.000.

Os pocos utilizados para o teste foram sensibiligacom 100 puL de anticorpo
de coelho diluido 1:5.000 em tampé&o carbonato/baeto, pH 9,6, por 16 horas a 4
°C. Em seguida, a placa foi esvaziada e os podosriws com 300 pL de solugcédo de
albumina 1% em PBST (PBS + Tween a 0,05%) por dshem temperatura ambiente.
Apoés esse periodo, os pocos foram lavados com RBBiTubados com 100 pL de
solucdo de hemolinfa ou corpo gorduroso diluidos RBST. Nos pocos contendo
hemolinfa foram aplicados cinco pg de proteinagigpenquanto nos pog¢os contendo
extrato de corpo gorduroso foram aplicados 20 pgrdéeinas totais. As amostras
foram incubadas por 2 horas a temperatura ambi@ptes nova lavagem com PBST,
foi adicionado 100 pL de anticorpo de camundongo\éielogenina diluido 1:1.000
em PBST e mantido por 2 horas em temperatura atebi®s pocos foram novamente
lavados com PBST e incubados com 100 pL de antcamnti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Sigma) diluido 1:9000 BBST, por 2 horas em
temperatura ambiente, seguido de nova lavagem &1 PA revelacao foi feita com
solugédo de TMB em tampao fosfato/citrato, pH 5,0eAc¢é&o foi interrompida com 20
puL de solucdo de 130, a 5% em agua destilada, seguido de leitura a #5Gm
espectrofotdmetro de placa.

A determinacgdo da quantidade de proteinas fa t®itn auxilio de curva padrao
utilizando diluicbes seriadas de extrato de ovooperarias deée. tuberculatum. As
amostras de hemolinfa e corpo gorduroso foram @ssadh triplicata, e os valores
obtidos em cada tratamento foram comparados comaluses obtidos na amostra

controle pelo testesudent, com 5% de significancia.
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RESULTADOS

As andlises em SDS-PAGE comparando extratos de @va@ainhas e operarias
de E. tuberculatum mostraram diferencas no perfil protéico entre atasa Os ovos de
operarias apresentaram duas proteinas principgais,ntassas moleculares de 31 e 156
kDa, enquanto 0os ovos de rainhas apresentarampmiteinas principais, sendo que
guatro, com massas moleculares de 31, 36, 123 &D&6 apareceram com maior
intensidade e 0s outros quatro polipeptideos aptasean massas moleculares de 81,
86, 96 e 101 kDa (Figura 1).

As amostras de hemolinfa de operarias de difeserdades apresentaram
diferencas no perfil protéico. Proteinas de 43,884e 195 kDa ocorreram nas amostras
de operarias de todas as idades estudadas (Fig#sdémolinfa de operarias com dois
e cinco dias de idade apresentou uma proteina rdgiag@adamente 120 kDa que nao
ocorreu na hemolinfa das operéarias de outras id&jerarias com dois e cinco dias de
idade ndo apresentaram as proteinas de 31 e 156pid3antes nos ovécitos das
operarias. Aos 10 dias, essas proteinas sao letemetectadas, mas ja aparecem em
maiores quantidades na hemolinfa de operarias cgn2d, 30 e 60 dias de idade. A
partir dos 20 dias de idade, todas as formigassaptaram as proteinas de 38, 71 e 135
kDa. Operarias com 100 dias de idade ndo apresemntas proteinas de 31 e 156 kDa
(Figura 1). A hemolinfa de rainhas apresentou fpaimente as proteinas de 85, 135,
156 e 195 kDa, enquanto as proteinas de 31 e 43f&@en levemente detectadas

(Figura 1).
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Figura 1. SDS-PAGE mostrando perfil protéico do ovo e henfalide rainhas e operérias de
Ectatoma tuberculatum. As bandas identificadas como vitelinas estédocadhis pelos numeros
1 (156 kDa), 2 (123 kDa), 3 (36kDa) e 4 (31 kDa)pRdrdo de peso molecular seguido dos
valores em kDa. Ovo de rainha (OR). Ovo de oper@@p). Hemolinfa de rainha (HR).
Hemolinfa de operaria com 2 (2d), 5 (5a), 10 (1@8)(15d), 20 (20d), 30 (30d), 60 (60d) e 100
(100d) dias de idade. As setas indicam bandas kevienmarcadas.

P Rvitl Rvit2 Qvit2 Rc-

225 | "

150 (i TR ey
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Figura 2. Western blotting em extratos de ovos de rainhasperarias deEctatomma
tuberculatum utilizando anticorpos anti-vitelogenina. Os amjpms vitl e vit2 marcaram
positivamente as bandas de 123 e 156 kDa de raiNlmtar a reagdo positiva para proteinas
menores. P, padrao de peso molecular seguido dpsatévos valores em kDa; Rvitl, extrato
de ovo de rainha marcado com anticorpo vitl; Rwt@rato de ovo de rainha marcado com
anticorpo vit2; Ovit2, extrato de ovo de operariarcado com anticorpo vit2. Rc-, controle
negativo feito pela reagdo entre extrato de ov@itdha e soro pré-imune.

23



Para verificar a presenca de vitelogenina nas etifes idades e castas, as
proteinas mais abundantes nos ovos de rainhasrgFiguoram isoladas e utilizadas
para imunizacdo e producédo de anticorpos. Os aptisoproduzidos em coelhos e
obtidos para as proteinas de 156 e 123 kDa foraronti@ados respectivamente vitl e
vit2.

Os anticorpos vitl e vit2 foram utilizados em éosale Western blotting em
amostras de ovos e hemolinfa de rainhas e operAsaanalises mostraram que 0s dois
anticorpos reconheceram as proteinas de 123 e D&Gkalgumas proteinas menores
em ambas as amostras (Figura 2).

Testes de imunolocalizacdo foram realizados pardirmar se as proteinas
isoladas correspondem a vitelogenina. A imunoflscgacia (Figuras 3A-C) e a
imunohistoquimica (Figuras 3D-F) mostraram reagiestivas para 0s anticorpos vitl
e vit2 nas células do corpo gorduroso e em ovacAssceélulas do corpo gorduroso
apresentaram nucleo central e vacuolos grandesréBi@D-E). Os granulos marcados
positivamente foram observados ao redor destedenelo a se concentrar na periferia
das células (Figuras 3D-E). Nos ovécitos, os gdmydositivos foram observados
espalhados dentro do ovacito (Figura 3B).

Nas analises de hemolinfa, os anticorpos reconaecer proteina de 156 kDa
nas amostras de rainha e operarias com cinco51@01 30 e 60 dias (Figura 4). Maior
intensidade de reacao foi obtida nas amostras eléags de formigas com 20, 30 e 60
dias de idade. Operarias com dois e 100 dias d#eia#io apresentaram reacdes
positivas para ambos os anticorpos (Figura 4).digima de 120 kDa das operarias de
dois e cinco dias e a de 135 kDa das operariastia gas 20 dias de idade nao foram

detectadas pelos anticorpos (Figura 4).
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Figura 3. Imunomarcacdo em corpo gorduroso e ovocito de adpsr de Ectatomma
tuberculatum com anticorpos anti-vitelogenin&. Imunofluorescéncia no corpo gorduroso.
Anticorpo vit2. Barra = 50 pmB. Ovocito marcado com anticorpo vitl. Barra = 50 pAn.
marcacao positiva em A e B pode ser evidenciada fmte coloracdo verde (setas).
Imunofluorescéncia em corpo gorduroso. Controle attegs Barra = 50 pm.D.
Imunohistoquimica em corpo gorduroso mostrando wo&nmarcados (seta) com anticorpo
vitl. Barra = 20 pmE. Corpo gorduroso, anticorpo vit2. Barra = 20 jimCorpo gorduroso,
Controle negativo. Os pontos escuros sdo artefliigeocesso de contraste com hematoxilina.
Barra = 20 um. ¢, cuticula do tergito; cg, corpodgooso; e, endcitos; m, masculo; ponta de

seta, ndcleo das células do corpo gorduroso.
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Figura 4. Western blotting em amostras de hemolinfa de ea{htR) e operarias dectatomma
tuberculatum com dois (2d), cinco (5d), 10 (10d), 15 (15d),(20d), 30 (30d), 60 (60d) e 100
(100d) dias de idades marcadas com anticorpo aelogenina vit2. OR, amostra de ovo de

rainha indicando as duas principais bandas denatek suas respectivas massas em kDa.

OR 00p HOp

s

Figura 5. Eletroforese em gel nativo descontinuo de polewida mostrando vitelinas nativas
de ovos de rainhas (OR) e operérias (OOplaatomma tuberculatum. Uma proteina nativa
com peso similar (seta) foi encontrada na hemolilef@perarias (HOp). O peso molecular das

vitelinas dos ovos foi estimado entre 400 e 500 @¥heeler et al., 1999).
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As vitelinas nativas de rainhas e operarias formmparadas e seus ovos
apresentaram a mesma proteina principal (Figurdldhemolinfa de operarias com 30
dias de idade, uma proteina nativa com tamanhdaesifoi identificada (Figura 5).

Os valores de médios de Ct dos gewiegdogenina e f-actina nas amostras
tratadas com acetona e com HJ lll estdo apresentzldabela 2 e foram utilizados
para calcular a expressao relativa do getebogenina entre os tratamentos (Tabela 2;
Figura 6). A comparacdo da expressdo génica estrgatamentos mostrou que a
aplicacao de HJ lll reduziu em cerca de 90% a dgeae de mMRNA para vitelogenina

em relacéo ao grupo controle, tratado com acefbalae{a 2; Figura 6).

Tabela 2 - Valores médios (xEP) de Ct e expreséamg devitelogenina em relagéo a
[S-actina nas amostras tratadas com acetona (controle) edhayjuvenil.

Tratamento oy Ct p-actina Média da expressdo Expresséo d¥g

Vg / p-actina entre tratamentos
Acetona 35,51+0,21 31,86 +£0,76 0,43 +0,15 1,000
HJ Il 35,92 £ 0,22 28,95 + 0,50 0,02+0,01 0,101*

*Diferenca significativa (p = 0,004) de acordo cormodeloPair Wise Fixed Reallocation
Randomisation Test — software REST (Pfaffl et al., 2002).

0,70
0,60
0,50
0,40
0,30

0,20

Expressdo mRNA Vg /B-actina

0,10

0,00
C HJ

Figura 6. Expresséo relativa do gexig¢el ogenina em operarias dectatomma tuberculatum em
24 horas ap@s tratamento com 6 pg de HJ Il (Hdgetona (C). *A diferenca de expressao
génica entre os tratamentos é significativa (p094)).
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O célculo da quantidade de vitelogenina nas aawste corpo gorduroso foi
feito por teste ELISA, a partir de equacéo obtiola curva padrao utilizando diferentes
diluicdes de extrato de ovos de operarias comgemi Comparado ao grupo controle
tratado com acetona, operéarias tratadas com 6 pgJdél apresentaram reducéo
significativa na quantidade de vitelogenina nosquirs de 24 (p = 0,02) e 48 (p = 0,01)
horas apds o tratamento (Figura 7). As operariagrajpo controle apresentaram média
de 1,7 + 0,3 ng de vitelogenina por pg de protegnguanto as operarias tratadas com
HJ 1l tiveram médias de 0,8 £ 0,07 e 0,7 = 0,14uggde proteina 24 e 48 horas apos a
aplicacdo do horménio, respectivamente. Apds 72ashala aplicacdo do HJ lll, os
niveis de vitelogenina detectados nao diferiram diveis das formigas do grupo
controle (1,3 + 0,2 ng/ug; p > 0,05; Figura 7).

O célculo da quantidade de vitelogenina nas asmske hemolinfa também foi
feito a partir de curva padrao utilizando extravbalos de operarias como antigeno.
Operérias tratadas com 6 pg de HJ Ill apresentaedotdo significativa nos niveis de
vitelogenina na hemolinfa em relagdo ao grupo ota@ipds 24 horas (p = 0,03; Figura
8). A hemolinfa das operarias que nao receberaioagfb de HJ Ill apresentou média
de 16 + 3 ng de vitelogenina por pg de proteinguanto as operarias tratadas com HJ
[l apresentaram média de 7,3 £ 2 ng/ug de praseamds 24 horas. Os niveis de
vitelogenina aumentaram apos 48 (12 + 3 ng/ug) leora@s (16 + 4 ng/ug) de aplicagédo
do horménio, ambos néo diferindo dos niveis damifpas do grupo controle (p > 0,05;

Figura 8).
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Figura 7. Vitelogenina no corpo gorduroso de operariasdatomma tuberculatum tratadas

ng de Vg / ug de proteinas totais

com acetona (C) e em 24, 48 e 72 horas ap6s ahicapica de 6 pug de HJ lll. (*) diferencas
significativas em rela¢@o ao grupo controle, megielo teste-student (p < 0,05).

25,0

20,0

15,0
10,0 *
0,0
C 24H 48H 72H

Figura 8. Dosagem de vitelogenina na hemolinfa de operdt@éEctatomma tuberculatum

ng de Vg / ug de proteinas totais

tratadas com acetona (C) e em 24, 48 e 72 horasagfiéacao topica de 6 pug de HJ lIl.
(*) diferencas significativas em relacdo ao grupmtmle, medido pelo testestudent (p <
0,05).
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DISCUSSAO

Em ovos de rainhas de espécies de formigas ddansilias Ectatomminae,
Myrmicinae e Ponerinae, as vitelinas sdo formadasdpis ou mais polipeptideos de
diferentes tamanhos (Wheeler et al., 1999; Lewa.e2001). Nossos dados mostraram
que os ovos de rainhas Hetuberculatum apresentam vitelinas constituidas por quatro
polipeptideos principais, enquanto nos ovos deéoaer as vitelinas sdo compostas por
apenas duas dessas proteinas. Em rainh&s tdberculatum, os quatro polipeptideos
formam uma vitelina que em sua forma nativa aptageeso molecular entre 400 e 500
kDa (Wheeler et al., 1999). Entretanto, nossosltaetns mostram que as proteinas de
156 e 31 kDa dos ovos de operarias formam umaipeotdigomérica similar a vitelina
nativa encontrada nos ovos de rainhas.

As vitelinas correspondem a maior fracdo das prageéncontradas nos ovos de
insetos (Raikhel e Dhadialla, 1992; Tufail e Take®@08), e os polipeptidios que
apareceram em maior quantidade nos extratos de @eds tuberculatum foram
utilizados para produgdo de anticorpos. As analises imunofluorescéncia e
imunohistoquimica mostraram que esses polipeptidet@® presentes nas células do
corpo gorduroso, principal sitio de producdo desspaecursoras vitelogeninas
(Bownes, 1986; Raikhel e Dhadialla, 1992), e tamk#m granulos nos ovadcitos,
confirmando que correspondem as vitelinas e/ologéminas.

A comparagdo entre as vitelinas presentes nosde/e@inhas e operarias e entre
as vitelogeninas da hemolinfa de rainhas e operéar@strou que s6 0s polipeptideos de
156 e 31 kDa sao compartilhados, sugerindo quéebbgenina circulante na hemolinfa

de E. tuberculatum é formada por apenas esses dois polipeptideosn Aiéso, a
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presenca de uma proteina nativa na hemolinfa dasarigee semelhante as vitelir
nativas dos ovos sugere que a vitelogenina cirteilaa hemolinfa tem tamanho simi
ao das vitelinas.

Os polipeptideos d36 e 123kDa presentes nos ovos de rainhas m ser
resultado de clivagem adicional sofrida pelo pgifeo de 156 kDa dentro d
ovocitos (Figura 9)fato que pode ser comprovado pela existéncieedgdo cruzad
entre os anticorpos vitl e vit2, obtidos a partis gholipeptideos de 156 e 123 k
Além disso, a hemolinfa de rainhas apresenta apas polipeptidics de 31 e 156 kDa,
e ndo o de 123 kD&la barataB. germanica, vitelogeninas de 16kDa séo clivadas em
subunidades de 95 e kDa apds a internalizacédo no ovocito (Wojchowski et186).
Andlises de vitelogeninas e vitelinas de diferemssécies de vespas mostraram
essas proteinas s&@imilares em suas propriedades imunolégicas eo-quimicas,
sendo que as diferencas ecem estar na quantidade de lipidios associados

modificacdes como clivagem e fosforilagdo no imterdo ovocito (Takadera et &

1996).
Vitelogeninas em ovos de Ralnhas Vitelogenina em ovos de Operarias
156 kDa 156 kDa
|
Clivagem
I
l 31 KDa
| [ |
123 kDa 36 kDa
I
31kDa

Figura 9. Esquema mostrando a clivagem sofrida pela viteiogede 156 kDa em ovos
rainhas deEctatomma tuberculatum, originando os peptidios de 123 e 36 kDa. Nos @&

operariando héa clivagem apenas os peptidios de 31 e kB& sdo encontrad
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A diferenca de processamento observada entreassd®vrainhas e operarias de
E. tuberculatum pode ser devido a auséncia de proteases ativas/osgle operarias ou
pela ndo ativacdo dessas proteases dentro dodrofioess em funcdo da auséncia de
desenvolvimento embrionario (Giorgi et al., 199%il& e Abouheif, 2008). A medida
que avanca o desenvolvimento embrionario, as wéslisofrem clivagens especificas
dentro do ovocito resultando em peptideos mendtssas clivagens sao feitas por
proteases associadas aos granulos de vitelo, ssppgiem ser sintetizadas tanto dentro
do ovdcito quanto extraovariamente na forma deppofeases e que séao ativadas com o
inicio do desenvolvimento embrionario (Giorgi ef 4b99).

A perda de reatividade do anticorpo vit2 com agima de 36 kDa dos ovos de
rainhas deE. tuberculatum pode ser devido a baixa imunogenicidade dessdpatg
vitelina ou pela baixa quantidade de anticorposom policlonal produzido contra a
proteina de 156 kDa que se liga a essa porcédo #B&6Em operarias d&. mellifera,

a vitelogenina de 180 kDa é quebrada em dois fratpaeale diferentes tamanhos corpo
gorduroso, sendo um N-terminal de 40 kDa e outter@inal de 150 kDa. Anticorpos
produzidos contra a proteina de 180 kDa nao recemhm o fragmento de 40 kDa
(Havukainen et al., 2011). A proteina de 36 kDak@m foi utilizada como imundgeno,
mas o anticorpo obtido néo foi satisfatério.

Em relagcdo as outras proteinas presentes na méanaolas operarias de E.
tuberculatum, as proteinas de 195 e 80 kDa podemsutrinidades de lipoforinas e
hexamerinas, conforme descrito para outras espéeitmmigas (Martinez et al., 2000;
Wheeler e Buck, 1995; Wheeler e Martinez, 1995). lipsforinas atuam como
carreadoras de lipidios enquanto as hexamerinagiportantes papeis como proteinas

de reserva nutricional, no transporte de horméreas,eventos ligados a imunidade e
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formacdo da cuticula (Burmester, 1999). A protedga 120 kDa encontrada na
hemolinfa de operéarias dE. tuberculatum com dois e cinco dias pode ser uma
hexamerina remanescente dos estagios pupais eagsendo eliminada da hemolinfa
nos primeiros dias ap0s a emergéncia, conformeaittepara uma hexamerina de 110
kDa em outras formigas (Wheeler e Buck, 1995).

Nossos dados indicam que a producao de vitelogessia relacionada tanto a
idade quanto ao ciclo ovariano das operarias. deberculatum. Tracos de vitelogenina
foram detectados pelo Western blotting na hemotiafaoperarias a partir do quinto dia
apos a emergéncia, e a quantidade de vitelogeainaaatém baixa ainda aos 10 e 15
dias ap06s a emergéncia. A idade a partir do quabwdsios das operarias de
tuberculatum comecam a se desenvolver é variavel, sendo qua ségunda semana
apos a emergéncia podem ser encontradas operamasowariolos sem foliculos,
apenas com células indiferenciadas, e também dhgi com ovocitos em inicio de
acumulo de vitelogenina (Féneron e Billen, 1996).

A vitelogenina é detectada em maiores quantidadelemolinfa de operéarias
com20 dias de idade, periodo em que sdo obsenmadaitos em desenvolvimento,
porém nao completamente maduros (Fénéron e BilleAg). A vitelogenina esta
presente na hemolinfa de operarias com 30 e 60, giasiodo de maximo
desenvolvimento dos ovocitos e consequente podtérgéron e Billen, 1996). Ovocitos
ainda sao encontrados por volta dos 90 dias dejdads os ovarios ja se apresentam
em estagio de regressao, dada a diminuicdo do pudeeovocitos (Fénéron e Billen,
1996). A vitelogenina ndo é detectada na hemotiefaperarias com mais de 100 dias
de idade, periodo em que as operarias apresentano®wegenerados (Fénéron e

Billen, 1996).
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A sintese de vitelogenina nas operariagdiiberculatum é regulada pelo HJ.
Nossos dados mostram que a expresséo de vitelagemeduzida apds aplicacdo de HJ
[ll, assim como a quantidade dessa proteina nagasétio corpo gorduroso e na
hemolinfa. Além disso, o efeito da aplicacdo dertdd € permanente, visto que a
producao de vitelogenina é restabelecida apds &shbla grande maioria dos insetos
adultos, o HJ estimula a sintese de vitelogeninag@dorn e Kunkel, 1979). Nos
Hymenoptera altamente eussociais, entretanto, seintele vitelogenina e
desenvolvimento ovariano apresentam relacao inwenseos niveis de HJ (Robinson e
Vargo, 1997; Hartfelder, 2000). Na formidareblognathus peetersi (Ponerinae), a
operéria alfa reprodutiva € a Unica que possuiiovdesenvolvido o suficiente pra
produzir ovos e também apresenta maiores concéesalg vitelogenina na hemolinfa.
A aplicacdo de HJ nessas operarias reduz a qudetiavitelogenina circulante, assim
como afeta seu status reprodutivo, aumentando lzapil@ade de perder seu posto de
formiga dominante (Cuvillier-Hot et al., 2004). beesma forma, a aplicacdo tépica de
alta dose do analogo do HJ piriproxifem Ammellifera inibe a sintese de vitelogenina
em operarias e rainhas adultas, reduzindo sua wmwacé&o nas células do corpo
gorduroso e na hemolinfa (Pinto et al., 2000). Aisso, em condi¢des naturais, um
aumento nos niveis de HJ circulante na hemolinfapgarias adultas d& mellifera
tem relacdo com a diminuicdo na quantidade deogeéslina circulante (Robinson e
Vargo, 1997).

Neste trabalho, ndo estudamos o efeito do HJ piagi&o de vitelogenina pelos
ovocitos. O HJ ativa canais idnicos nas célulagutdres, promovendo um aumento
nos espacos intercelulares e permitindo que aogielina chegue a superficie dos

ovacitos, onde é captada por receptores espec#ienslocitada (Raikhel e Dahadialla,
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1992; Tufail e Takeda 2009). A reducdo nos niveisranscricdo do gendtelogenina

e da quantidade desta proteina no corpo gordurasmplerarias d&. tuberculatum
sugere que a diminuicdo da vitelogenina na hensobob efeito do HJ se deve mais a
diminuicdo da sintese que a captacdo pelos ovdfos.rainhas deS invicta, a
producdo de vitelogenina ocorre independentementedesenvolvimento ovariano
(Lewis et al.,, 2001). Nessa espécie de formiga, feitoe gonadotropico do HJ
provavelmente esta mais ligado a captacédo da géaloa pelos ovarios que a propria
sintese, visto que o HJ induz a maturacdo do owmicainhas virgens (Lewis et al.,
2001; Burns et al., 2002, Brent e Vargo, 2003)fleémcia a sintese de receptores para
vitelogenina no ovario (Chen et al., 2004). Assimassos resultados sugerem que a
relacdo entre vitelogenina e HJ encontrada em pasrdeE. tuberculatum, as quais
nao se reproduzem, € semelhante aquela em fénpradutras e operarias de outros
Hymenoptera altamente eussociais.

A sintese de vitelogenina em operariasedéuberculatum tem relacdo com a
idade e o desenvolvimento dos ovarios, indicandonsgés um fator a se considerar na
manutencdo do polietismo etario (Quadro 1). Na rieaidas espécies de formigas, as
operéarias iniciam seu desenvolvimento executandodatlies dentro da colbnia e,
quando mais velhas, exercem outras tarefas foraotmia (Holldobler e Wilson,
1990). EmE. tuberculatum, as operarias mostram uma progressao gradual desalds
intranidais para extranidais a medida que envethg&hampalbert e Lachaud, 1990;
Fénéron e Jaisson, 1995; Fénéron et al., 1996)przeira semana, as operarias se
envolvem em atividades de reconhecimento de oopasirias e cria, nao exercendo
nenhuma funcéo especifica. A partir da segundarsenas operdrias direcionam seus

cuidados para os ovos, larvas e pupas, podendmssideradas nutridoras. Por volta
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dos 30 dias, as operarias mantém como atividadiprieante o cuidado com a cria,
mas tendem a iniciar atividades nado especificasctaho explorar a coldnia
(Champalbert e Lachaud, 1990; Fénéron e Jaiss@5).180ssos dados mostram que a
vitelogenina ndo é secretada no periodo de eziathlo das interacbes sociais das
operarias recém-emergidas (zero-cinco dias), consecger secretada em maiores
quantidades quando elas iniciam as atividades idedw com a cria (15 - 20 dias), e é
mantida no periodo em que as operarias trabalhano cutridoras (30 - 60 dias). A
secrecao de vitelogenina se encerra no periodauemagjoperarias comecam a executar
atividades de manutencdo como limpeza, guardaragiipo, 0 que acontece por volta

dos 90 dias (Fénéron e Billen, 1996).

Quadro 1. Relacao entre polietismo etério e producédo ddogemina em operarias de

Ectatomma tuber culatum

Periodo apés a

L Atividade exercida pela operaria* Producao de vitelogenina
emergéncia

Atividades de reconhecimento de
0 - 7 dias outras operarias e cria, ndo exercendo
nenhuma funcao especifica.

Vitelogenina comeca a ser
secretada por volta do 5° dia.

Operérias iniciam seus cuidados para Baixo nivel de producao de

7 -15di . .
oalae 0s ovos, larvas e pupas. vitelogenina.

Cuidado com a cria € predominants
30 - 60 dias mas iniciam-se atividades ndo
especificas como exploracéo.

& Vitelogenina aparece em grande
guantidade na hemolinfa.

Atividades de limpeza, guarda e Vitelogenina ja ndo € mais

100 dias forrageamento. sintetizada.

*Champalbert e Lachaud, 1990; Fénéron e Jaiss®% 19

A relacdo entre producdo de vitelogenina, idad®eletsmo etario observada

emE. tuberculatum pode ser comparada ao descrito ganaellifera, principal modelo
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de estudo dos efeitos da vitelogenina no polietistAoo em Hymenoptera eussociais.
Nessa abelha, as operarias permanecem dentroGiaacekecutando tarefas associadas
ao cuidado da cria nas primeiras semanas de vidaaedo mais velhas, passam a
executar tarefas fora da coldnia tais como coletaéattar, pélen, agua e prépolis, além
da defesa da col6nia (Amdam et al., 2009). Os sideivitelogenina na hemolinfa das
operarias deA. mellifera sdo minimos logo apdés a emergéncia, mas aumentam
rapidamente a partir do terceiro dia, tornando-geirecipal proteina na hemolinfa das
nutridoras (Pinto et al., 2000). A partir da teraesemana, a quantidade de vitelogenina
na hemolinfa comeca a diminuir, tornando-se mingmooperarias forrageiras (Nelson
et al., 2007). A aplicacdo de alta dose de HJ eendnjas deE. tuberculatum reduz a
quantidade de vitelogenina na hemolinfa. Da mesmmad, a diminuicdo na quantidade
de vitelogenina na hemolinfa das operarias forragaieA. mellifera esta relacionada a
um aumento, ligado a idade, nos niveis de HJ @nteal(Huang et al., 1991; Jassim et
al., 2000). Outro fator a se considerar na manéterda transicdo de tarefas em
operarias dé\. mellifera € o contato com a cria. Operarias em contato dtas doses
de um feromoénio produzido pela cria forrageiam pwianeira vez em idades mais
avancadas, e o atraso no forrageamento pode ekteionado a inibicdo da sintese de
HJ pelo feroménio (Le Conte et al., 2000). Entretan efeito do feromdnio de cria na
transicdo de tarefas das operarias pode estarligait® a outros fatores fisiologicos
que na variagéo na producao de HJ (Le Conte &C4lQ).

O polietismo etario ent. tuberculatum pode ser regulado pela vitelogenina
conforme modelo proposto para mellifera pela Hipotese da Repressdo Dupla
(Amdam e Omholt, 2003). A base dessa hipétese éaquitelogenina é o principal

agente regulador da transicao de tarefas entriglokzts e forrageiras, partindo do ponto
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em que operarias que acumulam vitelogenina perreaméentro da colénia, enquanto
aquelas com baixa quantidade dessa proteina,asugeitondicdes menos favoraveis de
nutricdo e sobrevivéncia, saem para o forrageio @me Amdam, 2004). Nesse
modelo, a vitelogenina atua como um repressornatdo forrageio, enquanto um sinal
emitido pelas forrageiras atua como um represdarex (Amdam e Omholt, 2003). A
inibicdo da producao de vitelogenina por RNAI atham inicio dos véos de forrageio
em operarias nutridoras (Nelson et al., 2007; Mauctonio et al., 2008), assim como a
saida de operarias da col6nia pode ser atrasadgmenca de outras forrageiras ou
por exposicdo a feromdnios provenientes delasrriid®s via trofalaxia (Leoncini et
al., 2004). Ambos repressores competem pela s@arelksHJ, que seria um refor¢cador
do forrageio (Amdam et al., 2003). Tanto a inibid@aoproducao de vitelogenina quanto
a diminuicdo no sinal das forrageiras causa um atomeos niveis de HJ (Leoncini et
al., 2004; Guidugli et al., 2005). O forrageio iaiqquando um dos inibidores diminui,
aumentando os niveis de HJ, que por sua vez, eefargeducdo na quantidade de
vitelogenina por feedback (Pinto et al., 2000; @gldet al., 2005; Nelson et al., 2007;
Amdam et al., 2007). Dessa forma, operarias cows alfveis de vitelogenina nao
abandonariam sua funcdo de nutridoras. Mas quangoo@ucéo de vitelogenina
diminui ou o nimero de nutridoras € muito maior quie forrageiras, os niveis de HJ
sobem, reforcando a queda nos niveis de vitelogemgumentando a probabilidade de
forrageio (Amdam e Ombholt, 2003; Omholt e Amdan)£20Amdam et al., 2007). Essa
relacdo pode ser inferida el tuberculatum por causa da parada na producdo de
vitelogenina nas operarias em idade de forrage® mducdo de sua sintese sob

influencia da alta dose de HJ aplicada.
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A saida da colbnia para o forrageio também podeis@ como um efeito do
envelhecimento em operarias e rainhas de Hymersoptssociais (Heinze e Schrempf,
2008). A producéao de vitelogenina cessa nas opsrdekE. tuberculatum em idade de
forrageio, e essa tarefa é executada pelos indigithais velhos da colénia (Fénéron et
al., 1996). A interrupcdo da producdo de vitelogané um fator que pode vir a
comprometer a imunidade, a nutricdo e a resist@awiastresse oxidativo (Amdam et
al., 2004; Toth e Robinson, 2005; Corona et alQ720e esses fatores favorecem o
envelhecimento e reduzem a longevidade (Mullerlet2807). A longevidade em
insetos sociais esta associada as taxas de madaliextrinseca (Keller e Genoud,
1997). Operarias de formigas e abelhas que execatigidades fora da col6nia estédo
mais sujeitas ao risco de morte por fatores exteque aquelas que permanecem dentro
da colénia. Logo, devem apresentar taxas de eroielaato maiores e,
consequentemente, menor longevidade (Keller e Genb@97; Chapuisat e Keller,
2002; Heinze e Schrempf, 2008). Da mesma formaaiabas ou operarias alfa de
insetos sociais apresentam longevidade maior quepesarias da mesma espécie
(Keller e Genoud, 1997). A menor longevidade dad$viduos sujeitos a um maior risco
de mortalidade extrinseca tem relacdo com econdmianergia ou recursos para a
colbnia, pois é mais vantajoso investir recursosnmmnutencdo somatica de um
organismo que tem um risco menor de morrer (ChapeaKeller, 2002). Com base
nessa teoria, o inicio das atividades de forradagooperarias de formigas, assim como
nas abelhas, tem relacdo com a diminuicdo da p#@odde vitelogenina devido seu

efeito negativo no organismo.
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CONCLUSOES

As vitelogeninas enkctatomma tuberculatum sdo formadas por duas proteinas
de 31 e 156 kDa.

As vitelogeninas sdo processadas de maneira diéesm ovos de rainhas e
operarias dé&. tuberculatum.

A producéo de vitelogenina em operéariagdtuberculatum varia com a idade e

é inibida pelo horménio juvenil.

A producéo de vitelogenina tem relagdo com o psfiet etario apresentado por

essa espécie.
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