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RESUMO

As formigas sdo insetos da familia Formicidae que apresenta um grupo taxonOmico
muito diversificado, representado por 20 subfamilias, dentre as quais 16 apresentam
ferrdo e sdo classificadas como pegonhentas. Suas pegconhas desempenham importantes
fungdes dentre as quais a defesa contra predadores, a captura de presas € a comunicagao
social; sdo compostas por uma mistura de carboidratos, 4cido formico, aminas bioativas,
aminoacidos livres, alcaloides, proteinas e peptideos. Aproximadamente 70% do peso
seco das pegonhas de formigas correspondem a peptideos e esses apresentam massas
moleculares variando entre 1,4 a 7 kDa. As proteinas podem apresentar massa
molecular variando entre 10 e 50 kDa e estdo entre os alérgenos dessas pegonhas; dentre
essas proteinas, podem-se destacar fosfolipases, hialuronidases, e serinoproteases. De
forma geral, os componentes presentes nas peconhas das formigas podem ser nocivos
para o organismo humano, mas estudos cientificos tém demonstrado que compostos
isolados podem apresentar varias propriedades farmacologicas, dentre elas acgdo
antitumoral, hemolitica, antimicrobiana, anti-inflamatoria, anestésica, neuroativas, e
anticonvulsivantes. Este trabalho prop6s um estudo bioquimico, enzimatico e funcional
da pegonha bruta e O. chelifer. Dentre as inimeras espécies de formiga do género
Odontomachus, a espécie O. chelifer ¢ uma promissora candidata para pesquisas
cientificas devido a sua pegonha ser pouco estudada e haver pouca ou quase nenhuma
informagdo desta espécie na literatura. A analise eletroforética (SDS-PAGE) da pegonha
bruta de O. chelifer mostrou um perfil proteico com varios componentes cujas massas
molares variaram de 14 a 97 kDa, quando analisadas em condi¢des redutoras, com
marcac¢ao mais intensa para bandas na faixa de 97, 50, 40, 25 kDa e abaixo de 14,4 kDa.
Nao houve resultado positivo para o teste da atividade fosfolipasica A,, a hipdtese para
tal resultado € a de que a espécie O. chelifer ndo apresente enzimas da classe fosfolipase
A, em sua peconha. A avaliagdo da atividade coagulante mostrou que a pegonha bruta
de O. chelifer ndo foi capaz de coagular o plasma bovino citratado, diferentemente do
controle positivo, a pegonha de B. pauloensis, que coagulou o plasma em 18,2
segundos. Em suma, foi possivel identificar toxinas em uma ampla faixa de massas
molares, sendo necessario, entretanto, novos estudos para identificar componentes com
acOes enzimaticas e bioldgicas na pegonha bruta da formiga O. chelifer.

PALAVRAS-CHAVE: Odontomachus chelifer; pegonha bruta, -caracterizacdo
bioquimica, enzimatica e funcional.



ABSTRACT

Ants are insects of the Formicidae family presenting a widely diversified taxonomic
group represented by 20 families among which 16 are provided with stingers and thus
classified as venomous. The major function of these 16 subfamilies venom is multifold,
there being highlighted self-defense against predators, capture of preys and social
communication; the venom comprises a mixture of carbohydrates, formic acid,
bioactive amines, free amino acids, alkaloids, proteins and peptides. Approximately
70% of the dry weight of an ant venom is peptides and these have molecular mass
varying between 1.4 and 7 kDa and are among the allergens of the venom; among the
proteins there can be highlighted phospholipases, hyaluronidases and serinoproteases.
On the whole, the compounds present in the venom of an ant can be harmful to the
human body. However, scientific studies have shown that isolated compounds can point
to a variety of pharmacological properties among which those of antitumorous action,
hemolytic, antimicrobial, anti-inflammatory, anaesthetic, neuroactive and
anticonvulsive. This work has proposed a biochemical, enzymatic and functional study
of the gross venom of O. chelifer. Among the innumerable species of ant of the
Odontomachus genus, the species O. chelifer is a promising choice for scientific
researches owing to its venom having scarcely been studied and there being little or no
information on this species in the literature. The electrophoretic analysis (SDS-PAGE)
of the gross venom of the O. chelifer showed a proteic profile with a large number of
compounds whose molar masses varied from 14 to 97 kDa when analysed under
reducing conditions, with a more intense marking for bands around 97, 50, 40, 25 kDa
and under 14.4 kDa. There was no positive result for the phospholipase A2 active test,
the assumption for that being the fact that the species O. chelifer does not present
enzymes of the phospholipase A2 class in its venom. The assessment of the regulating
activity showed the gross venom of O. chelifer not capable of coagulating the citrated
bovine plasma, different from the positive control, the B. Pauloensis venom, which
coagulated the plasma in 18.2 seconds. In short, it was possible to identify toxins over a
wide range of molar masses, there being necessary, however, new studies in order to
identify compounds with enzymatic and biological actions in the gross venom of the O.
chelifer ant.

KEY-WORDS: Odontomachus chelifer, gross venom, biochemical, enzymatic and
functional characterization.
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1. INTRODUCAO

Os insetos s3o os invertebrados pertencentes ao subfilo Hexapoda e classe
Insecta do filo Arthropoda. Estima-se ser o grupo de animais mais diversificado
existente no planeta Terra. Esses representam mais que 70% de todas as espécies de
seres vivos descritos (ARTHROPODS, s.d.). Dentre as diversas ordens existentes, trés
se destacam pela sua diversidade: Diptera (moscas, mosquitos, pernilongos),
Coleoptera (besouros, joaninhas, escaravelhos) e Himenoptera (vespas, abelhas e
formigas) (BERTONE et al. 2016).

A ordem Himenoptera compreende insetos com pecas bucais mastigadoras e
ciclo holometabolo (CASEWELL et al., 2013), com habitos solitarios ou coloniais.
Entre estes insetos, destacam-se as familias Apidae, Vespidae e Formicidae que
possuem peconhas que sdo utilizadas para defesa e predacdo, causando dor, dano
tecidual, hipersensibilidade alérgica e, ocasionalmente, morte, quando injetados em

mamiferos (CASEWELL et al., 2013; AILI et al., 2014; HOFFMAN, 2010).

1.1 Aspectos gerais das formigas

A familia Formicidae apresenta um grupo taxonomico muito diversificado,
representado por 20 subfamilias, dentre as quais 16 apresentam ferrdo e sdo
classificadas como peconhentas. As glandulas de pegonhas desses animais podem ser
mandibular ou abdominal (CASEWELL et al., 2013; HOFFMAN, 2010; TOUCHARD
etal., 2015).

Alguns compostos ja foram identificados na glandula mandibular de vespas e
formigas e estdo ligados a comunicagdo na colonia. De acordo com Serrdo et al. (2015),
a glandula mandibular de formigas (Figura 1) ¢ conhecida pela producao do feromonio
de alarme que desencadeia comportamento de defesa, além de serem portadoras de

efeito fungicida (SERRAO et al., 2015, p. 256).
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Figura 1: Representagdo esquematica das glandulas exocrinas de formigas, em destaque a localizacdo da
glandula mandibular (SANTOS, 2014, p. 4).

A peconha encontrada na glandula abdominal estd presente em fémeas de
algumas espécies da familia Vespidae e Formicidae e ¢ produzida por um aparato
venenifero que se origina a partir de modificagdes do aparelho reprodutor desses
animais. O aparato venenifero abdominal ¢ constituido por diversas estruturas, que
incluem reservatorio de peconha, glandula convoluta, glandula filamentosa e glandula
de Dufour, além do aparato do ferrdo (CASEWELL et al., 2013; HOFFMAN, 2010;

TOUCHARD et al., 2015) (Figura 2).

Glandulas de Veneno
Fora de escala i

e 8 Reservatirio de Veneng

g = Intesting posterior

o

Intesting anterior "'\

= .h:’.\-_-.- P:.' o — — = -;‘:. — — e .
Intesting média o e e
r.:-' Oviducto
Qwario .
Glandula de Dufour

Figura 2: Anatomia das glandulas de veneno (pegonha) de himendpteros (MITRA, 2013, p. 34).
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Nas formigas, a peconha apresenta trés fungdes principais: a defesa contra
predadores, a captura de presas e a comunicagdo social (BAR-COHEN, 2006;
CASEWELL et al., 2013). Nas espécies de formigas mais semelhantes ao ancestral,
como nos representantes da subfamilia Ponerinae, o ferrdo ¢ bem desenvolvido e
perfeitamente adaptado para a predagdo, enquanto em algumas familias de formigas
como Aneuretinae, Dolichoderinae e Formicinae, o ferrdo sofreu varios graus de
reducdo e em algumas espécies ¢ atrofiado (CASEWELL et al., 2013; AILI et al., 2014;
HOFFMAN, 2010).

As peconhas das formigas sdo compostas por uma mistura de carboidratos, acido
férmico, aminas bioativas, aminoacidos livres, alcaloides, proteinas e peptideos (BAR-
COHEN, 2006; CASEWELL et al., 2013). Aproximadamente 70% do peso seco das
peconhas de formigas correspondem a peptideos, e esses apresentam massas
moleculares variando entre 1,4 a 7 kDa (KEM et al., 2004; CHEN et al., 2009; CHEN
& FADAMIRO, 2009). As proteinas podem apresentar massa molecular variando entre
10 e 50 kDa e estdo entre os alérgenos presentes nestas peconhas. Dentre as proteinas,
podem-se destacar fosfolipases (PLA), hialuronidases, e serinoproteases (CHEN &
FADAMIRO, 2009).

As fosfolipases atuam nas membranas das células agindo sobre os fosfolipidios e
gerando 4cidos graxos e lisofosfolipidios. A diferenca existente entre as classes destas
enzimas ¢ devido a especificidade que essas possuem pelos sitios nos fosfolipidios onde
realizam a clivagem. As PLA agem sobre a ligacdo éster dos fosfolipidios na posicao 1;
catalisam a hidrélise da ligacdo éster na posicao 2 dos fosfolipidios; as fosfolipases B
agem sobre o grupo l-acil de lisofosfolipidios; as fosfolipases C e D atuam sobre o
grupamento fosfato dos fosfolipidios em posigdes distintas (KINI, 1997).

As hialuronidases sao endoglicosidases que degradam, principalmente, o acido
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hialurénico e podem ter atividade sobre condroitina, sulfato de condroitina e dematan
sulfato. Essas enzimas possuem a capacidade de degradar componentes da matriz
extracelular e auxiliar na difusdo das outras toxinas em tecidos adjacentes ao local da
inoculag¢do da peconha. A acdo das hialuronidases sobre o acido hialurénico contribui
para uma severa destruicao tecidual no local da picada e para o colapso sistémico
quando chegam a corrente sanguinea (KEMPARAJU & GIRISH, 2006; HARRISON et
al., 2007).

As serinoproteases sao glicoproteinas de cadeia unica com ampla diversidade de
substratos e sdo capazes de apresentar acdo sistémica no organismo, principalmente
sobre as vias de coagulagdo que levam ao desequilibrio da hemostasia (SERRANO &
MAROUN, 2005; SERRANO, 2013). Em geral, essas proteases apresentam interesse
médico para prevencao ou tratamento de tromboses (VU et al., 2013).

De forma geral, esses componentes presentes nas pegonhas das formigas podem
ser nocivos para o organismo humano, mas estudos cientificos tém demonstrado que
compostos isolados podem apresentar varias propriedades farmacoldgicas, dentre elas
acao antitumoral, hemolitica, antimicrobiana, anti-inflamatoria, anestésica, neuroativas,

e anticonvulsivantes (LOPES, 2014; SILVA et al., 2015).

1.2 Espécie Odontomachus chelifer

As pegonhas da glandula abdominal de formigas da subfamilia Ponerinae sao
pouco estudadas, mas sabe-se que essas formigas estdo distribuidas por todo o mundo,
sendo mais abundantes nas regides tropicais e quentes, principalmente nos neotropicos
(SPAGNA et al., 2008; JESUS et al., 2012; RODRIGUES-ACOSTA et al., 2002;
ESCOUBAS et al., 2008; SILVA et al., 2015). Dentre a subfamilia Ponerinae esté a
espécie Odontomachus chelifer, conhecida popularmente como formiga-de-estalo.

Essa espécie peconhenta ¢ facilmente identificada pelo seu tamanho avantajado,
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sua anatomia Unica e, principalmente, pelas suas mandibulas capazes de abrir em 180
graus (GUIMARAES, 2012) (Figuras 3a, 2b, 2¢). Essas formigas costumam construir
seus ninhos no solo, protegendo-os da luz solar direta e escolhendo o local para
construi-los longe de perturba¢des ambientais. Quando os ninhos s3o perturbados, essas
formigas atacam seus agressores e suas mordidas causam dor aguda imediata e sensacao

de queimacao (RODRIGUES-ACOSTA et al., 2002; SILVA et al., 2015).

- 2mm
Figura 3abc: Morfologia externa de O. chelifer'.
Visido frontal da cabeca (A).

Visdo dorsal do corpo (B).

! Fonte: <https://www.antweb.org/>. Acesso em: 25 jun. 2019.
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Visao lateral do corpo (C).

Silva et al. (2015) realizou estudos de caracterizagdo enzimatica e biologica da
peconha da formiga Odontomachus bauri e demonstrou que essa apresenta acdo
proteolitica, hemolitica, coagulante in vitro. Ademais, a peconha também apresentou
atividade bactericida frente as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, bem
como acdo antiparasitaria sobre Toxoplasma gondii.

Kazuma et al. (2017) utilizou as técnicas de transcriptoma e peptidoma para
elucidar a composicdo proteica da peconha bruta de Odontomachus monticola e suas
propriedades. A partir das andlises transcriptomicas da glandula da peconha, foram
identificados seis peptideos pilosulina-like; e pelo peptidoma, foram detectados o
peptideo 1 pilosulina-like intacto e os peptideos 2 e 3 pilosulina-like truncados.

Estudos de caracterizacdo biologica da peconha de espécies de formigas sdo
escassos; dentre as inumeras espécies de formiga do género Odontomachus, a espécie
O. chelifer ¢ uma promissora candidata para pesquisas cientificas devido a sua pegonha
ser pouco estudada e pela falta de informacdes desta espécie na literatura. Assim, este
trabalho propde um estudo parcial bioquimico, enzimatico e funcional da peconha de O.
chelifer, uma vez que essas sao uma vasta fonte de biomoléculas farmacologicamente

ativas. Dessa forma, o estudo da pegonha desta formiga abre caminhos para um campo
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inexplorado das biomoléculas com potencial biotecnologico, oriundas de pegonhas de

formigas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Caracterizar parcialmente os componentes presentes na pegonha bruta da

formiga O. chelifer.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a diversidade de componentes presentes na peconha bruta da formiga O.
chelifer por SDS-PAGE 12,5%;

- Determinar atividade fosfolipasica A, da peconha bruta da formiga O. chelifer;

- Determinar atividade coagulante da peconha bruta da formiga O. chelifer.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Identificacio, selecio e coleta das formigas da espécie O. chelifer

Para a obtencdo das formigas da espécie O. chelifer, os ninhos foram
identificados na 4area de campo do campus Gloria da Universidade Federal de
Uberlandia (Rodovia BR-050, KM 78). Aproximadamente 70 espécimes de O. chelifer
foram coletados pelo método manual, com a utilizagdo de pingas, armazenadas em tubos
de plastico e levadas ao Laboratorio de Bioquimica e Toxinas Animais —

LABITOX/UFU para a extracdo da pegonha.

3.2 Extracao e processamento da peconha de O. chelifer

Para a extracdo da pegonha, as formigas foram dissecadas com o auxilio de
pingas retirando-se o ferrdo e o reservatorio da peconha com o material glandular,
contidos no interior do abdémen.

Posteriormente, as glandulas que continham a pegonha foram transferidas para
um microtubo contendo solucdo de Acetonitrila (ACN) com concentracdo de 30% e
0,1% de Acido Trifluoracético (TFA) (0,1%), para retardar a agdo de enzimas
proteoliticas presentes na peconha. Logo apds este procedimento, a solugao contendo as
glandulas foi submetida a sonicacdo por cinco minutos, para que a membrana das
glandulas veneniferas fosse rompida e o material da pegonha liberado para o meio. Apos
esta etapa, a solugdo foi centrifugada por duas vezes a 2000 rpm e o sobrenadante

utilizado para a determinagdo das proteinas totais presente na peconha de O. chelifer.

3.3 Determinacio da concentracio de proteinas na peconha de O. chelifer

Para a dosagem das proteinas contidas na peconha de O. chelifer, seguiu-se a
metodologia segundo Bradford (1976). As amostras foram quantificadas em duplicata e
a leitura da absorbancia a 595 nm foi feita em espectrofotometro. A curva padrao de

albumina do soro bovino (BSA) (concentracao tipica de 2mg/mL) foi construida para a
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determinagdo da concentragdo de proteinas em pg/uL. Os céalculos foram realizados por
regressao linear baseados nos valores provindos da curva padrao.
Ap6s a quantificacdo das proteinas, o material foi aliquotado para liofilizacdo e

armazenado para uso posterior nos testes bioquimicos e enzimaticos.

3.4 Analise em gel de eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE)

A peconha bruta de O. chelifer (5 pg e 10 pg) foi analisada em gel de
poliacrilamida a 12,5% (m/v) em condigdes redutoras na presengca de SDS e -
mercaptoetanol, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970). O sistema SDS-
PAGE descontinuo consistiu de: gel de empilhamento a 3%, contendo Tris-HCI1 0,5 M
pH 6,8 e SDS a 0,1% (m/v), e gel de separacao a 12,5% contendo Tris-HCI 2,0 M pH
8,8 ¢ SDS 0,1% (m/v), mantendo a relacdo de bis:acrilamida 0,8:30. Todos os géis
foram preparados em um sistema de eletroforese Hoefer SE 260 Mighty Small 2 Mini-
Vertical.

As amostras foram dissolvidas em um tampao de Tris-HCI 0,06 M pH 6,8; SDS
2% (m/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v); azul de bromofenol 0,005% (m/v) e glicerol 10%
(v/v). Em seguida as amostras foram aquecidas por 5 minutos a 100°C. O tampao do
eletrodo ¢ composto por Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M e SDS 0,1% (m/v), pH 8,3. O
gel foi corado em solucdo de Coomassie Bue-R250 0,1% (m/v), acido acético 10%
(v/v), metanol 50% (v/v), e descorado em solugdo de acido acético 7% (v/v) e etanol
30% (v/v) para posterior analise.

As massas molares foram estimadas pela interpolacdo de uma curva logaritmica
linear de massa molar relativa das proteinas do padrdo de massa molar versus a
distancia de migracdo do gel. O padrao de massa molar consiste nas proteinas:
Fosforilase b (97 kDa); Albumina (66 kDa); Ovoalbumina (45 kDa); Anidrase

Carbonica (30kDa); Inibidor de Tripsina (20,1 kDa); a-lactoalbumina (14,4 kDa).
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3.5 Atividade Fosfolipasica A,

A atividade fosfolipasica A, foi determinada por titulacdo potenciométrica
segundo o método descrito por De Haas et al. (1968). Como substrato foi utilizado uma
emulsdo de gema de ovo em presenga de deoxicolato de sédio 0,03 M e CaCl, a 0,6 M.
Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com uma solu¢do padrao
de NaOH 0,1208 N em pH 8,0 a temperatura ambiente. A atividade fosfolipasica foi
expressa em microequivalentes de base consumida por minuto e a atividade especifica
pelo nimero de microequivalentes por minutos, por mg de proteina. Para cada ensaio
foram utilizados Sug da pegonha bruta de O. chelifer.

Foi feita uma média de trés ensaios para cada uma das concentragdes de 10, 20 e

30 png da pegonha bruta de O. chelifer.

3.6 Atividade Coagulante

A atividade coagulante foi realizada sobre o plasma bovino citratado. Amostras
em triplicata contendo diferentes concentracdes (5 pg/ml e 10 pg/ml) de peconha bruta
de O. chelifer foram dissolvidas em 15 pL de Tris-HCI 50 mM pH 7.4, contendo 5 mM
de CaCl, e foram incubadas com 200 pL do plasma bovino citratado. Para o controle
negativo, utilizou-se 50 pL de tampao Tris-HCl 50 mM pH 7.4, contendo 5 mM de
CaCl,. A peconha bruta de Bothrops pauloensis (5 pg) diluida em 50 pL de tampao
Tris-HC1 50 mM pH 7.4, contendo 5 mM de CacCl, foi utilizada como controle positivo.
Os testes foram realizados em um aparelho coagulometro microprocessador Quick-
Timer (DRAKE LTDA). Esse aparelho detecta os primeiros tragos da formacdo do

coagulo de fibrina por um sistema optico.
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4. RESULTADOS
4.1 Analise em gel de eletroforese em condi¢coes desnaturantes (SDS-PAGE)

A amostra da pegonha bruta de O. chelifer apresentou concentragdo proteica
média de 740 pg/mL. O perfil proteico da pegonha bruta de O. chelifer apresentou
varios componentes com massas molares variando de 14 a 97 kDa, quando analisados
em condi¢des redutoras, com marcagdo mais intensa para bandas na faixa de 97, 50, 40,

25, menor que 14,4 kDa (Figura 3).

Figura 4: Perfil eletroforético da pegonha bruta de O. chelifer em gel de poliacrilamida a 12,5% em
condicdes desnaturantes. 1, 4: Padrdo de Massa Molar. 2,5: 5 pug da pegonha bruta de O. chelifer. 3,6: 10
pg da peconha bruta de O. chelifer.

4.2 Atividade Fosfolipasica (PLA;)

Nao foi possivel detectar atividade fosfolipasica (PLA;) para a pegconha de O.
chelifer nas concentragdes 10, 20 e 30 pg. A provavel explicacdo para este resultado
pode se dever ao longo tempo de armazenamento da pegonha bruta de O. chelifer em

solugdo, antes da mesma ser liofilizada. Isto pode ter acarretado na desnaturacdo das
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enzimas PLA, levando a perda da sua estrutura nativa, impossibilitando que as toxinas

presentes na peconha pudessem demonstrar qualquer atividade fosfolipasica.

4.3 Atividade Coagulante

A Tabela 1 apresenta os resultados da atividade coagulante sobre o plasma
bovino citratado para a peconha bruta de B. pauloensis ¢ O. chelifer. Duas amostras da
peconha bruta de O. chelifer (5 pg e 10 pg) com média de trés ensaios foram avaliadas
sobre o plasma bovino. As amostras ndo foram capazes de promover a coagulagdo do
plasma bovino citratado nas duas concentragdes testadas. A pegonha bruta de B.
pauloensis utilizada como controle positivo apresentou atividade coagulante apos 18,2

segundos.

Com base nas informagdes da Tabela 2 pode-se presumir que a auséncia de
atividade coagulante nas duas concentragdes (5 e 10 ug) da peconha bruta de O. chelifer

foi devido ao fato de que a espécie O. chelifer nao apresenta atividade coagulante.

Ensaios Tempo de coagulacio (s)2
Controle negativo >120
Peconha bruta de B. pauloensis 18.2
Pegonha bruta de O. chelifer >120

Tabela 1: Atividade coagulante da pegonha bruta de B. pauloensis e O. chelifer realizada sobre o plasma
bovino.

2 , 4. N .
Média de trés ensaios.
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5. DISCUSSAO

A ordem Hymenoptera representa um grupo taxondmico muito diverso de
artropodes, compreendendo aproximadamente 120.000 espécies (AILI et al., 2014). As
peconhas de formigas exibem uma vasta gama de fungdes e papeis bioldgicos, podendo
incluir captura da presa e defesa contra competidores e predadores. Portanto, a
descoberta de toxinas naturais pode levar a identificagdo de compostos modelo para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Nesse sentido, avaliamos o papel da
peconha bruta da formiga O. chelifer, quanto as suas propriedades enzimaticas e
bioldgicas.

As peconhas de himenopteros constituem um numero de biomoléculas
farmacologicamente ativas, das quais os componentes mais comuns sdo proteinas de
baixa massa molar reconhecida como alérgenos. Na andlise eletroforética da pegonha
bruta de O. chelifer em condigdes redutoras foram identificadas bandas principais na
faixa de 97, 50, 40, 25 kDa e abaixo de 14,4 kDa. Sabe-se que os componentes mais
comuns presentes nas peconhas de himendpteros apresentam baixa massa molar,
caracterizando a presenga de peptideos (HOFFMAN, 2006).

Nao foi identificada atividade fosfolipasica na pegonha de O. chelifer. Acredita-
se que o motivo tenha sido a demora no processamento do material (peconha bruta) e
consequente perda da atividade enzimatica. Outra hipdtese para tal resultado ¢ a de que
a espécie O. chelifer ndo apresente enzimas da classe fosfolipase A, em sua pegonha.

Como mostra a Tabela 2, a atividade fosfolipasica se diferencia entre espécies
da ordem Hymenoptera, demonstrando que esta pode ser variavel, at¢ mesmo, dentro de

animais da mesma familia filogenética.
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Espécies em ordem ﬁlogenética3 Categoria animal PLA (1/mg)
Anthophoridae
Xylocopa virginica Abelha solitaria 28
Vespidae
Polistinae
Polistes injuscatus Vespa social 560
Vespinae
Vespula (P.) pensylvanica Vespa social 94
Formicidae
Ponerinae
Ectatomma quadridens Formiga 13
Odontomachus hematodus Formiga 0,7
Odontomachus chelifer Formiga 0
Myrmicinae
Pogonomyrmex badius Formiga 94

Tabela 2: Comparagdo entre espécies de abelhas, vespas e formigas quanto a sua atividade fosfolipasica
(adaptado SCHMIDT et al. (1986).

De acordo com a literatura, as fosfolipases A; sdo mais comumente encontradas
em peconhas de formigas e vespas, enquanto as fosfolipases A, sdo mais encontradas
em abelhas. No entanto, estudos com a peconha da formiga Solenopsis invicta,
popularmente conhecida como formiga de fogo, mostraram que essa peconha apresenta
atividade PLA, (PEREZ-RIVEROL, 2019). As PLA, também foram identificadas em
abundancia na peconha de Paraponera clavata (AILI et al., 2017; SANTOS-PINTO et
al. 2018) e no transcriptoma de Dinoponera quadriceps (TORRES et al., 2014;

SANTOS-PINTO, et al. 2018).

3 . ’ o] . e . ey . ..
A ordem ¢ do ancestral até a espécie derivada dentro das familias ¢ de insetos solitarios a insetos sociais
entre as familias.
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A avaliacdo da atividade coagulante para a pegonha bruta de O. chelifer mostrou
que essa nao foi capaz de coagular o plasma bovino citratado, diferentemente do
controle positivo, a pegonha de B. pauloensis, que coagulou o plasma em 18,2
segundos.

Algumas enzimas com propriedades coagulantes foram descritas em pegonhas
de formigas, como a Pogonomyrmex barbatus, e também em vespas, como Vespula
pensylvanica, Polystes flavus (NGET-HONG & GNANAJOTHY, 1992; SILVA et al.,
2015) e Vespa magnifica (HAN et al., 2008; SILVA et al., 2015).

Silva et al. (2015) demonstraram que a pegonha bruta de O. bauri foi capaz de
coagular o plasma bovino citratado em 15 segundos quando comparado com o controle
positivo contendo CaCl, 0,2 M com tempo de coagulagdo de 2 minutos. A atividade
enzimatica da peconha bruta de O. bauri na presenca de diferentes inibidores de
protease (EDTA, leupeptina e aprotinina) apresentou redugdo significativa sob efeito
desses inibidores, particularmente a aprotinina, sugerindo que a peconha bruta
apresentava serinoproteases em sua composi¢ao.

Os dados mostrados acima nos levam a presumir que embora espécies de
formigas compartilhem do mesmo género ndo necessariamente suas peconhas

apresentardo as mesmas propriedades enzimaticas.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho descreve a caracterizagdo bioquimica parcial dos
componentes presentes na peconha da formiga de O. chelifer. Foram feitos testes para
SDS-PAGE, atividade coagulante e atividade fosfolipasica. Foi possivel identificar
toxinas em uma ampla faixa de massas molares. Nao foi possivel detectar as atividade s
coagulante e fosfolipasica, tal resultado deve-se muito provavelmente a alta
permanéncia da amostra em refrigeracdo. Concluindo, ainda sdo necessarios estudos
mais aprofundados para identificar componentes com agdes enzimaticas e bioldgicas
dessas toxinas de formiga. Ademais, este trabalho pode abrir novas perspectivas para

estudos relacionados a estrutura-atividade das toxinas presentes na pegonha bruta de O.

chelifer.
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