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RESUMO

A divisdo de trabalho € um dos temas centrais no estudo dos insetos sociais. Nas
abelhas e nas vespas essa atividade € regulada pelo polietismo etdrio. Varios autores
mostraram que o polietismo etario de Apis mellifera tem ativacdo seletiva das glandulas com o
trabalho feito dentro da colonia, além de diminuicdo do peso corporal ao comegar o forrageio.
Nos vespideos sociais, o polietismo etdrio € um tema pouco explorado. Com o objetivo de
identificar e descrever em Polybia paulista estas mudangas corporais e glandulares
relacionadas a idade dos individuos ou com o seu uso na funcdo social, analisaram-se
operdrias de diferentes idades mantidas em cativeiro desde a sua emergéncia nas quais foi
restrita a interacdo social desde sua emergéncia e operarias de diferentes idades coletadas
desde o ninho onde a interagdo social foi completa. Operarias de Polybia paulista mantidas em
cativeiro aumentaram a massa corporal, diminuiram a massa do mesosoma e diminuiram a
secrecdo das glandulas salivares e mandibular conforme de acordo com o aumento da idade.
Isso difere daquelas operdrias que foram permitidas do desenvolvimento social normal (grupo
controle), onde foi observado um aumento na massa corporal, na massa do mesosoma € na
secrecdo das glandulas salivar e a mandibular em relacdo ao aumento da idade das vespas.
Provavelmente, o relacionamento social estimula a formagdo e a transicdo fisioldgica
relacionada ao polietismo etario em Polybia paulista. Nestas vespas, mudancas corporais e
glandulares observadas foram relacionadas com idade, sendo provdvel que a interacio social e
o uso das estruturas nas diferentes tarefas dentro da colonia estejam influenciando tais
mudancas. Como conseqiiéncia, fatores que atuam sobre a demografia da col6nia, como a fase
de desenvolvimento ou o bem-estar da colonia, podem ser determinantes na regulacdo do
polietismo etario. Estes resultados contrastam com o modelo proposto para o polietismo etario
da abelha Apis mellifera e com observagdes da atividade glandular na vespa social Polistes

versicolor.

Palavras chave: Polietismo etdrio, Vespidae, glandula mandibular, glandula salivar,

peso corporal, peso seco do mesosoma.



ABSTRACT

The division of labor is a central theme in the study of social insects. In bees and wasps this
ability is regulated for age castes of the workers. In Apis mellifera, several authors have shown
selective activation of the glands for job in colony, and reduced body weight for foraging. In
social wasps age polyethism among workers is a relatively unexplored subject.

We tried to identify and to describe in Polybia paulista if the bodily and glandular changes are
related to the age of the wasps or to the use of the structures in the social function. Workers of
different ages at which was restricted social behavior since its emergence and workers of
different ages with full social development were analyzed. When Polybia paulista was in
captivity, increased body mass, decreased the mass of mesosoma and decreased the salivary
and mandibular glands secretion in relation to the age advancement of the wasps. While,
allowing normal social development, there was an increase in body mass, the mass of the
mesosoma and the salivary and mandibular glands secretion in relation to age. Apparently,
social interaction activates the formation and transition of age castes in Polybia paulista. In
these wasps the bodily and glandular changes observed were related to age. Probably social
interaction and the use of structures within the nest are influencing the direction of such
changes. As consequence, factors that influence the demography of the colony, as the
development stage or the welfare of the colony, may be decisive in the age castes regulation.
These results contrast with the model proposed for the Apis mellifera age polyethism and with

observations of glandular activity in the social wasp Polistes versicolor.

Keywords: Age polyethism, Vespidae, mandibular gland, salivary gland, body weight, dry

weight of the mesosoma.



INTRODUCAO

A divisdao de trabalho é um tema central no estudo dos insetos sociais, tendo sido
proposto que o sucesso ecoldgico desses grupos deve-se a habilidade que t€m suas coldnias
em coordenar a alimentagdo, reproducdo, limpeza e defesa do ninho (Beshers & Fewell 2001,
Wilson 1979, Wilson & Holldobler 2005). Essa habilidade depende da conformacao de castas,
sejam estas morfoldgicas ou etarias. Em formigas e cupins a divisdo de tarefas ocorre entre
castas morfologicas reguladas por mecanismos ontogenéticos e fisiologicos e apresentam
muito pouca flexibilidade nas tarefas (Miura 2005). Em contraste, em abelhas e vespas sociais
a divisdo de tarefas ocorre por polietismo etdrio apresentando maior flexibilidade, porém,
ainda ndo sdo claros os mecanismos envolvidos no controle desta divisdo de tarefas.

Numa espécie com polietismo etirio como Apis mellifera, t€ém-se observado
modificagdes fisioldgicas associadas a tarefa que realizam as operdrias segundo sua idade
(Johnson 2003), sendo particularmente notdveis as mudancgas nas secre¢des das glandulas
hipofaringeal, produtoras de cera, mandibulares e do veneno. O cuidado da cria requer a
producdo de alimento na glandula hipofaringeal, enquanto a construcdo do ninho requer a
producdo de cera e de feromonios de alarme (Fluri et al. 1982, Shearer & Boch 1965, Johnson
2003, Johnson 2005). No nivel de mudancas ndo glandulares, observou-se que as forrageiras
diminuem sua massa corporal em torno de 40% e apresentam diferencas na capacidade dos
musculos associados ao v6o, como uma modificagdo para aumentar a capacidade de voo
(Roberts & Elekonich 2005, Harrison 1986).

Prop6s-se que um dos mecanismos enddcrinos que pode regular o polietismo etdrio € a
concentracdo de hormonio juvenil, j4 que este aumenta com a idade das operdrias. Tem-se
observado que o tratamento dos individuos de idade jovem com este hormoénio induz o

forrageio (Robinson 1992, Robinson et al. 1989, Giray & Robinson 1996, O"Donnell &

Jeanne 1993). De acordo com Johnson (2003), a ativacdo das diferentes glandulas € regulada



mais pelo uso que pela idade, pois ao retirar as operdrias construtoras, individuos de maior
idade desenvolvem de novo as glandulas produtoras de cera e assumem esta fun¢do. Jeanson
et al. (2007) observou que a especializacdo de tarefas € susceptivel as mudancas demograficas
nas coldnias, apresentando-se maior flexibilidade na divisdo de tarefas em colonias com maior
numero de individuos. Nao obstante, Johnson (2005) mostra que nao existe tal flexibilidade na
mudanca das tarefas dentro do ninho ao forrageio; ele observou que as colonias de Apis
mellifera levam pelo menos sete dias para recuperarem-se da perda massiva de forrageiras, o
que fez o autor sugerir a existéncia de duas subcastas dentro das operdrias: a primeira
encarregada das tarefas dentro do ninho e a segunda do forrageio.

Os vespideos sociais formam um dos trés grandes grupos eussociais de Hymenoptera,
compartilhando essa caracteristica com formigas e abelhas. Vespidae € particularmente rico na
regido Neotropical; ha 22 géneros e 940 espécies registradas (Sarmiento & Carpenter 2006).
Na divisdo social deste grupo existe uma casta reprodutiva que pode ser identificada
fisiologicamente, pelo maior desenvolvimento do ovério das rainhas, ou em algumas espécies
também morfologicamente pelo tamanho, que pode ser maior ou menor (Richards 1978, Noll
& Wenzel 2008). Existe boa evidéncia de polietismo etdrio no grupo. De uma maneira geral
pode-se dizer que as operdrias mais jovens dedicam-se a tarefas dentro da coldnia, como a
limpeza do ninho e o cuidado com a cria; as operarias de idade mediana realizam tarefas de
construcdo e reparacdo do ninho; e as operdrias mais velhas forrageiam a procura de materiais
de construgdo, 4gua e alimento, e defendem o ninho (Jeanne 1991, O Donnell 2001).

Varios autores descreveram o comportamento das operdrias nas colonias de diferentes
espécies de vespas sociais, definindo assim a divisdo de tarefas entre as operdrias em
diferentes idades (tabela 1). E notével que dentro de Vespidae existam tanto espécies com alta

flexibilidade na divisdao de tarefas como espécies com uma estrita divisdo, para o qual se



sugeriu que o tamanho das coldnias e a estratégia de fundagdao podem ser determinantes deste
comportamento (Jeanne 1991).

Porém, apesar da aparente simplicidade dos comportamentos individuais das vespas, a
organizacdo do trabalho na coldnia envolve vdrios fatores, fazendo que seja mais complexa.
Por um lado existem divisdo e subdivisdo das tarefas, por exemplo, no forrageio observaram-
se multiplas transi¢des de tarefas, desde a coleta de dgua até polpa, ou de dgua até alimento,
entre outras (O“Donnell & Jeanne 1990). Por outro lado, devido a influencia de fatores como a
fase de desenvolvimento da coldnia, a disponibilidade de recursos no ambiente e as
caracteristicas particulares das espécies, a flexibilidade de funcdes das operarias pode variar
amplamente (Karsai & Wenzel 2000).

Apesar desta diversidade, a biologia do grupo foi descrita para poucas espécies e
estudos envolvendo morfologia e fisiologia de seu comportamento social sdo escassos, o que
poderia se atribuir, em parte, as dificuldades experimentais de trabalhar com as vespas sociais
em laboratério. Existem algumas aproximacgdes histolégicas sobre o desenvolvimento da
glandula hipofaringeal em Polistes versicolor (Britto et al. 2004, Britto & Caetano 2005,
2006, 2008). Nessa espécie nao parece existir relacdo entre o nivel de desenvolvimento ou
ativacdo da glandula e a divis@o de trabalho na coldnia. Porém, ja que existem duas formas de
organizacdo social dentro dos vespideos sociais neotropicais (Noll & Wenzel, 2008), estes
resultados ndo devem ser abrangentes para todo o grupo.

A primeira forma de organizagdo social dentro dos vespideos neotropicais ocorre nos
géneros Polistes (tribo Polistini) e Mischocyttarus (tribo Mischocyttarini), eles t€ém suas
colOnias iniciadas por uma fundadora, que ocasionalmente € auxiliada por algumas co-
fundadoras. A organizacdo social nestas tribos se da por hierarquias de dominancia baseadas

em agressoes. A outra forma estd presente na tribo Epiponini, onde as colonias sdo fundadas



por enxameio e a organizagao social € muito mais complexa e os mecanismos reguladores sio
menos conhecidos (Ross & Mattews 1991).

O’Donnell e Jeanne (1993) para Polybia occidentallis e Giray et al. (2005) para
Polistes canadensis mostraram experimentalmente que o hormonio juvenil pode acelerar a
transicdo de tarefas dentro do polietismo etdrio nessas espécies. Eles propdem que o
mecanismo de controle do polietismo etdrio em vespas altamente eussociais poderia ser o
mesmo que o apresentado em abelhas altamente eusociais, ou seja, baseado na concentragdo
de hormonio juvenil. Porém, existem duas hipdteses contrastantes sobre a origem deste
mecanismo. A primeira propde que o hormodnio juvenil tem mudado de funcdo através da
evolucdo da eussocialidade, desde ter uma funcdo exclusivamente reprodutiva em espécies
primitivamente sociais até ter uma func¢do exclusivamente comportamental em espécies
altamente sociais; a segunda hipdtese propde que o hormonio juvenil ja apresentava fungdo
reprodutiva e comportamental nas espécies solitdrias ancestrais, dividindo as func¢des na
medida em que a sociedade se fez mais complexa, acelerando a maturagao de ovos em rainhas
e transicao de fungdes em operdrias (Giray et al. 2005).

Ambas as hipéteses sugerem que o hormonio juvenil dispararia uma série de mudangas
morfoldgicas e fisioldgicas nas vespas que determinaria a divisdo de fun¢des na colonia. Estas
mudancgas poderiam acontecer desde o desenvolvimento dos ovérios até o desenvolvimento e
ativacdo das diferentes glandulas exdcrinas que cumprem diferentes fungdes dentro da
organizacdo das colonias. Apesar de alguns autores sugerirem que nas vespas sociais essas
mudancas glandulares e morfologicas sdo similares as encontradas no modelo Apis mellifera
(Simdes 1977, Jeanne 1991), existem notdveis diferencas entre as vespas sociais e Apis
mellifera que poderiam significar variacdes importantes a esse modelo. Por exemplo, a maior
a flexibilidade na divisdo de tarefas que apresentam algumas espécies de Vespidae em

contraste aos intervalos de idade bem definidos em Apis mellifera, os ninho de polpa vegetal



coletada pelas forrageiras em Vespidae, em contraste com os ninhos de cera de secrecdo
glandular em Apis mellifera, o menor tamanho relativo das glandulas nas vespas, em contraste
com glandulas que ocupam grande parte da cabeca e térax nas abelhas, entre outras (Jeanne
1991).

As glandulas registradas para os Vespidae foram encontradas em vdrias partes do
corpo. Na cabeca tém-se as glandulas mandibulares e a glandula hipofaringeal. As primeiras
foram associadas com a determina¢do da dominincia hierdrquica dentro da coldnia e a
segunda fora associada a alimentacdo das larvas (Ross & Matthews 1991, Spradbery 1973).
Britto e Caetano (2005) encontraram que em Polistes versicolor a glandula hipofaringeal
apresenta secrecdo de proteinas e glicoconjugados neutros quando esté ativa.

No mesosoma se encontram as maiores glandulas do corpo das vespas, as glandulas
salivares, as quais compartilham espaco com a musculatura associada ao voo (Spradbery
1973), sendo associadas a secre¢do de substincia pegajosa para a construcao de ninhos (Ross
& Matthews 1991). No metasoma a glandula de Dufour e a glandula de veneno encontram-se
associadas ao aparelho de ferrdo. A primeira possivelmente estd associada ao reconhecimento
dos ninhos (Abdalla & Cruz-Landim 2001), e a segunda estd associada a produgdo de
feromonios de alarme e a defesa da colonia. Um numeroso grupo de glandulas na regido
tegumentdria do metasoma € ainda menos conhecido, sendo que estas poderiam estar
associadas ao forrageio ou reconhecimento do ninho (Downing 1991, Spradberyl1973).
Existem também glandulas tarsais sem uma fun¢do particular associada, possivelmente ligada
ao forrageio (Spradbery 1973).

Ainda ndo sdo claros os processos que causam as mudangas de fun¢Oes nas operdrias
das vespas sociais. Nao se sabe se hd ativacdo diferencial das glandulas e se existem mudancas

morfoldgicas que aperfeicoam o voo das forrageiras. Conhecer estes processos pode ajudar a



entender as causas da flexibilidade na divisdo de tarefas nos Vespideos sociais e definir as
bases para compreender o mecanismo pelo qual se d4 o polietismo etdrio no grupo.

Sa@o dois os objetivos deste estudo: o primeiro € descrever as mudangas glandulares e
fisiolégicas que estejam associadas a divisdo de tarefas na vespa social Neotropical Polybia
paulista, e o segundo € identificar se essas mudancas estdo associadas a idade dos individuos
ou ao uso destas estruturas na fungdo social. A Tabela 1 mostra a divisdao de trabalho em

algumas espécies de vespas eussociais Neotropicais de acordo com a idade relativa.

Tabela 1: Divisdo de tarefas entre as operdrias em algumas espécies de vespas sociais.

Operarias de )
Construtoras Forrageiras

Espécie manutencio Referéncia
(dias) (dias)
(dias)
Polistes
1-5 6-20 +de20 Jeanne (1991)
dominulus

West-Eberhard

Polistes fuscatus 1-7 7-14 +de7
(1969)
Polistes jadwigae 1- 10 11-25 +de?25  Tsuchida (1991)
Protopolybia
) 1- 10 10-15 +de 16 Simoes (1977)
exigua
Agelaia pallipes 1- 10 10 - 15 +de 16  Simdes (1977)
West-Eberhard
Metapolybia sp. 1- 10 10-15 +de 15
(1978)
Polybia
1-6 +de6 +de6 O“Donnell (2001)
occidentalis
MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado na Universidade de Sao Paulo (USP) no Campus de Ribeirdao

Preto (21°10’S, 47°48°W). A espécie do estudo € Polybia paulista (von Ihering 1896), a qual



foi escolhida por ser abundante e ser encontrada facilmente em ambientes com forte acdo
antrépica. Seu hdbito de nidificar em edificagdes humanas fez dela um 6timo modelo de
estudo para se acompanhar o desenvolvimento das coldnias enquanto se continuava o trabalho
no laboratdrio.

Polybia paulista ¢ uma espécie amplamente distribuida em America do sul, entre o
nivel do mar até os 1500 metros de altitude (Richards 1978). Noll e Zucchi (2000) registram
colonias com populacdes desde 4.747 individuos durante a fase de emergéncia até 13.229 na
fase de producdo de machos. O niimero de rainhas também muda desde 94 em emergéncia até
10 na producdo de machos. As rainhas podem ser identificadas morfologicamente pelo maior
tamanho, embora apresentem modifica¢des morfolégicas com o desenvolvimento da coldnia.
Por comparagdo com Polybia occidentalis, o ciclo de vida de um individuo chega ao redor dos
30 dias em condig¢des silvestres (Jeanne 1991).

Para descrever as mudancas corporais e glandulares associadas a divisdo de tarefas em
P. paulista foram usadas varidveis corporais, tais como o peso corporal e o peso seco do
mesosoma; também comparou-se varidveis glandulares da drea de unidades secretoras da
glandula salivar e da drea de unidades secretoras da glandula mandibular obtidas usando
métodos de histologia. Para identificar se as mudangas possivelmente encontradas em o peso
corporal, peso do mesosoma e as glandulas estdo associadas a idade dos individuos ou ao seu
uso no desempenho de fung¢des na coldnia, foram comparadas vespas mantidas em cativeiro
com restricdo das atividades sociais com vespas coletadas desde um ninho onde cumpriam

normalmente tais atividades.

Criacao em cativeiro
ApOs a coleta de um ninho de uma coldnia matura de Polybia paulista, segundo Noll

(1995), os favos foram mantidos separadamente em potes plasticos em temperatura controlada



(31 =26 °C). Um primeiro grupo de individuos com um dia de emergéncia foram mantidos em
incubadora (28 °C) separado em grupos de cinco individuos com alimento ad [libitum até
completarem 10 dias, sendo coletadas amostras de 15 individuos de cada idade todo dia. Este
grupo permitiu analisar o efeito da restricdo das funcgdes sociais da colonia nas glandulas e
partes corporais em estudo.

As vespas foram mantidas no laboratério em uma incubadora de madeira com
termostato para o controle da temperatura coberta por uma lamina de vidro, a caixa foi apoiada
sobre pés de vidro mergulhados em glicerina, prevendo possiveis ataques por formigas; dentro
dela os grupos de cinco vespas foram mantidos em potes plasticos de 100 ml os quais tinham
na tampa ranhuras que permitiam o acesso de pincas entomoldgicas. O alimento era colocado
em bolinhas de algoddo molhadas com uma solucio a 15% de agticar, uma vez por semana a
essa solucdo era agregada também algumas lagartas de insetos maceradas para prover proteina
as vespas. A montagem, as concentragdes de alimento e a interacdo com as vespas foram
padronizadas a partir de uma primeira tentativa usando Polybia occidentalis realizado durante
os meses de abril e maio de 2008. Uma descricdo detalhada das dimensdes da montagem

encontra-se na Figura 1.



Figura 1: Dimensées da incubadora de madeira onde foram mantidas as fémeas de Polybia

paulista estudadas no laboratorio. (T) termostato, (g) pés mergulhados em glicerina.

Individuos coletados para estimar a idade relativa

Toda a populagdo de outra colonia matura foi coletada durante a noite, posteriormente
a idade relativa dos individuos foi estimada usando o método proposto por Noll (1995),
baseado no desgaste alar ocasionado com a permanéncia dentro do ninho realizando diferentes
tarefas, os quatro intervalos de idade definidos sdo descritos na figura 2. Nao foi possivel
realizar reintroducdes de individuos seguindo o método proposto por Jeanne et al. (1992)

devido a presencga de reconhecimento de companheiras de ninho (Garcia Z, prep. publicagdo).
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Figura 2: Padrdo de desgaste das asas utilizado para estimar a idade relativa das vespas
coletadas do ninho por comparacdo: 2a. 1 — 2 dias de idade, 2b. 3 - 4 dias de idade, 2c. 5-7

dias de idade, 2d. mais de 9 dias de idade. Modificado de Noll (1995)

Secoes histolégicas das glandulas

A fim de descrever as mudancas glandulares tanto para os individuos reintroduzidos
nas coldnias como para os individuos mantidos em ambiente controlado, foram realizadas
secgoes histoldgicas da glandula mandibular e da glandula salivar para uma amostra de trés
individuos por idade a fim de comparar qualitativamente e quantitativamente as células
glandulares.

Devido aos problemas surgidos com a dissecacdo das glandulas, foi necessario
desenvolver um método para fazer as se¢des histologicas do corpo da vespa inteira. Usando o
método de tentativa e erro, combinaram-se o método padrdo para os cortes com parafina em
histologia em geral (Hayat 1993, Glick 1951) e algumas propostas especiais para insetos
(Barbosa 1945, Billen com. pessoal). Realizaram-se vdrias tentativas manipulando o método

de fixar, a concentracdo e o tempo em KOH (solucdo que amolece a cuticula), o tempo de



desidratacdo e a integridade das vespas para encontrar o melhor método para se fazer as
seccgoes histoldgicas da glandula mandibular e da glandula salivar. Os cortes foram realizados
com inclusdo em parafina e coloracdo Hematoxilina—Eosina.

A Hematoxilina tem atragdo por substancias bdsicas componentes dos tecidos, como as
proteinas, ricas em radicais aminas, como os nucleos e o reticulo endoplasmatico rugoso;
enquanto a Eosina, sendo acidofila, apresenta coloracdo predominante pelo citoplasma, fibras
de coldgeno e outras estruturas compostas de substincias com carater dcido. E assim que nas
células coradas os nticleos aparecem na cor roxa obscura e o citoplasma em rosa (Hayat 1993).
Nao foi possivel usar os métodos propostos por Britto e Caetano (2005) usado para glandulas
dissecadas, ja que aqui as segOes histologicas incluem diferentes tecidos, além do glandular o

que pode corromper a visualizagdo. O protocolo completo € apresentado no apéndice A.

Medicoes e analises estatisticas

Para as vespas mantidas em cativeiro estimou-se o peso corporal e o peso seco do
mesosoma das vespas um dia depois de emergidas e o peso corporal e o peso seco do
mesosoma no momento da coleta, com a finalidade de descrever se ha mudangas morfolégicas
relacionadas com a idade (Snodgrass, 1935). Para as vespas coletada desde o ninho tomou-se o
peso corporal e o peso seco do mesosoma no momento da coleta. As medicdes foram tomadas
em balanca de precisdo Shimadzu AY220 com erro de 0,0001 gramas. O peso seco do
mesosoma foi tomado depois de deixar as vespas em estufa a 60°C durante cinco dias.

Andlises de variacdo do peso corporal e do peso seco do mesosoma revelam se hd
mudancas morfoldgicas significativas com a idade. Os residuais da relagdo peso corporal a
peso seco do mesosoma foram empregados para corrigir o efeito do tamanho nas comparagdes

entre individuos obtendo assim um tamanho proporcional do mesosoma.



Por outro lado, as dreas de quatro células secretoras da glandula salivar e de quatro
unidades secretoras da glandula mandibular foram tomadas em cada individuo usando
microscépico calibrado usando o software Leica 500. Esta medida pode refletir o nivel de
atividade glandular em cada idade (Hassanein 1952).

Compararam-se os individuos de diferentes idades mantidos em cativeiro e os
individuos de diferentes idades coletados desde o ninho. Foram utilizadas andlises de variincia
e andlises de regressdo entre a idade e cada uma das varidveis: peso corporal, peso seco do
mesosoma, areas das unidades secretoras da glandula salivar e dreas das unidades secretoras
da glandula mandibular. Utilizou-se o teste de Kolmogorov—Smirnov para verificar a
normalidade dos dados, e o teste de Levene para a homogeneidade de variancia (Diaz 2002).
Uma vez que os dados cumpriram os supostos estatisticos de normalidade e homogeneidade
de variancia foi possivel realizar andlises paramétricas. Realizaram-se andlises de variincia
(ANOVA) para comparar os dados das diferentes idades dentro de cada grupo de individuos e
andlises de regressdes paramétricas (Pearson) para avaliar se existe relacdo das mudangas

encontradas com a idade (Good & Hardin 2003).

RESULTADOS
Analises do peso corporal e peso seco do mesosoma
As vespas emergidas em cativeiro foram obtidas a partir da coleta das pupas de um

ninho de uma coldnia matura de Polybia paulista. Este tinha um didmetro de 25 cm e sete
favos com pupas, larvas e ovos. As células dos sete favos estavam organizadas do mais basal
ao mais apical da seguinte forma:

1. 90% Pupas maturas (cor escura), 10 % pupas jovens (cor clara)

2. 80% pupas maturas, 15% pupas jovens, 5% vazio

3. 60% pupas maturas, 30 pupas jovens, 10 larvas



4. 50% pupas maturas, 30 pupas jovens, 10 larvas

5. 10% pupas maturas, 70% pupas jovens, 10% larvas, 10 vazio ou com ovos
6. 20% pupas jovens, 30 % larvas, 50% ovos.

7. 50% ovos, 50% alimento (substancia similar a mel).

A excecdo do favo sete, todos os favos foram mantidos em laboratdrio, em temperatura
média de 28°C, chegando a ter temperatura mdxima e minima de 31°C e 26°C
respectivamente. Todas as pupas maturas emergiram, € inclusive algumas larvas formaram
casulos. Embora no quinto dia alguns favos tivessem sido afetados por fungos devido ao
aumento de umidade, quase a todas as pupas emergiram. No nono dia os favos foram
descartados ja que ndo apresentaram mais adultos. O nimero de adultos emergidos reduziu a
cada dia, emergindo primeiro as pupas maturas dos favos mais internos. O peso dos adultos
emergidos em cada dia apresentou diferencas significativas, porém essas diferencas ndo
mostram nenhum patrdo relacionado com a montagem ou o dia da emergéncia dos adultos

avaliados (Fig. 3).
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Figura 3: Adultos de Polybia paulista emergidos em cativeiro. 3a) Niimero total de adultos
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emergidos; 3b) média e amplitude da varia¢do do peso dos adultos emergidos.




Os individuos se desenvolverem em cativeiro até por dez dias. Diariamente o peso
corporal e o peso seco do mesosoma foram medidos em amostras de quinze individuos.
Somente o peso corporal foi significativamente diferente nas andlises de variancia entre as
diferentes idades no cativeiro. Porém, nas andlises de regressdo tanto do peso corporal como
do peso seco do mesosoma mostraram relagdes altamente significativas com a idade (Tabela 2,
Fig. 4). Aparentemente hd um aumento do peso corporal com a idade, enquanto que hd uma
diminuicdo do peso seco do mesosoma. Esses resultados sugerem que em cativeiro, quando
estdo restritas as atividades sociais, a massa corporal aumenta e a massa do mesosoma
diminui.

Por outro lado, a relacdo entre o peso corporal e o peso seco do mesosoma das vespas
cativas ndo foi significativa (Pearson = 0,237), pelo qual nio foi possivel observar a mudanca
proporcional no mesosoma, a qual devia obter-se com os residuais da regressdo, caso esta
tivesse sido significativa (Fig.5).

Tabela 2: Resultados das andlises das mudangas corporais das vespas Polybia paulista

emergidas em cativeiro e coletadas desde o ninho.

Supostos
ANOVA Regressao: Pearson
Comparaciao estatisticos
p
K-S* | Levene** p r R® |Tendéncia

Vespas Idade Vs. peso >0,2 |0,4435 0,0000 [0,0543 |0,1692 |0,0210 | Positiva

emergidas em | Idade Vs. peso
>0,2 [0,0604 0,1698 [0,0075 |0,3933 |0,1350 | Negativa
cativeiro Seco mesosoma

Vespas Idade Vs. peso >0,2 |0,5361 0,0013 10,0072 |0,6618 |0,3948 | Positiva

coletadas Idade Vs. peso
>0,2 [0,5348 0,0008 [0,0057 |0,6758 |0,4149 | Positiva
desde o ninho | seco mesosoma

*K-S: prova de normalidade Kolmogorov- Smirnov.

**Levene: prova de homogeneidade de variancia.
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Figura 4: Relacdo entre peso corporal e idade das vespas em cativeiro de Polybia paulista.
4a. Relagdo do peso corporal com a idade. 4b. Relagcdo do peso seco do mesosoma com a
idade. Os valores apresentados correspondem a probabilidade da regressdo paramétrica

(Pearson).
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Figura 5: Mudanga no peso seco do mesosoma com o peso corporal em cativeiro. Os

valores apresentados correspondem a probabilidade da regressdo paramétrica (Pearson).



A populacdo adulta de outra colonia matura foi coletada, e separada em quatro
intervalos de idade estimados com o desgaste das asas. Esse ninho tinha um didmetro de 20
cm, constituido de sete favos, com 172 casulos de pupa em varios, larvas de diferentes instares
e ovos. Supde-se que essas vespas tiveram um desenvolvimento normal das atividades sociais
até a idade da coleta.

O peso corporal assim como o peso seco do mesosoma das vespas coletadas do ninho
mostrou mudancas significativas com o intervalo de idade estimado, em ambos os casos houve
uma relagdo significativamente positiva, contrario as vespas em cativeiro. Aqui as vespas
apresentaram um maior peso corporal € um maior peso seco do mesosoma nas idades mais

avancadas (Tabela 2, Fig. 6).
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Figura 6: Mudangas no peso corporal com a idade das vespas de Polybia paulista coletadas
do ninho: 6a. Relacdo do peso corporal com a idade. 6b. Relagdo do peso seco do mesosoma
com a idade. Os valores apresentados correspondem a probabilidade da regressdo

paramétrica (Pearson).

A fim de obter os residuais da regressdo, a relagdo entre o peso corporal € 0 peso seco
foi avaliada e neste caso sim foi significativa (Pearson = 0,0005, r = 0,784, = 0,615). Uma

relac@o entre esses residuais com o tamanho dos individuos (peso corporal) permitiu analisar



se existem mudangas proporcionais no mesosoma em cada idade dos individuos. Nao se
encontrou mudangas proporcionais no mesosoma com a idade (Pearson = 0,3638), o que
sugere que o aumento da massa do mesosoma com a idade € dependente do tamanho.

Analises da glandula salivar e da glandula mandibular

A glandula salivar em Polybia paulista estende-se desde a regido anterior do
mesosoma, a altura do pronoto, e prolonga-se ventralmente quase até a mesopleura (Fig. 7b).
Cada célula constitui uma unidade secretora, com seu proprio ducto para liberar secrecao,
sendo que varios ductos conectam-se a um unico ducto que se abre na faringe. Nas secoes
histologicas essa glandula apresentou a cor roxa nos ntcleos, rosa no citoplasma e algumas
regides intracelulares sem cor que foram interpretadas como vesiculas de secrecdo. As células
dessa glandula combinam com a descri¢do das células glandulares tipo III proposta por Noirot
e Quennedey (1974), sendo nesse caso uma glandula unicelular.

A glandula mandibular encontra-se na base da mandibula, ocupando uma pequena
porc¢do da regido da gena. As unidades secretoras sdo muito pequenas e conectam se ao ducto
da glandula formado agrupacdes em forma de racemos. Esse ducto abre se na base da
articulacdo da mandibula (Fig. 7a). Em nenhuma das secdes realizadas foram visualizadas
vesiculas de secrecdo, e em geral as unidades secretoras adquiriram uma cor roxa granulada.
Aparentemente, cada unidade secretora estd formada por numerosas células diminutas cujos
nucleos foram corados pela hematoxilina (Fig. 7b). Esse resultado sugere varias semelhancas
com a estrutura da glandula mandibular em abelhas (Cruz-Landim & Abdalla 2002), e
combinam com a descricdo das células glandulares tipo III feita por Noirot e Quennedey
(1974).

A comparacdo qualitativa das células da glandula salivar em individuos de diferentes
idades mostrou mudancas diferentes nos individuos em cativeiro e nos individuos coletados no

ninho natural. As células secretoras dos individuos mais novos tanto em cativeiro como



coletados do ninho s@o similares em tamanho e na presenca de vesiculas de secrecdo. Porém,
em individuos emergidos e criados em cativeiro, as células secretoras diminuiram seu tamanho
com o aumento da idade (Fig. 8a-c), enquanto que nos individuos coletados no ninho as
células aumentaram (Fig. 8d-f). Outra diferenca importante foi a presenga e incremento de
vesiculas secretoras nos individuos coletados no ninho, enquanto que nos individuos em
cativeiro somente foram visiveis até o terceiro dia de idade.

As unidades secretoras dos individuos mais novos, por sua vez, tanto em cativeiro
como coletados do ninho foram similares em tamanho, e de novo observou-se aparente
diminuicdo do tamanho conforme o aumento da idade em os individuos em cativeiro e

aumento nos individuos coletados desde o ninho (Fig. 9).



Figura 7: Localizacdo das glandulas mandibulares e salivares na vespa Polybia
paulista: 7a. visdo geral, 7b. Detalhe da glandula salivar, 7c. Detalhe da gldandula
mandibular. cab: cabeca, ce: cérebro, mc: musculatura da cabeca, om: omatidios, mm:
musculatura do mesosoma, ct: cuticula cxp: coxa posterior, gs: glandula salivar, gm:

glandula mandibular, d: ducto da glandula, us: unidades secretoras..



Figura 8: Imagens da glandula salivar em individuos de diferentes idades de Polybia

paulista: Individuos do cativeiro com: 8a. 3 dias de idade, 8b. 5 dias de idade, 8c. 9 dias de
idade. Individuos coletados desde o ninho com: 8d. 3 - 4 dias de idade, 8e. 5-7 dias de idade,
8f. Mais de 9 dias de idade. us: unidades secretoras, v: vesiculas de secre¢do, d: ducto da

glandula.



Figura 9: Imagens da glandula mandibular em individuos de diferentes idades de
Polybia paulista: Individuos mantidos em cativeiro com: 9a. 5 dias de idade, 9b. 9 dias de
idade. Individuos coletados desde o ninho com: 9c. 5-7 dias de idade, 9f. Mais de 9 dias de
idade. us: unidades secretoras, v: vesicula de secrecdo, d: ducto da glandula. us: unidades
secretoras, d: ducto da glandula..

Nas vespas mantidas em cativeiro, as dreas das células secretoras da glandula salivar,

assim como das unidades secretoras da glandula mandibular mostraram diferencas



significativas conforme o aumento da idade. A andlise de regressdo mostra que ha uma
reducdo significativa das dreas das células glandulares conforme a idade em ambos os casos
(Tabela 3, Fig. 10a-10b). Tais resultados sugerem que a secrecdo glandular seria menor nas
vespas de idades mais avangadas.

Nas vespas coletadas no ninho cuja idade foi estimada pelo desgaste das asas, as areas
das células secretoras da glandula salivar, assim como das unidades secretoras da glandula
mandibular, mostraram diferencas significativas conforme a idade nos individuos. As andlises
de regressao mostraram um aumento significativo das dreas de acordo com a idade em ambos
os casos (Tabela 3, Fig. 10c-10d), encontrando assim uma tendéncia contréria ao encontrado
nas vespas em cativeiro. Isto significaria um aumento da drea das células secretoras de ambas
as glandulas nas vespas com maior idade, o que pode ser interpretado como uma maior
secregdo das glandulas nestes individuos. E possivel que exista um forte componente social
influenciando a ativacdo das glandulas salivar e mandibular em idades mais avancadas. Estes
resultados sdo diferentes daqueles reportados para Apis mellifera (Johnson 2005), e nao
existem até agora registros nesse sentido para as vespas sociais neotropicais da tribo

Epiponini.
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Figura 10: Mudancgas na drea das unidades secretoras da glandula mandibular e a

glandula salivar conforme a idade em Polybia paulista. 10a. Area das células secretoras da

glandula mandibular das vespas emergidas em cativeiro, 10b. Area das células secretoras da

glandula salivar das vespas emergidas em cativeiro, 10c. Area das células secretoras da

glandula mandibular das vespas coletadas no ninho, 10d. Area das células secretoras da

glandula salivar das vespas coletadas no ninho. Apresentam-se os valores de probabilidade

da regressdao paramétrica (Pearson).



Tabela 3: Resultados das andlises das mudancas na drea das unidades secretoras da glandula

mandibular e a glandula salivar das vespas Polybia paulista emergidas em cativeiro e coletadas

desde o ninho.

ANOVA
Supostos estatisticos Regressao: Pearson
Comparacio P
K-S* Levene** P r R® |Tendéncia
Idade Vs. Area
Vespas >0,2 |0,3137 0,0000 0,0006 | 0,6090 | 0,3467 | negativa
G mandibular
emergidas em
Idade Vs. Area G
cativeiro >0,2 |0,0737 0,0000 0,0001 | 0,4926 | 0,2296 | negativa
Salivar
Idade Vs. Area G
Vespas >0,2 |0,2677 0,0000 0,0004 | 0,7771 | 0,5755 | positiva
mandibular
coletadas no
Idade Vs. Area G
ninho >0,2 10,0904 0,0000 0,0048 | 0,6030 | 0,3290 | positiva

Salivar

*K-S: prova de normalidade Kolmogorov- Smirnov

**Levene: prova de homogeneidade de variancia.

DISCUSSAO

O peso corporal e peso seco do mesosoma

Nas fémeas de Polybia paulista mantidas em cativeiro observou-se um aumento do

peso corporal e diminui¢do do peso seco do mesosoma conforme o aumento da idade, em

contraste com as vespas coletadas diretamente do ninho, onde observou-se aumento no peso

corporal e no peso seco do mesosoma conforme aumento da idade. Isso coincide com as

observacdes de Harrison (1986) e Roberts e Elekonich (2005) em Apis mellifera, onde

individuos entre 14 e 21 dias de idade perderam aproximadamente 40% de massa corporal, o

que € atribuido a eficaz metaboliza¢do de gordura corporal durante os primeiros dias depois da

emergéncia, e sugerem que essa mudanca no peso corporal da abelha favoreceria o vdo, e em

conseqiiéncia permitiria iniciar o trabalho de forrageio. Adicionalmente, Roberts e Elekonich

(2005) documentam para a mesma espécie aumento de 15 % da taxa metabdlica nos musculos



usados no voo ao iniciar o forrageio, ou seja, entre os 14 e 21 dias de idade. Porém, essa
mudanca no nivel fisiolégico ndo parece estar associada a mudangas na massa muscular usada
para o voo. Esses autores sugerem que as mudangas no peso corporal de Apis mellifera sdo
conseqiiéncia da diminuicio de gordura corporal e ndo do incremento da massa muscular.

Por outro lado, em Polybia paulista os individuos desenvolvidos no ambiente social
tém um aumento da massa corporal € da massa do mesosoma com a idade, contrdrio ao
modelo A. mellifera, aplicado a todos os insetos sociais. Nestas vespas, 0 aumento da massa
corporal e da massa do mesosoma detectado nos individuos coletados no ninho coincidiu com
o aumento da drea das unidades secretoras glandulares, da mesma forma que a diminui¢do da
massa corporal nas vespas em cativeiro coincidiu com a diminuicdo da drea das unidades
secretoras das glandulas analisadas. Devido ao grande tamanho da glandula salivar das vespas
(quase um terco da cavidade do mesosoma), € possivel que as mudancas no peso corporal e no
peso seco do mesosoma das vespas coletadas no ninho estejam refletindo as mudancas no
nivel glandular. Por sua parte, o aumento do peso corporal associado a diminui¢do do peso
seco do mesosoma ocorrido nas vespas em cativeiro sugere que haveria maior acimulo de
gordura e atrofia dos musculos do mesosoma, conseqiiéncia do menor gasto de energia e a
incapacidade das vespas voarem.

As diferentes tendéncias nas mudancas observadas no peso do mesosoma nas vespas
em cativeiro e nas vespas coletadas do ninho sugerem que a interacdo dentro da coldnia
influencia de algum modo o metabolismo das vespas; contudo, pela aproximacdo usada neste
trabalho, ndo € possivel afirmar se a gordura corporal ou a massa muscular em Polybia
paulista sofre alguma modificacdo metabdlica similar as observadas em A. mellifera, pois sdo

necessdrias andlises ao nivel fisiologico para realizar tal comparagdo.



A glandula salivar e a glandula mandibular

Tanto nas vespas em cativeiro como nas vespas coletadas no ninho houve mudangas na
drea das wunidades secretoras das glandulas salivar e mandibular, as quais foram
significativamente relacionadas com o aumento da idade. Este resultado contrasta com
andlises das glandulas hipofaringeas de Polistes versicolor, onde se observou grande variagao
do didmetro glandular entre individuos que ndo foi relacionada a idade dos mesmos (Britto &
Caetano, 2005).

De acordo com Hassanein (1952) o incremento ou diminui¢do do tamanho das
unidades secretoras glandulares pode ser um indicador de atividade glandular. Em Apis
mellifera, observou se mudancas importantes das glandulas hipofaringeanas, estas apresentam
menor tamanho em operdarias recém-emergidas, havendo um incremento quando sdo ativadas
em meia-idade, quando as abelhas atuam como operdrias nutridoras (da Costa 1999). A érea
das unidades secretoras das glandulas em Polybia paulista sinaliza um aumento da atividade
glandular nas vespas desenvolvidas em ambiente social e sinaliza uma diminui¢do nas vespas
desenvolvidas em cativeiro, o que sugere que a interacdo social possivelmente seja um fator
importante no desenvolvimento dessas glandulas.

Neste estudo, ndo foram observados sinais de hierarquia nem de comportamento
social, e os individuos sobreviveram até dez dias. Em condi¢des normais, quando os
individuos podem se desenvolver dentro do complexo ambiente quimico da colonia, eles
chegam a viver até trinta dias. Robinson ef al. (1989) mostrou que em Apis mellifera a
aplicacdo do hormonio juvenil nas operdrias acelera o desenvolvimento comportamental e
ativacdo diferencial das glandulas. Adicionalmente, O “Donnell e Jeanne (1993) mostraram que
o tratamento com o hormonio juvenil acelera a transicdo das funcOes e influencia a

longevidade das vespas Polybia occidentalis. As vespas tratadas com doses menores de



hormdnio juvenil durante o cativeiro sobrevivem mais de 15 dias, enquanto que sem o
tratamento elas sobrevivem apenas uns poucos dias.

Em estudos anteriores utilizados para padronizar a metodologia utilizada em cativeiro,
foram isolados grupos de quinze, vinte e cinqiienta vespas, obtendo sobrevivéncias de até
dezessete dias. Porém, ndo era possivel garantir a privagdo do comportamento social ja que
foram observadas a formagdo de hierarquias e alguns sinais de comportamento social no
grupo. E possivel que a diminui¢do da atividade glandular observada nas vespas analisadas em
cativeiro, conexo a sua baixa sobrevivéncia, esteja associada a supressdo da fonte ou
disparador da produg@o de hormonio juvenil. Embora, seja dificil distinguir a contribui¢do do
1solamento social e o estresse do cativeiro na diminui¢do da atividade glandular em cativeiro,
pode-se sugerir que a interagdo social e a convivéncia dentro do ambiente do ninho sejam
fatores determinantes no desenvolvimento dos adultos de P. paulista e em conseqiiéncia
dentro do polietismo etdrio da colonia.

Por outro lado, apesar das diferencas observadas com Polistes versicolor, testes com
hormdnio juvenil sugerem um mecanismo de controle da divisao de trabalho dentro da coldnia
comum entre Polistini e Epiponini. Assim como O’Donnell e Jeanne (1993) em P.
occidentalis, Giray et al. (2005) observaram em Polistes canadensis que o hormonio juvenil
acelera a transi¢do de func¢des dentro do polietismo etdrio e a maturagdo de ovos das rainhas.
Os dados obtidos em Polybia paulista sugerem que o hormdnio juvenil teria uma fungdo
adicional nas espécies altamente sociais de Vespidae, a qual seria a ativacdo diferencial das
glandulas de acordo com a idade, apoiando assim a hipétese proposta por Giray et al. (2005): a
evolucdo do hormoénio juvenil desde uma funcdo reprodutiva e comportamental ancestral
presente nas espécies solitdrias, com uma progressiva divisdo de fun¢des na medida em que a
sociedade se torna mais complexa. Porém, € necessario detalhar melhor a fun¢do do hormonio

juvenil nos Epiponini.



As mudancgas corporais e glandulares descritas para Polybia paulista sugerem que o
relacionamento social influencia diretamente o polietismo etdrio das operarias. Nessas vespas,
mudangas corporais e glandulares observadas foram relacionadas com idade, sendo provavel
que a interacdo social e o uso das estruturas corporais (asas € mesosoma) e glandulares nas
diferentes tarefas dentro da coldnia estejam influenciando o direcionamento de tais mudancas.
Como conseqiiéncia, fatores que atuam sobre a demografia da colOnia, como a fase de
desenvolvimento ou a saude da coldnia, podem ser determinantes na regulacdo de castas
etarias. E possivel que o mecanismo que favorece o polietismo etdrio em adultos esteja
relacionado aos niveis de hormonio juvenil. Pesquisas futuras poderdo tentar encontrar
evidéncias da funcdo do hormonio juvenil na regulacdo da atividade glandular em Polistini e

Epiponini para avaliar tais hipéteses.

CONCLUSOES

Quando fémeas de Polybia paulista foram mantidas em cativeiro, houve aumento de
massa corporal, diminui¢io da massa do mesosoma e da secre¢do das glandulas salivar e
mandibular, em relagdo ao aumento da idade das vespas. Enquanto isso, em vespas com
desenvolvimento social normal, observou-se aumento na massa corporal, na massa do
mesosoma e na secre¢do das glandulas salivar e mandibular conforme o aumento da idade das
vespas.

Os resultados sugerem que o mecanismo que regula o polietismo etdrio em Polybia
paulista esté relacionado ao ambiente no qual os adultos se desenvolvem, sendo a interagdo
entre os individuos da colonia um requisito indispensdvel para que acontecam as mudancas
associadas ao polietismo etdrio. H4 boas evidéncias indiretas de que Polybia paulista possa
utilizar 0 hormoénio juvenil como mecanismo de regulacdo da transi¢do de tarefas dentro da

colonia de forma similar a descrita para Polybia occidentalis e Polistes canadensis.
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APENDICE A: Protocolo para realizar as secdes histolégicas de Polybia paulista
1. Fixacdo em solugdo Dietrich, onde podem permanecer até um més sem que os tecidos
sofram alteracdes. Esta solugdo tem a seguinte composi¢ao:
i. 30% de élcool 96%
ii. 10% de formalina 40%
iii. 2% de acido acético glacial
iv. 58% de dgua destilada
2. Cortar pernas e asas
3. Fazer furos superficiais na cuticula da cabeca, mesosoma e metasoma a fim de
favorecer a penetracdo dos quimicos seguintes.
4. Deixar uma hora em KOH 10% em estufa a 40°C
5. Enxaguar com solu¢do de acido acético 1%
6. Cortar transversalmente o mesosoma e metasoma, e cortar longitudinalmente a cabeca
protegendo a regido onde se localizam as glandulas, isto com a finalidade de favorecer
a inclusdo das diferentes solugdes.
7. Desidratacdo colocando em diferentes solucdes da série dlcool-benzol da seguinte
forma:
i. Alcool 70% 30 minutos, mas podem ficar até por uma semana,

i. Alcool 70%, 80%, 90%, 95%, 30 minutos em cada uma.

e

iii. Alcool-benzol uma e até vinte e quatro horas em o maximo.
iv. Benzol I por trinta minutos
v. Benzol II e Benzol III quinze minutos cada.
8. Banhar com parafina duas vezes de quarenta minutos cada e uma terceira vez definitiva
colocando cada uma das partes cuidadosamente nos blocos de parafina crus. Nesta

forma podem ser guardados indefinidamente



10.

11.

12.

13.

14.

Preparagdo dos blocos de parafina para corte no micrétomo. Usando calor se fixam em
blocos de madeira do tamanho justo para o micrétomo utilizado. Em esta forma podem
ser guardados indefinidamente.

Cortar as se¢des no micrétomo em 5 ou 7 micrometros, coletando as se¢cdes em lamina
com albumina (para favorecer aderéncia). Devem se guardar em estufa a 37°C minimo
um dia.

Desparafinizagdo e hidratagdo das secOes em a serie Xilol —dlcool, dexando cinco
minutos em cada solugdo: Xilol II, Xilol I, alcool-xilol, dlcool absoluto II, dlcool
absoluto I, alcool 95%, alcool 90%, alcool 80% e alcool70%.

Corar com Hematoxilina — Eosina para visualizar as células e seus componentes. Esta é
uma coloracdo padrdo na histologia animal que deixa os nucleos em azul e o
citoplasma em diferentes tonalidades de rosa.

Desidratacdo e montagem na serie dlcool-xilol deixando cinco minutos em cada
solucdo no seguinte ordem: dlcool absoluto I, dlcool absoluto II, dlcool-xilol, Xilol I e
Xilol II. Ao finalizar a série se montam as laminas colocando trés gotas de Entellan®
na laminula e pondo acima a lamina com a se¢do sem escorrer o Xilol II. Deve deixar-
se na estufa a 37°C minimo um dia, assim poderd ser guardada indefinidamente.
Andlises das laminas usando microscépio Otico patrdo, com aumentos de 40 e 100
vezes, seguindo os pardmetros propostas em Britto e Caetano (2005) para determinar

tipo de secrecdo e nivel de ativagdo da glandula.



