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RESUMO

Estudos referentes aos insetos sociais ganham cada vez mais espaco no cenario
cientifico e acabam por evidenciar a importancia econdbmica e ecolégica destes animais.
Dentre os Aculeata, as abelhas e vespas séo grupos que despertam bastante interesse devido a
forma de organizagdo social e pela potencialidade de seus venenos. As abelhas Apis mellifera
representam insetos de consideravel importancia econdémica tanto pelos produtos apicolas
fornecidos, como pela polinizacdo de inimeras espécies, sendo assim, fundamental para o
equilibrio dos ecossistemas. Os vespideos sdo conhecidos pelas formas de organizacéo das
colbnias e pelas relacbes estabelecidas entre estes individuos. Um aspecto em comum
presente tanto nas abelhas como nas vespas € a presenca de um aparelho de ferroar,
fundamental para a defesa destes insetos, onde 0 veneno desempenha destacavel papel em
diversas esferas, tais como, farmacologica, imunolégica, médica e ambiental. Por isto, a
compreensdo dos constituintes presentes nesta secrecao € essencia para o entendimento dos
seus mecanismos de aergenicidade. Compreender a organizacdo celular da estrutura
responsavel pela producéo desta substancia utilizada nos mecanismos de defesa e de atague
dos aculeados e entender a composicdo destes venenos, assim como Seus mecanismos de
acdo, se fazem extremamente indispensaveis para o0 avanco da ciéncia e para o
desenvolvimento de futuros trabalhos nesta area. Com base no exposto, ressalta-se a
relevancia em se estabelecer as caracteristicas definidoras da glandula de veneno de abelhas e
vespas, de modo a caracterizé-las e diferenci&las, complementando as informagdes ja
existentes sobre elas, e também sobre a glandula convoluta — estrutura presente no interior do
reservatorio de vespas. A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pdde-se concluir que
apesar de algumas alteragdes, as glandulas de veneno de abelhas Apis mellifera e das vespas
Polistes versicolor, Agelaia palipes palipes e Polybia paulista apresentam grande
similaridade no que diz respeito a organizagdo celular, sendo que ta semelhanca também
pbde ser observada nas glandulas convolutas das vespas. Além disso, observou-se que a
glandula convoluta contribui para a producéo final do veneno estocado no reservatorio.

Palavras-chave: Insetos sociais. Apidae. Vespidae. Glandula convoluta. Veneno.



ABSTRACT

Studies concerning the social insects gain more space in the scientific scenario and
evidence the economic and ecological importance of these animals. Among the Acul eata, bees
and wasps are groups that arouse considerable interest due to the form of social organization
and because the potentia of their venoms. Bees Apis mellifera represent insects of
considerable economic importance both for bee products supplied, as for pollinating many
species, being in this way, crucia to the balance of ecosystems. The wasps are known by the
forms of organization of the colonies and by the relations established between these
individuals. A common aspect present in both bees and wasps is the presence of a sting
apparatus, fundamental for the defense of these insects, where the venom plays an important
role in many aspects, such as pharmacological, immunological, medical and
environmental . Therefore, understanding the constituents present in this secretion is essential
for the understanding of their mechanisms of allergenicity. To comprehend the cellular
organization of the structure responsible for the production of this substance used in the
mechanisms of defense and attack of the aculeate and understand the composition of these
venoms, as well as their mechanisms of action, are extremely essential for the advancement of
science and the development of future works in this area. Based on the aforementioned, it
emphasizes the importance in establishing the defining characteristics of the venom gland of
bees and wasps, in order to characterize and distinguish them, complementing the existing
information about this structure and about the convoluted gland - the structure inside the
reservoir of wasps. From the results obtained in this study, it was concluded that despite some
changes, the venom glands of bees Apis mellifera and wasps Polistes versicolor, Agelaia
palipes palipes and Polybia paulista are very similar on its cellular organization, being that
such similarity could also be observed in the convoluted glands of wasps. Furthermore, it was
observed that the convoluted gland contributes to the final composition of the venom
produced and stored in the reservoir.

Keywords. Social insects. Apidae. Vespidae. Convoluted gland. Venom.
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1INTRODUCAO

Os insetos representam 4/5 do reino animal, desempenhando fungdes extremamente
importantes do ponto de vista ecoldgico, contribuindo para a manutencéo da estrutura da
maioria dos ecossistemas terrestres. Polinizacdo de plantas, dispersdo de sementes,
manutencdo da estrutura e fertilidade do solo, controle de populagbes de organismos e
ciclagem de nutrientes, sdo algumas das inUmeras atividades desempenhadas por eles
(DELONG, 1962; MORRIS et a., 1991).

Além disso, osinsetos chamam enormemente a atencdo de diversas culturas pelas suas
variedades de formas, tamanhos, cores, sons que produzem, formas de vida, e também pelas
epidemias disseminadas ao redor do mundo que acabaram por influenciar diretamente a
histéria da humanidade (HOGUE, 1987).

A histéria das civilizagdes foi grandemente influenciada e determinada pelos produtos
destes animais, como por exemplo, no comércio da seda no oriente (MEYER, 1999), e
também no comércio de tintas derivadas de cochonilhas no seculo XVIIlI (HOGUE, 1987).
Apesar de todo este destaque, os insetos ainda sdo insuficientemente investigados pelos
etnozodlogos (JARA, 1996).

Uma das classificagBes para os representantes da ordem dos himendpteros € aquela
baseada na histéria evolutiva dos individuos, separando estes insetos em: sociais e solitarios.
Como base para esta distincdo utilizam-se caracteristicas comportamentais, bioldgicas,
aspectos evolutivos, composi¢cdo dos venenos e aspectos do aparelho de ferréo, caracteristicas
estas responsaveis pela evolugdo da adaptacdo destas espécies (PALMA, 2006).

Os Scolioidea representam  0s  ancestrais mais  primitivos dos  himendpteros
possuidores de ferréo (Aculeatas), dando origem deste modo as trés grandes linhas evolutivas
destes insetos: vespas, abelhas e formigas (BARRAVIEIRA, 1994). De acordo com Manzolli
- Palma; Pama (1992), as espécies pertencentes aos himendpteros mais representativas no
Brasil sGo as abelhas do género Apis (Apis mellifera mellifera, A. m. ligustica, A. m.
caucasica, A. m. scutellata, A. m. carnica, aém dos hibridos africanizados) e do género
Bombus (B. atratus e B. morio), as vespas do género Polistes (P. simillimus, P. versicolor, P.
lanio lanio), do género Polybia (P. paulista, P. ignobilis) e do género Agelaia (Agelaia
pallipes pallipes), e as formigas do género Solenopsis, dentro do qual se encontra a espécie S
saevissima. As abelhas, de maneira geral, possuem uma importancia cultural bastante
significativa pela oferta de produtos utilizados para fins alimenticios, religiosos, cosméticos e

medicinais, tais como polen, prépolis, mel, geléia real, cera, e também pelo uso de pupas e
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larvas na alimentagcdo (COSTA-NETO, 1998, RODRIGUES, 2006). Além disto, sdo
fundamentais na &rea agricola por desempenharem importante papel na polinizagdo, sendo
assim essenciais para a perpetuacao de inUmeras espécies vegetais (GARY, 1992).

Estima-se que 84% de toda a producédo das espécies vegetais cultivadas na Europa
dependam diretamente da polinizagdo realizada pelos insetos, principalmente pelas abelhas
(WILLIANS, 1994). Além disso, 70% das 124 principais culturas existentes para 0 consumo
humano na Terra dependem enormemente dos polinizadores (KLEIN et al., 2007). Culturas
de hortalicas, Oleos vegetais e frutas, altamente dependentes da polinizacdo, possuem um
valor agregado considerado alto quando comparado aquelas ndo dependentes deste processo
(GALLAI et d., 2009).

O valor das 46 principais culturas polinizadas por insetos representou 39% do valor da
producdo mundial em 2005. Entretanto percebe-se que em cada regido, ha pelo menos uma
cultura que apresente elevado grau de vulnerabilidade quando se fada em perda de
polinizadores. Tais indices variam de 22% a 94% (GALLAI et al., 2009).

A abelha A. mdlifera, introduzida no Brasil em 1839, se tornou uma das mais
estudadas, possuindo grande importancia econdémica. Hoje o animal que temos é resultante de
um cruzamento entre Apis mellifera scutellata (originaria da Africa), Apis mellifera mellifera
(originéria do norte da Europa), Apis mellifera ligustica (origindria da Itdlia e norte da
lugodavia) e Apis mellifera iberica (provinda da Europa Ocidental) (RUTTNER, 1988).

Em condi¢des normais, uma colonia de A. mellifera contém uma fémea fértil (rainha),
numerosas fémeas estéreis (operarias) e machos (zangdes). Somente a rainha é capaz de
produzir ovos viaveis que, quando ndo fertilizados, ddo origem aos zangdes, aém de ovos
fertilizados, que originam as fémeas. A diferenciagdo das castas femininas se d& por meio de
uma alimentacdo diferencial, oferecida as larvas a partir do 3° dia de vida (FREE, 1980;
NOCELLI, 2003). As operarias sdo responsaveis pela realizagdo de atividades para a
manutencdo do ninho. Elas exercem preferencialmente uma determinada tarefa, de acordo
com a necessidade da col 6nia, idade e desenvolvimento glandular (FREE, 1980).

Os vespideos, também conhecidos como marimbondos, assm como as abelhas,
despertam também elevado interesse dos pesguisadores, devido a constituicdo de suas
coldnias que possuem diversos niveis de interacdo entre seus individuos, o que contribui ainda
mais para a importancia deste grupo de insetos no que se diz respeito ao estudo da evolucéo
do comportamento social (SPRADBERY, 1973).

A superfamilia Vespoidea possui subdivisdes, sendo uma delas, representada pela

familia Vespidae, que possui a totalidade dos casos conhecidos de eusociabilidade em vespas.
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Tal familia apresenta mais de 800 espécies eusociais, predadoras de larvas de Lepidoptera,
besouros, e outros animais (AKRE, 1982).

As vespas sociais sd0 essenciais nos estudos de ecologia, de comportamento e de
controle biolégico, principalmente pela estrutura de suas coldnias e pelo fato de representarem
um importante grupo de visitantes florais (SOUZA; PREZOTO, 2006).

Os vespideos do género Polistes sdo cosmopolitas, formando sociedades com um
baixo numero de individuos, subordinados a uma rainha, sendo que nestas sociedades o
desenvolvimento ovariano apresenta diferencas, ndo havendo diferenciacdo morfologica entre
as castas femininas. As interacfes fisicas de atague determinam a dominancia reprodutiva
(CHAUD NETTO; GOBBI; MALASPINA, 1994; SILVEIRA, 1990; SPRADBERY, 1973).
As vespas pertencentes a este género sdo fundamentais no controle biol6gico, pois predam
pragas agricolas (BACH, 1951). A espécie Polistes versicolor € um inseto bastante comum
em é&reas urbanas, estando presente desde a Costa Rica até o sul do Brasil e Argentina
(RICHARDS, 1978).

As vespas pertencentes a este género sdo consideradas chave para o entendimento da
evolucdo do aspecto da socididade (EVANS;, WEST-EBERHARD, 1970). As vespas
representantes da espécie P. versicolor sdo organizadas de acordo com as atividades
desenvolvidas como ovofagia, larvifagia e dominagdo fisica, onde uma fémea € considerada a
lider e as outras, subordinadas (GOBBI, 1977; PARDI, 1948).

Varios estudos revelam caracteristicas fundamentais do comportamento dos machos
de vespas do género Polistes, que desempenham fungdes essenciais na coldénia como:
manutencdo do ninho e cuidado com a cria (HUNT; NOONAN, 1979; MAKINO, 1983).
Pietrobon (2005) observou que em uma Unica col6nia ocorre a producdo ao mesmo tempo de
fémeas e machos, podendo-se observar a copula entre estes individuos considerados irmaos,
sendo que os machos e as fémeas desta espécie de vespa sdo bastante semelhantes, porém em
machos, as coxas, 0 mesoesterno e a face possuem uma coloragéo mais amarel ada.

Apdbs a primeira semana de vida, as vespas desta espécie iniciam suas atividades
rotineiras como forrageamento e construcdo do ninho. Os individuos mais velhos
normalmente cuidam das larvas, porém ndo ha aparente divisdo de trabalho seguido pelo
critério de idade (YOSHIKAWA, 1963). Nestes vespideos, a formacdo de uma nova colbnia
ocorre através de um padrdo solitério, onde a rainha realiza a construgéo de células novas e a
oviposicdo (CHAUD NETTO; GOBBI; MALASPINA, 1994; ROSS, MATTHEWS, 1991,
SILVEIRA, 1990).
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Como proposto por Cumber (1951) a diferenciacdo de individuos dominantes e
subordinados em Polistes e Mischocyttarus se da devido apenas as caracteristicas
comportamentais.

Estudos mostraram que as fémeas de P. versicolor geralmente possuem um tamanho
maior e ovarios mais desenvolvidos quando comparadas com outras vespas. Isto poderia ser
explicado pelo fato destas vespas neotropicais terem a possibilidade, a partir destas
caracteristicas, de fundarem novos ninhos logo em seguida a saida do ninho parental, ou
mesmo esperarem condicoes favoraveis (GOBBI; NOLL; PENNA, 2006).

Os individuos pertencentes aos géneros Polybia (Myrapetra) e Agelaia (Stelopolybia)
se caracterizam por apresentarem sociedades com milhares de individuos e possuirem
distribuicdo neotropical. Analisando-se as vespas do género Agelaia pode se notar diferencas
na anatomia de rainhas e operarias, sendo que em Polybia, tais diferencas ndo sdo téo
evidentes. Estes dois géneros pertencem a tribo dos Polybiini, formam enxames com
multiplas rainhas de fecundidade baixa se comparadas as fémeas férteis de Apis. Para estes
individuos, acredita-se que os feromonios sdo responsaveis pela realizacdo do mecanismo de
controle social (CHAUD NETTO; GOBBI; MALASPINA, 1994; ROSS, MATTHEWS,
1991; SILVEIRA, 1990; SPRADBERY, 1973).

Em relacdo ao nimero de espécies de vespas sociais, mais de quatrocentas j& foram
contabilizadas, sendo as brasileiras, tipicamente neotropicais, possuidoras de venenos
diferentes das vespas provindas de ambientes de clima temperado (CASTRO; PALMA, 2009;
REISMAN; MUELLER; WYPY CH, 1982).

Além da importancia ambiental, outra caracteristica marcante dos insetos sociais € a
imensa variedade de glandulas exdcrinas encontradas em abelhas, vespas, formigas e cupins.
Os himendpteros, dentre os grupos de invertebrados, representam as Unicas espécies
possuidoras de dispositivos inoculadores de veneno, que € produzido por uma glandula — a
glandula de veneno (NAKAJIMA, 1986).

As diversas ordens de insetos, principa mente as abelhas, vespas e formigas, acabaram
por desenvolver suas armas biologicas, como o aparelho de ferroar e 0 veneno com base nos
seus comportamentos e biologia (PALMA, 2006).

Um grande desafio para 0 homem € compreender como se deu o surgimento do
aparelho de ferroar nos himendpteros sociais. De acordo com alguns estudos, esta estrutura se
desenvolveu devido a pressdo advinda da predacéo realizada pelos vertebrados, ja que as

grandes colbnias tinham a capacidade de atrair os predadores, o que gudou a favorecer a
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eusocialidade caracteristica destes insetos. Kukut et al. (1989) acreditam que o ferrdo se
desenvolveu principalmente devido a pressao predatoria realizada pelas formigas.

De acordo com Snodgrass (1956) o aparelho de ferrdo dos Aculeata é dividido em
duas partes fundamentais, sendo a primeira formada por uma estrutura muscular e quitinosa
responsavel pelaintroducéo do ferrdo e liberacdo do veneno, e a segunda, constituida por uma
porcdo glandular, que sintetiza o veneno.

A glandula de veneno dos insetos, apesar das variagbes presentes em algumas
espécies, em geral é constituida por tubulos secretores conectados a um reservatorio. Em
Apinae, Adreninae e Bombinae, as glandulas de veneno sdo constituidas por dois tdbulos
cilindricos alongados que se fundem antes de se conectarem no reservatério. Em Vespinae,
Polistinae, e Eumeninae, estes tubulos sdo completamente separados. Nas subfamilias
Sphecinae, Phylantinae e Cabroninae eles apresentam agumas ramificagdes curtas,
constituidas por ramos grossos (KERR; LELLO, 1962; NASCIMENTO; CRUZ-LANDIM,
1997; SILVEIRA; CAETANO, 1993).

Estudos histologicos em alguns himenopteros revelam que a porcéo tubular da
glandula de veneno é composta essencialmente por células cilindricas e que o epitélio é
coberto internamente por cuticula (BRIDGES; OWEN, 1984; KERR; LELLO, 1962). As
células secretoras sdo caracterizadas pela presenca de nucleos grandes e esféricos, enquanto
que as células que formam os canaliculos (estruturas responsaveis por despejar a secrecéo
produzida no limen da glandula) apresentam nuicleos elipticos e menores que as demais
(OWEN; BRIDGES, 1976).

O inicio do ciclo secretor presente nas glandulas de veneno de A. mellifera se inicia
apo6s a emergéncia, atingindo o grau maximo de desenvolvimento no momento em que estes
insetos comecam a exercer afuncdo de defesa da colonia. A partir deste momento, as células
secretoras do epitélio desta glandula comegam a se degenerar, ja que apos o uso de ferréo,
este e 0 sétimo segmento presente no abdémen sofrem autotomia, resultando deste modo, na
morte da abelha (CRUZ-LANDIM; BALDISSERA; BEIG, 1967).

Duas camadas de células formam a glandula de veneno de A. mellifera, sendo a mais
interna, recoberta por cuticula, e a externa, formada por céulas glandulares, que através dos
canaliculos, despejam a secrecdo sintetizada, no lUmen da glandula (CRUZ-LANDIM, 2009).
O reservatério, onde 0 veneno é armazenado, possui parede formada por uma regido distal,
com células baixas e citoplasma basofilo; e uma regido proximal, com células ainda mais
baixas e achatadas (ABREU, 2000; CRUZ-LANDIM; KITAJMA, 1966). As céulas

secretoras presentes nesta glandula possuem nicleos grandes e esféricos, e as células que
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formam os canaliculos, apresentam nucleos de tamanho menores, e com forma €iptica
(OWEN; BRIDGES, 1976).

Analisando-se a glandula de veneno de vespas, observa-se que ela é constituida por
dois tubulos secretores livres ligados a um reservatério, sendo esta estrutura, bastante
semel hante & gléandula de veneno de formigas (MASCHIWITZ; KLOFT, 1971).

Dentro deste reservatorio, encontra-se uma estrutura suspensa denominada: glandula
convoluta (SCHOETERS; BILLEN, 1995), sendo esta estrutura, ausente nas abelhas sociais.
Com base ainda nos estudos destes mesmos autores (1998), esta estrutura € formada por um
tubulo Unico e enrolado que aparece como uma massa dentro do reservatorio.

De acordo com o trabaho de Britto; Caetano (2005), a glandula convoluta de vespas
P. versicolor é constituida por células com aspectos colunares e nucleos mais alongados, que
tendem a seguir os formatos das células em que estdo presentes. Além disto, estes autores
observaram também que a secre¢do sintetizada pela por¢do tubular da glandula de veneno,
pode ser modificada através dos componentes produzidos pela glandula convoluta presente no
reservatorio, o que foi confirmado pelos nossos resultados obtidos através das andlises de
microscopia de luz.

A glandula convoluta de Solenopsis saevissima (Hymenoptera: Formicidae) € uma
estrutura delicada e semitransparente presente dentro do reservatério de veneno. Nesta
espécie, a maioria das secrecOes é sintetizada diretamente pelas células do duto de veneno,
especialmente nagquel as presentes na zona intermediaria e na glandula convoluta (FOX et al.,
2010).

Um estudo desenvolvido por Ortiz; Camargo Mathias (2003) mostrou que a porcéo
filamentosa secretora externa das glandulas de veneno de Pachycondyla striata
(Hymenoptera: Formicidae) é composta por células cubicas, que mudam de forma a medida
gue o filamento se aproxima do reservatorio, mudanca esta que permite que tal estrutura se
insira em seu interior, passando a congtituir desta maneira, parte da chamada glandula
convoluta.

Com base no trabalho feito com Dinoponera australis (Hymenoptera: Formicidae)
mostrou-se que quatro tipos diferentes de células podem ser identificados na glandula
convoluta e na glandula de veneno: células epiteliais que revestem a parte cuticular da
glandula convoluta; células glandulares com aparatos terminais da porcdo tubular
incorporadas na glandula convoluta; células glandulares que secretam diretamente no interior
do reservatério de veneno; e células secretoras presentes no tubulo livre (SCHOETERS;
BILLEN, 1995).
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Cruz LoOpez, Morgan e Brand (1993) demonstraram que a presenca de material
elétron-denso nos espacos extracelulares dos aparatos terminais sugere que as células
secretoras da glandula convoluta sdo responsavels pela producdo de componentes lipofilicos,
gue foram demonstrados quimicamente nesta estrutura.

O estudo sobre estes insetos sociais e 0s venenos produzidos por estes, possuem uma
enorme importancia na area ecol 6gica, médica e econdmica. Estas pesguisas sdo fundamentais
na determinacdo de tratamentos relacionados as imunoterapias em pacientes sensiveis a estes
venenos, e também para a producéo de inseticidas naturais, 0 que tende a diminuir o impacto
ecol6gico (BONFANTI-ALMEIDA, 1994).

Os himendpteros sociais utilizam seus venenos como meio de defesa, causando danos
ao tecido da vitima, dor, alergia em alguns mamiferos e até mesmo a morte de alguns
organismos, além disso, pode ser utilizado como repelente para outros insetos (SCHMIDT,
1990). Estes venenos possuem em sua composicao diversos tipos de peptideos e proteinas,
sendo alguns responsavei s pelas respostas vasoativas. Porém, de acordo com Goddard (2003),
seriam necessarias aproximadamente 1500 ferroadas para causar a morte de um individuo
adulto com cercade 70 Kg.

A compreensdo da composi¢cdo dos venenos € bastante complexa e um desafio para
muitos pesquisadores. Além disso, os diagndsticos de alergia e processos de imunoterapia
podem ser dificultados por alguns fatores como, heterogeneidade dos alérgenos e degradacéo
de proteinas (NIEDERBERGER; VALENTA, 2004).

As reagOes aérgicas e sistémicas, as dores, edemas e eritemas resultantes dos
acidentes com as ferroadas de vespas, ocorrem devido a presenga, no veneno destes insetos,
de proteinas e peptideos biologicamente ativos (LORENZI, 2002). Além destes constituintes,
encontram-se nestes venenos também diversos tipos de aminas biogénicas (NAKAJIMA,
1986).

O veneno sintetizado pela glandula de veneno de abelhas A. mellifera é uma mistura
gue possui cerca de 50 componentes identificados, e que podem ser toxicos para inimeros
outros animais. Este veneno € incolor, solivel em agua e transparente (CRUZ-LANDIM,;
ABDALLA, 2002) e avo de estudos de muitas pesqguisas biogquimicas. Um trabalho publicado
por Santos e colaboradores (2013) revelam a produc&o do primeiro soro contra 0 veneno de
abelhas A. mellifera africanizadas, mostrando a ac8o desta nova substéncia na neutralizagéo

dos principais efeitos toxicos do veneno destes insetos.
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Um estudo desenvolvido por Lima, de Lima e Prezoto (2000) demonstrou a agdo
proteolitica da protease do veneno de A. mellifera, sugerindo assim, que esta enzima tem
como funcdo atuar no processo de maturacdo ou na atividade de outros componentes
encontrados no veneno. Determinar as estruturas e o funcionamento das moléculas que
constituem o veneno é de extrema importancia para o desenvolvimento de drogas e outras
aplicacdes (KYOGOKU et al., 2003).

O veneno de vespas € composto por substancias alérgenas que estimulam o sistema
imune a produzir anticorpos bastante especificos, 0 que causa assm o0 desencadeamento de
reacOes al érgicas a muitas pessoas. Deste modo, definir o potencial aergénico das proteinas é
fundamental e um dos maiores desafios da alergologia molecular (AALBERSE, 2000).

O veneno destes animais € uma mistura complexa de inUmeros componentes. As
aminas biologicamente ativas presentes neste veneno sao na maioria das vezes serotonina e
histamina, substancias estas, responsaveis pela producéo de dor, vasodilatagdo e também pelo
aumento da permeabilidade dos capilares sanguineos, o que tende a facilitar a penetracéo das
toxinas no tecido (BANKS; SHIPOLINI, 1986; OLIVEIRA et al., 1999).

A composicdo dos venenos é um desafio para inimeros pesquisadores, sendo que o
diagnodstico de aergia e os processos de imunoterapia acabam sendo dificultados por fatores
como degradacdo de proteinas e heterogeneidade dos alérgenos presentes nesta substancia
(NIEDERBERGER; VALENTA, 2004). Devido a agcdo sinérgica ou aditiva das diferentes
toxinas e enzimas encontradas nos venenos, estes exercem efeitos em quase todas as células
ou tecidos (TAVARES, 2005).

Entender os mecanismos de acdo dos venenos dos himenodpteros é uma tarefa bastante
desafiadora. Muitos estudos buscam compreender os processos que envolvem a protecdo das
células secretoras da glandula de veneno contra as toxinas prejudiciais presentes nesta
secrecdo. Estes trabalhos demonstraram que o veneno produzido por estes insetos é usado
para a defesa da colénia ou dos proprios individuos, quando estes estédo em situacfes de
perigo (PEIREN et al., 2008).

A partir do exposto, nota-se a importancia da compreensdo da organizacéo celular das
glandulas de veneno e das glandulas convolutas de modo a elucidar os mecanismos pelos
quais 0 veneno é produzido bem como a influéncia da secrecdo sintetizada pela glandula

convoluta, presente no interior do reservatorio de vespas, ha composi¢ao do mesmo.
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20BJETIVOS

Devido a importancia de se estabelecer as caracteristicas estruturais das glandulas de
veneno de abelhas e vespas, de modo a se realizar uma comparagdo entre elas, definindo
assim as particularidades presentes em cada espécie, se torna essencial um estudo mais
aprofundado da morfologia de tal estrutura, para que os seus constituintes sgjam identificados
e aproducéo de veneno seja mais bem compreendida.

Assim, o presente trabalho visou realizar uma analise histolégica e histoquimica das
glandulas de veneno de abelhas Apis mellifera africanizadas e de vespas Polistes versicolor,
Agelaia palipes palipes e Polybia paulista, bem como das glandulas convolutas presentes no

interior dos reservatorios das vespas de interesse.
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3MATERIAISE METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Material Biol6gico

Foram utilizados exemplares de abelhas A. mellifera africanizada coletados no apiério
do Departamento de Biologia - Instituto de Biociéncias - Universidade Estadual Paulista —
UNESP - campus de Rio Claro.

Os ninhos de vespas para a coleta de individuos das espécies P. versicolor, A. palipes
palipes e P. paulista, também foram obtidos na Universidade Estadual Paulista — UNESP -

campus de Rio Claro.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencdo dos animais

Para A. mellifera, favos limpos foram introduzidos em colméias em plena atividade
para que suas rainhas realizassem a postura e foram transferidos, 24 horas depois, para as
respectivas areas de recria, onde foram monitorados para obtencéo de adultos de operarias
com idadesde 7, 14, 21 e 28 dias.

A coleta das operarias de vespas foi feita a partir de ninhos naturais obtidos no

campus. Dessa forma, néo foi possivel monitorar as idades dos individuos coletados.

3.2.2 Microscopia de luz.

Apbs a coleta e anestesia (5 minutos no freezer) dos animais, as glandulas de veneno
foram dissecadas em solucéo salina para insetos (NaCl 7,5¢g/L, Na;HPO, 2,38g/L e KH,PO,
2,72g/L) e fixadas em paraformaldeido 4%, com excecdo apenas dos materiais que foram
corados com PAS e Sudan Black, que foram fixados respectivamente com Bouin aquoso e
Formol Ca?*. Os materiais, apds 24 horas de fixagdo, foram colocados em Tampao Fosfato de
Sodio por 30 minutos, desidratados com banhos de 30 minutos em solugdes com
concentragdes crescentes de alcool e entdo colocados em resina de embebicdo por trés dias.

Apés este procedimento os materiais foram incluidos em historesina
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Os cortes dos materiais foram realizados em micr6tomo Leica com espessura
aproximada de 4 um e colocados sobre I&minas histologicas. Apos isso, as glandulas de
veneno foram processadas sob diferentes coloragbes, descritas abaixo, analisadas e
fotografadas em fotomicroscépio Olympus BX51. As imagens foram obtidas através da
camera digital Olympus DP-71 e a aquisi¢do das imagens foi realizada com o software DP

Controller.

- Andlise morfologica - Hematoxilina e Eosina (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

Alguns cortes foram corados com Hematoxilina (10 minutos) e lavados em agua
corrente por 10 minutos. Posteriormente, foram submetidos a uma solugdo aquosa de Eosina

por 5 minutos e lavadas com &gua destilada.

- Detecgdo de &cidos nucléicos - Azul de Toluidina (MELLO; VIDAL, 1980).

Para a evidenciagéo dos acidos nuclécos o material foi corado com solucdo aquosa de

Azul de Toluidina1% e pH 9, O, por 10 minutos e lavado em &gua destilada.

- Detecgdo de proteinas - Azul de Mercurio de Bromofenol (PEARSE, 1960).

As laminas contendo as sec¢des das glandulas de veneno foram colocadas em solugéo
de Azul de Mercurio de Bromofenol durante 1 hora a temperatura ambiente, banhadas por 5

minutos em solugdo aquosa de acido acético 0,5% e lavadas em agua destilada.

- Deteccdo de DNA — Feulgen. (FEULGEN; ROSSENBECK, 1924) e contra—

coloragdo com o Fast - Green 1%.

As laminas foram colocadas em HCl por 45 minutos e posteriormente em agua
destilada por 5 minutos. Em seguida, foram submetidas ao Reativo de Schiff por 1 hora no
escuro e em agua sulfurosa por 1 minuto. As laminas foram ent&o lavadas em égua corrente
por 15 minutos e em seguida, os cortes foram contra-corados com Fast — Green 1%, por 30

segundos e lavados em agua destilada.
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- Deteccdo de polissacarideos - PAS (MCMANUS, 1946) e contra—coloragdo com o
Verde de Metila.

Para a evidenciacdo de polissacarideos, depois dos cortes serem fixados em Bouin
aguoso, as laminas foram colocadas em uma solucéo de &cido periddico 1%, por 5 minutos, e
lavadas em é&gua destilada. Em seguida, foram submetidas ao reagente de Schiff (fucsina
basica descorada pela perda de aldeido) por 1 hora e lavadas em agua corrente por 30
minutos. A seguir, os cortes foram contra-corados por 20 segundos com Verde de Metila e
lavados.

Em todos os procedimentos descritos acima, apds secagem, as laminas foram

montadas em balsamo do Canada.

- Deteccéo de lipideos - Sudan Black B (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

As laminas contendo os cortes das glandulas de veneno foram fixadas em Formol
Ca®*. O material foi desidratado e incluido conforme a técnica rotineira de inclusdo em
historesina Leica, descrita acima. Para a evidenciagdo de lipidios, os cortes, depois de lavados
em acool 70%, foram corados por 15 minutos em Sudan Black e de 2 a 4 minutos em
vermelho neutro.

Todas as |aminas foram montadas em Gelatina Glicerinada apos compl eta secagem.



19

4 RESULTADOS

As glandulas de veneno de abelhas e vespas possuem caracteristicas estruturais em
comum, consistindo de um tubulo secretor fino que desemboca em um reservatorio;
entretanto, analisando-se esta glandula em abelhas A. mellifera africanizada e em vespas P.
versicolor, A. palipes palipes e P. paulista puderam-se encontrar algumas variagoes
morfol bgicas entre estas espécies.

A glandula de veneno de abelhas Apis mellifera africanizada, a partir da anadise
realizada de acordo com as idades dos individuos, apresenta caracteristicas diferenciadas, de
modo que, 0 avanco do ciclo secretor implica em alteragdes na morfologia de tal estrutura.
Depois de realizadas as técnicas morfologicas e histoquimicas, concluiu-se que em abelhas o
epitélio da glandula de veneno tem sua espessura diminuida com o avanco do ciclo secretor, 0
que fica bastante evidente através da comparacdo entre as idades de 7, 14, 21 e 28 dias das
abelhas utilizadas no trabalho. Nas idades mais avangadas o epitélio se torna mais estreito e
degenerado (Figuras 1D, 5D, 9D, 13D, 17D e 21D).

Com o0 avancar da idade nota-se que os nucleos sofrem mudangas, aparecendo com
formato mais irregular e picnoéticos, com cromatina mais esparsa, dém da presenca de
vacuolizagbes no citoplasma (Figuras 5C e 5D). Pode-se notar também a presenca de uma
maior quantidade de nucléolos no nucleo de A. mellifera com idades de 7 e 14 dias, o que
pode sugerir uma maior atividade de sintese do veneno nestas idades quando comparadas com
as demais (Figuras 5A e 5B). A quantidade de secrecdo liberada no IUmen aparece em menor
guantidade nas idades mais avancadas (Figuras 1A e 1B), sendo quase ausente nas abelhas
com idades de 28 dias (Figura 1D), caracteristica esta, bastante evidente nos cortes corados
com Hematoxilina e Eosina.

Dois tipos de células foram encontrados no epitélio da glandula de veneno de A.
mellifera e nas trés espécies de vespas. As células secretoras, presentes na por¢do mais
externa da glandula com nucleos maiores, e as células da camada interna, possuindo nucleos
menores e onde esta presente a cuticula que reveste a luz da glandula (Figuras 1A, 2A, 3A e
8A).

Analisando as glandulas de veneno de vespas e comparando-as com as de abelhas,
observou-se que a camada cuticular que reveste o limen da glandula é mais espessa em A.
mellifera (Figuras 5A, 5C e 5D). Os canaliculos, estruturas responsaveis por despejar o
veneno no lumen da glandula, sGo maiores e mais evidenciados em P. versicolor, aparecendo

mais proeminentes e em maior nimero, quando comparados com as demais espécies (Figuras
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6B, 10B e 18B). Outra caracteristica observada tanto em A. mellifera africanizada, como nas
vespas, foi a presenca de vesiculas de secregdo no epitélio das glandulas (Figuras 1A, 3B, 4B,
8A e22A).

No interior do reservatorio de vespas esta presente uma estrutura tubular denominada
glandula convoluta. Analisando esta estrutura em P. versicolor, A. palipes palipes e P.
paulista foi possivel notar a predominancia de células colunares sendo que alguns nicleos
apresentaram formato mais alongado, seguindo deste modo, a forma da célula (Figuras 14C e
16C). Observando a glandula convoluta nas por¢es mais proximas ao [imen do reservatorio,
notamos a presenca de secregdo, que de acordo com a posi¢do e aparéncia, parece estar sendo
eliminada para a luz, contribuindo deste modo, para a producdo do veneno que é estocado no
reservatorio (Figuras 2D, 6D, 8D, 10D, 14D, 18C, 19D e 20D).

A técnica utilizada Hematoxilina e Eosina, objetiva identificar as partes basofilas e
aciddfilas da estrutura estudada. Nas glandulas de veneno de A. mellifera, os nulcleos das
células secretoras e das células da camada interna da glandula foram corados de roxo através
da hematoxilina e aparecem bastante evidenciados, principa mente nas idades de 7 e 14 dias,
idades estas de intensa atividade de sintese. Pode-se observar também que a secrecéo
preenchendo o lUmen nestas idades, aparece com uma coloragdo mais rosada, sendo corada
deste modo, pela eosina, podendo-se confirmar que esta secrecdo apresenta carater basico
(Figuras 1A e 1B). Nas vespas, os nucleos das células das glandulas de veneno apresentaram
coloracdo arroxeada e praticamente nenhuma secrecéo pdde ser visualizada no |lUmen da
glandula (Figuras 2B, 3B e 4B). Nas glandulas convolutas, a secrecdo produzida apareceu
mais escura, sugerindo assim, que ela € mais &cida do que a secre¢cdo encontrada na luz da
glandula de veneno (Figuras 2D e 4D). Pode-se dizer também que a membrana basal aparece
mai's claramente definida nas fotomicrografias de P. paulista (Figura4B).

Com base no material corado com Azul de Toluidina, que objetiva identificar
estruturas écidas, principalmente &cidos nuclécos, uma das principais caracteristicas a serem
notadas, é a marcante presenca da camada de cuticula recobrindo o [imen da glandula de
veneno de A. mellifera africanizada (Figura 5). Nas vespas, os canaliculos foram bastante
corados, especiamente em P. versicolor (Figura 6B), e as vesiculas de secrecéo se tornaram
bastante evidentes em P. paulista (Figura8A), asssm como em A. mellifera.

Novamente, assim como descrito para a coloragdo de Azul de Toluidina, através da
técnica de Azul de Bromofenol, especifica para proteinas, podemos notar que a cuticulaem A.

mellifera africanizada é bem mais aparente do que em vespas (Figura 9A). Além disso, pbde-
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se notar nesta espécie, coloracdo mais evidente nos nucleos nas idades de 7 e 14 dias e na
secrecdo sintetizada (Figura 9).

Nas vespas, os canaliculos apresentaram reacéo positiva para esta técnica. O epitélio
das glandulas convolutas de A. palipes palipes e de P. paulista foram muito mais fortemente
coradas pelo Azul de Bromofenol, aparecendo mais escuro que o epitélio das glandulas de
veneno (Figuras 11C, 11D, 12C e 12D). Nas glandulas convolutas de P. versicolor, as
porcdes apicais das células foram coradas, indicando claramente a presenca de secrecéo nestas
regides (Figuras 10C e 10D).

Para a reacéo de Feulgen, houve evidenciagcdo dos nucleos das células das glandulas de
veneno de abelhas e vespas. Atentando para a glandula convoluta, verificamos que os nucleos
das células de P. versicolor e A. palipes palipes apresentaram formatos mais bem definidos
(Figuras 14D e 15D) enquanto que em P. paulista, os nucleos exibiram uma forma mais
alongada (Figura 16D).

Interpretando os dados obtidos através da técnica de PAS, utilizada para destacar a
presenca de polissacarideos, observa-se que os canaliculos e a camada de cuticula
apresentaram bastante destaque nas glandulas de veneno de A. mellifera e de P. versicolor
(Figuras 17A e 18A). Em relagdo as glandulas convolutas, evidenciou-se também a presenca
de secrecé@o em porcdes proximas ao lUmen do reservatorio, sendo que em todas as espécies, a
secregdo apresentou reacao positiva para esta técnica (Figuras 18D, 19D e 20D).

Através da andlise das fotomicrografias da técnica de Sudan Black (especifica para
lipideos), pode-se observar em A. mellifera, a presenca de lipideos aderidos a superficie das
células (Figura 21B) e também no epitélio da glandula de veneno de P. versicolor (Figura
22A). Além disso, verificaram-se também vesiculas de secrecdo nas glandulas de veneno de
vespas P. versicolor e P. paulista (Figuras 22A e 24A). Com base nas analises da glandula
convoluta das vespas, porcdes escuras foram visualizadas quando comparadas com a secrecéo
presente ao redor desta estrutura. Assim, nds concluimos que ha granulos de lipideos no
epitélio da glandula convoluta destas vespas. Em A. palipes palipes, € evidente a presenca
destes lipideos nas porcdes apicais das células, proximas a luz (Figura 23D), indicando

também que eles fazem parte da constitui¢éo do veneno.
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Figura 1 - Glandula de veneno de Apis mellifera africanizada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol6gicos da glandula de veneno de Apis mellifera africanizada corados com Hematoxilina e
Eosina para a evidenciacdo de estruturas acidas e basicas. (A): Glandula de veneno de Apis mellifera
com 7 dias. (B): Glandula de veneno de Apis mellifera com 14 dias. (C): Glandula de veneno de Apis
mellifera com 21 dias. (D): Glandula de veneno de Apis mellifera com 28 dias. N - nucleo da cdula
secretora; n - nlcleo da camada interna; ¢ — cuticula; L — lUumen; ep — epitélio; mb — membrana basal; vs
- vesicula de secrecéo.
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Figura 2 - Glandula de veneno e glandula convol uta de Polistes versicolor.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histolégicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polistes versicolor corados com
Hematoxilina e Eosina para a evidenciacéo de estruturas &cidas e basicas. (A) e (B): Glandula de veneno
de Polistes versicolor. (C) e (D): Glandula convoluta de Polistes versicolor. N - nucleo da célula
secretora; n - nucleo da camada interna; ¢ — cuticula; ca - canaliculo; L — lumen; ep — epitélio; mb —
membrana basal; gc — glandula convoluta; m - camada muscular do reservatério; s - secrecéo.
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Figura 3 — Glandula de veneno e glandula convoluta de Agelaia palipes palipes.
. s ——.F:u;.::", T _."' .‘.,. y = —

B -
Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol6gicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Agelaia palipes palipes corados
com Hematoxilina e Eosina para a evidenciagdo de estruturas acidas e bésicas. (A) e (B): Glandula de
veneno de Agelaia palipes palipes. (C) e (D): Glandula convoluta de Agelaia palipes palipes. N - niicleo
da célula secretora; n - nlcleo da camada interna; ¢ — cuticula; L —Gmen; ep — epitélio; mb — membrana
basal; gc — glandula convoluta; m - camada muscular do reservatorio; s - secregao.
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Figura 4 — Glandula de veneno e glandula convoluta de Polybia paulista.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histoldgicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polybia paulista corados com
Hematoxilina e Eosina para a evidenciacéo de estruturas &cidas e basicas. (A) e (B): Glandula de veneno
de Polybia paulista. (C) e (D): Glandula convoluta de Polybia paulista. N - nlcleo da célula secretora; ¢
— cuticula; ca - canaliculo; L —Iumen; ep — epitélio; mb — membrana basal; gc — glandula convoluta; m -
camada muscular do reservatorio; vs — vesicula de secregao; s — secrecéo.
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Figura5 - Glandula de veneno de Apis mellifera africanizada.

A

A

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol 6gicos da glandula de veneno de Apis mellifera africani zada corados com Azul de Toluidina
para a evidenciagdo de acidos nucléicos. (A): Glandula de veneno de Apis mellifera com 7 dias. (B):
Glandula de veneno de Apis mellifera com 14 dias. (C): Glandula de veneno de Apis mellifera com 21
dias. (D): Glandula de veneno de Apis mellifera com 28 dias. N - nlcleo da célula secretora; n - nlcleo
da camada interna; ¢ — cuticula; L — lGmen; at — aparato terminal; ep — epitélio; mb — membrana basal;
va—vacuolo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histolégicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polistes versicolor corados com
Azul de Toluidina para a evidenciaco de écidos nucléicos. (A) e (B): Glandula de veneno de Polistes
versicolor. (C) e (D): Glandula convoluta de Polistes versicolor. N - nGcleo da célula secretora; n -
nucleo da camada interna; ¢ — cuticula; ca- canaliculo; L — IGmen; ep — epitélio; mb — membrana basal;
gc — glandula convoluta; s - secrecéo.
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Figura 7 - Glandula de veneno e glandula convol uta de Agelaia palipes palipes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histoldgicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Agelaia palipes palipes corados
com Azul de Toluidina para a evidenciagdo de &cidos nucléicos. (A) e (B): Glandula de veneno de
Agelaia palipes palipes. (C) e (D): Glandula convoluta de Agelaia palipes palipes. N - nlcleo da célula
secretora; n - nlcleo da camada interna; ¢ — cuticula; ca - canaliculo; L — lumen; ep — epitélio; mb —
membrana basal; gc — glandula convoluta.
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Figura 8 - Glandula de veneno e glandula convol uta de Polybia paulista.

i - 3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histoldgicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polybia paulista corados com
Azul de Toluidina para a evidenciacdo de &cidos nucléicos. (A) e (B): Glandula de veneno de Polybia
paulista. (C) e (D): Glandula convoluta de Polybia paulista. N - nicleo da célula secretora; n - nlicleo da
camada interna; ¢ — cuticula; ca- canaliculo; L — lumen; ep — epitélio; mb — membrana basal; gc —
glandula convoluta; vs — vesicula de secrecao; s - secregao.



30

Figura 9 - Glandula de veneno de Apis mellifera africanizada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histolégicos da glandula de veneno de Apis mellifera africanizada corados com Azul de
Bromofenol para a evidenciacdo de proteinas. (A): Glandula de veneno de Apis mellifera com 7 dias.
(B): Glandula de veneno de Apis mellifera com 14 dias. (C): Glandula de veneno de Apis mellifera com
21 dias. (D): Glandula de veneno de Apis mellifera com 28 dias. N - nucleo da céula secretora; ¢ —
cuticula; ca- canaliculo; L — lumen; ep — epitélio; mb — membrana basal.
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Figura 10 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Polistes versicolor.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol6gicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polistes versicolor corados com
Azul de Bromofenol para a evidenciagdo de proteinas. (A) e (B): Glandula de veneno de Poalistes
versicolor. (C) e (D): Glandula convoluta de Polistes versicolor. N - nlcleo da célula secretorg; n -
nucleo da camada interna; ¢ — cuticula; ca - canaiculo; L — lUmen; ep — epitéio; mb — membrana basal;
gc — glandula convoluta; m - camada muscular do reservatorio; s - secrecao.
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Figura 11 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Agelaia palipes palipes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histoldgicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Agelaia palipes palipes corados
com Azul de Bromofenol para a evidenciagdo de proteinas. (A) e (B): Glandula de veneno de Agelaia
palipes palipes. (C) e (D): Glandula convoluta de Agelaia palipes palipes. N - nicleo da célula
secretora; n - nlcleo da camada interna; ¢ — cuticula; L — [amen; ep — epitélio; mb — membrana basal; gc
— glandula convoluta; m — camada muscular do reservatorio; s - secrecéo.
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Figura 12 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Polybia paulista.

A B

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histoldgicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polybia paulista corados com
Azul de Bromofenol para a evidenciagdo de proteinas. (A) e (B): Glandula de veneno de Polybia
paulista. (C) e (D): Glandula convoluta de Polybia paulista. N - ncleo da célula secretora; ¢ — cuticula;
ca - candliculo; L — lumen; ep — epitélio; mb — membrana basal; gc — glandula convoluta; m - camada
muscular do reservatorio.



Figura 13 - Glandula de veneno de Apis mellifera africanizada.

A B

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histolégicos da glandula de veneno de Apis mellifera africanizada submetidos a técnica de
Feulgen para a evidenciacdo de DNA. (A): Glandula de veneno de Apis mellifera com 7 dias. (B):
Glandula de veneno de Apis mellifera com 14 dias. (C): Glandula de veneno de Apis mellifera com 21
dias. (D): Glandula de veneno de Apis mellifera com 28 dias. N - nlcleo da célula secretora; n - nicleo
da camadainterna; c — cuticula; L —lGmen; ep — epitélio.
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Figura 14 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Polistes versicolor.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol6gicos da glandula de veneno e da gléndula convoluta de Polistes versicolor submetidos a
técnica de Feulgen para a evidenciagdo de DNA. (A) e (B): Glandula de veneno de Polistes versicolor.
(C) e (D): Glandula convoluta de Polistes versicolor. N - nlcleo da célula secretora; L — [imen; ep —
epitélio; gc — glandula convoluta; m - camada muscular do reservatorio; s — secrecdo; seta — nucleo
(detalhe para 0 aspecto mais alongado do nicleo, seguindo o formato da célula).
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Figura 15 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Agelaia palipes palipes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histolégicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Agelaia palipes palipes
submetidos a técnica de Feulgen paraa evidenciagdo de DNA. (A) e (B): Glandula de veneno de Agelaia
palipes palipes. (C) e (D): Glandula convoluta de Agelaia palipes palipes. N - nucleo da célula
secretora; n — nlcleo da camada interna; ep — epitélio; ¢ — cuticula; gc — glandula convoluta; m - camada
muscular do reservatorio; s— secregéo.
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Figura 16 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Polybia paulista.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol6gicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polybia paulista submetidos a
técnica de Feulgen para a evidenciacéo de DNA. (A) e (B): Glandula de veneno de Polybia paulista. (C)
e (D): Glandula convolutade Polybia paulista. N - ntcleo da célula secretora; L — lUmen; ep — epitdio; ¢
— cuticula; mb — membrana basal; gc — glandula convoluta; s — secrecéo.
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Figura 17 - Glandula de veneno de Apis mellifera africanizada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol6gicos da glandula de veneno de Apis mellifera africanizada submetidos a técnica de PAS
para a evidenciacdo de polissacarideos. (A): Glandula de veneno de Apis mellifera com 7 dias. (B):
Glandula de veneno de Apis mellifera com 14 dias. (C): Glandula de veneno de Apis mellifera com 21
dias. (D): Glandula de veneno de Apis mellifera com 28 dias. N - nlcleo da célula secretora; ¢ —
cuticula; ca- canaliculo; L — lumen; ep — epitélio; mb — membrana basal.
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Figura 18 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Polistes versicolor.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol6gicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polistes versicolor submetidos a
técnica de PAS para a evidenciacdo de polissacarideos. (A) e (B): Glandula de veneno de Polistes
versicolor. (C) e (D): Glandula convoluta de Polistes versicolor. N - nucleo da célula secretora; ¢ —
cuticula; ca- canaliculo; L — lumen; ep — epitélio; mb — membrana basal; s — secrecéo.



Figura 19 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Agelaia palipes palipes.

B

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histolégicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Agelaia palipes palipes
submetidos a técnica de PAS para a evidenciagdo de polissacarideos. (A) e (B): Glandula de veneno de
Agelaia palipes palipes. (C) e (D): Glandula convoluta de Agelaia palipes palipes. N — niicleo da célula
secretora; L — lumen; ep — epitélio; mb — membrana basal; m - camada muscular do reservatorio; s —
secregéo.
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Figura 20 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Polybia paulista.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol6gicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polybia paulista submetidos a
técnica de PAS para a evidenciacdo de polissacarideos. (A) e (B): Glandula de veneno de Polybia
paulista. (C) e (D): Glandula convoluta de Polybia paulista. N — ntcleo da célula secretora; ¢ — cuticula;
L — lumen; ep — epitélio; mb — membrana basal; at — aparato terminal; gc — glandula convoluta; m -
camada muscular do reservatorio; s — secrecao.
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Figura 21 - Glandula de veneno de Apis mellifera africanizada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histoldgicos da glandula de veneno de Apis mellifera africanizada submetidos a técnica de Sudan
Black para a evidenciacdo de lipideos. (A): Glandula de veneno de Apis mellifera com 7 dias. (B):
Glandula de veneno de Apis mellifera com 14 dias. (C): Glandula de veneno de Apis mellifera com 21
dias. (D): Glandula de veneno de Apis mellifera com 28 dias. N - nlcleo da célula secretora; ¢ —
cuticula; L — limen; ep — epitélio; ei — espaco intercelular; mb — membrana basal; Ip — lipideo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol6gicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polistes versicolor submetidos a
técnica de Sudan Black para a evidenciagdo de lipideos. (A) e (B): Glandula de veneno de Polistes
versicolor. (C) e (D): Glandula convoluta de Polistes versicolor. mb — membrana basal; ep — epitélio; ¢
— cuticula; L — lumen; vs — vesicula de secregdo; N — nlcleo da célula secretora; gc — glandula
convoluta, m — camada muscular do reservatorio; s— secregao; Ip — lipideo.



Figura 23 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Agelaia palipes palipes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histolégicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Agelaia palipes palipes
submetidos a técnica de Sudan Black para a evidenciagdo de lipideos. (A) e (B): Glandula de veneno de
Agelaia palipes palipes. (C) e (D): Glandula convoluta de Agelaia palipes palipes. N — nicleo da célula
secretora; mb — membrana basal; ep — epitélio; L — lumen; gc — glandula convoluta, m — camada
muscular do reservatorio; s— secrecao; |p — lipideo.



Figura 24 - Glandula de veneno e glandula convoluta de Polybia paulista.

& e i

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cortes histol6gicos da glandula de veneno e da glandula convoluta de Polybia paulista submetidos a
técnica de Sudan Black para a evidenciagdo de lipideos. (A) e (B): Glandula de veneno de Polybia
paulista. (C) e (D): Glandula convoluta de Polybia paulista. mb — membrana basal; ep — epitélio; L —
Iimen; vs — vesicula de secregado; gc — glandula convoluta; Ip — lipideo.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou algumas variacbes morfol dgicas da glandula de veneno
em A.mellifera decorrentes do avango das idades e por consegquéncia do ciclo secretor destes
insetos. De acordo com alguns trabalhos, estas glandulas exdécrinas possuem uma fase de
atividade e outra de regressdo, sendo que a glandula de veneno em abelhas inicia seu ciclo
logo apds a emergéncia, atingindo seu nivel maximo por volta do 16° dia, fase destinada a
defesa da colonia. A partir desta fase, o epitélio da glandula comega a sofrer com 0 processo
de degeneracdo (NOCELLI, 2002; NOCELLI, 2003; ROAT, 2004).

A fase de maior atividade de sintese nas abelhas A. mellifera se da por volta da idade
de 14 dias. Depois deste periodo a cromatina apresenta-se mais condensada, ja que os nucleos
daregido proximal aparecem metacrométicos (ABREU, 2000). Alguns pesquisadores indicam
que este processo € caracterizado pela diminuicdo na atura das céulas, no aumento da
corabilidade dos nucleos, pela desintegracdo do citoplasma e pela vacuolizacdo (ABREU,
2000; CRUZ-LANDIM; BALDISSERA; BEIG, 1967).

Deste modo, as ateracdes encontradas na glandula de veneno de A. mellifera como:
diminuicdo da espessura do epitélio, alteracdo do formato dos nlcleos, que se tornaram
irregulares e picnoticos, maior quantidade de secregdo presente no limen das glandulas de
veneno em abelhas com idades de 7 e 14 dias, e mudangas no citoplasma tais como
vacuolizagdes, confirmam assim, os resultados esperados por estes trabal hos pré-existentes.

De acordo com Cruz-Landim (2009), este ciclo que aparece nas glandulas de veneno
de A. mellifera, varia ndo apenas com a idade dos individuos, mas também com a época do
ano. Na fase de secre¢do, as operédrias possuem suas células glandulares bastfilas e altas,
enquanto que apds 0 momento em gue a secrecdo comega a ser liberada para o lumen da
glandula de veneno, estas células vao se tornando cubicas, menores e ndo tao basdfilas.

O epitélio da glandula de veneno é formado basicamente por duas camadas de células.
A mais externa é composta por células pertencentes a classe |1l (NOIROT; QUENNEDEY,
1974), formando uma organizacdo pseudo-epitelial. Ja a camada mais interna € composta por
células baixas, sendo revestida na face que recobre o limen da glandula, por uma camada
cuticular (CRUZ-LANDIM, 2009). Nesta camada de cuticula, sdo encontrados os canaliculos,
estruturas responsaveis por despejar a secre¢do produzida pela glandula na luz, para posterior
armazenamento no reservatorio. Estes canaliculos terminam em uma regido possuidora de
muitas microvilosidades, chamada de aparato terminal (BRIDGES, OWEN, 1984; CRUZ-
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LANDIM; KITAJIMA, 1966). Tais canaliculos foram visualizados no atual estudo, sendo que
em alguns casos, 0s aparatos terminais foram identificados.

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, podemos confirmar esta
organizacao estrutural proposta por estes autores, ja que as células secretoras, bem como seus
nucleos ficaram bastante evidenciadas nas fotomicrografias obtidas. A camada intima também
pbde ser observada, e a cuticula se destacou principalmente nas glandulas de veneno de A.
mellifera africanizada, onde apareceu de forma bastante real cada.

A gléndula de veneno é conhecida também por uma outra designacdo: a de glandula
acida. Entretanto, um estudo realizado por Lello (1968), revelou que ao medir o pH da
secrecdo da glandula de veneno de A. mellifera através do papel de Tornassol, o resultado
encontrado seria de um pH entre 7 e 8, referindo-se assim, a uma substancia béasica, diferindo
deste modo, do resultado esperado da denominagdo desta estrutura.

As céulas secretoras da glandula de veneno podem estocar a secre¢do produzida sob a
forma de vesiculas/esferas hialinas ou granulos densos. Assim, esta secrecéo seria responsavel
por determinar a caracteristica basica do citoplasma. Além disto, a grande quantidade de RNA
presente nesta estrutura contribui para este carater basofilico da célula (CRUZ-LANDIM;
BALDISSERA; BEIG, 1967).

Nossos resultados condizem com esta afirmagéo ja que através da andlise da glandula
de veneno de abelhas e vespas coradas com Hematoxilina e Eosina, constatou-se que esta
glandula apresenta real mente caracteristica basica, bem como a secrecéo encontrada no seu
[imen, sendo assim corada pela eosing, responsavel pela coloragéo rosada.

O veneno dos himendpteros aculeados € uma mistura complexa de aminas biogénicas,
enzimas e polipeptideos (BANKS; SHIPOLINI, 1986; NAKAJIMA, 1986; NOCELLI, 2002;
NOCELLI, 2003; OLIVEIRA et al., 1999). Entre os constituintes dos venenos de abelhas A.
mellifera estéo os carboidratos, os aminoéacidos livres e os lipideos, porém de acordo com
Banks; Shipolini (1986), estes componentes sdo na verdade provenientes da hemolinfa. O
atual estudo confirmou também, a presenca de lipideos nas glandulas de veneno de A.
mellifera.

A organizacao epitelial em duas camadas de células, a cuticula recobrindo o limen da
glandula e os canaliculos puderam também ser visualizados nas glandulas de veneno das trés
espécies de vespas estudadas neste trabalho, demonstrando desta forma, a grande similaridade
desta estrutura entre as vespas e também em relacdo a A. mellifera.

Nossos resultados também mostraram que a secrecdo produzida pela glandula

convoluta, em vespas, é aparentemente mais &cida do que a secregcdo presente no lUmen da
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glandula de veneno, sendo esta, uma indicagdo da contribui¢do da glandula convoluta para a
composicdo fina deste composto. Em abelhas isso também foi observado: de acordo com
Abreu (2000), a secrecéo contida no reservatorio apresenta de fato um caréter béasico, porém,
ao ser eliminada no momento da ferroada, esta caracteristica sofre uma alteracéo, passando
assim a apresentar aspecto &cido. Com base ainda neste trabalho, esta mudanca ocorrida na
secrecdo é devido a contribuicdo de uma estrutura presente na parede dorsal do reservatorio
para a producéo do veneno. Com base neste proposto, estudos indicam gque o veneno de A.
mellifera pode ser ativado através de enzimas que sdo produzidas no interior do reservatorio
(RATCLIFFE; KING, 1969).

Este estudo mostrou que as vesiculas de secregdo, assm como descrito em abelhas,
sdo também visualizadas no epitélio da glandula de veneno de vespas, principalmente em P.
versicolor e em P. paulista. Além disso, as glandulas de veneno destas espécies, apds serem
submetidas as técnicas descritas neste trabalho também apresentaram caracteristica basica,
guando comparadas a glandula convoluta.

Através da técnica de Azul de Bromofenol, pudemos notar a presenca de proteinas na
glandula de veneno e nos canaliculos de P. versicolor, A. palipes palipes e P. paulista.
Analisando as fotomicrografias resultantes da reacdo de PAS, pdde-se notar que as glandulas
convolutas destas trés espécies foram coradas, sendo bastante notéria a presenca de
polissacarideos na secrecdo sintetizada e estocada no reservatorio, corroborando desta forma,
os resultados obtidos por Britto e Caetano (2005), que também visualizaram na glandula de
veneno de P. versicolor, reac8o positiva para proteinas, que foram encontradas no citoplasma
sob a forma de vesiculas homogeneamente distribuidas; e reacdo positiva para PAS na
glandula convoluta.

Nossos resultados confirmam também os obtidos por esses mesmos autores, no que
diz respeito ao formato das células da glandula convoluta, que possuem um aspecto colunar,
com nucleos mais alongados, que tendem a seguir o formato da célula em que esta presente.
De acordo com eles, aface apical destas células € voltada para o IUmen do reservatério, regido
esta, onde se encontra um acumulo de secrecéo.

Ja analisando-se os resultados obtidos através das técnicas do Sudan Black, podemos
observar porgdes de lipideos na glandula convoluta de vespas, principalmente nas partes
apicais das células e na secrecdo encontrada no interior do limen do reservatério, o que
reforca os resultados de Britto; Caetano (2005). Abreu (2000); Oliveiraet a. (1999) propdem
gue os lipideos poderiam ter como funcéo tornar ativa a conformacéo das proteinas. Deste

modo, guando o veneno € injetado no tecido, estes lipideos interagiriam com as camadas
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fosfolipidicas da membrana plasmética, facilitando assim, o transporte das toxinas para o
meio intracelular.

Com base em um trabalho readlizado por KABARA; FISCHER (1969) apud
MOHAMED et al. (1983) os lipideos presentes no veneno de animais tem como funcéo
principal, facilitar a distribuicdo de toxinas no corpo e a penetragdo de peptideos toxicos nas
células. Outros pesquisadores ainda comprovaram que a presenca de lipideos potencializa a
letalidade dos venenos de alguns animais (MARIE; IBRAHIM, 1976).

Assim como proposto para P. versicolor (BRITTO; CAETANO, 2005), em A. palipes
palipes e P. paulista a secrecéo sintetizada pela por¢do tubular da glandula de veneno pode
ser modificada através dos componentes produzidos pela glandula convoluta presente no
reservatorio. A composi¢céo e os formatos adquiridos por esta secrecdo sugerem gue elas estéo
sendo eliminadas da glandula convoluta em direcdo ao lUmen do reservatério. Deste modo,
com base no exposto neste trabalho e também em estudos pré-existentes nds concluimos que a

glandula convoluta contribui para a produgdo do veneno.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir da andlise das glandulas de veneno de abelhas A.
mellifera africanizada e vespas P. versicolor, A. palipes palipes e P. paulista nos permitiram
concluir que apesar de algumas variaghes, a organizagdo celular e as caracteristicas
histoquimicas desta estrutura, de maneira geral, seguem um padrdo bastante semelhante. Tal
similaridade também p6de ser visualizada nas glandulas convolutas das vespas analisadas
neste estudo. Além disso, o presente trabalho demostra que os componentes produzidos pela
glandula convoluta modificam a secregdo sintetizada pela porcéo tubular da glandula de
veneno. Estes resultados sugerem, deste modo, a importancia em se estabelecer as
caracteristicas morfologicas e histoquimicas de tais estruturas, principamente devido a falta

de informac&o sobre elas em vespas.
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