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INTRODUCAO

Os acessorios do ferrdo sdo conhecidos nas abelhas com detalhes, desde o
trabalho de Bordas(1l), que f[éz um estudo comparativo déste 6rgao em virias
espécies de himenopteros. Em A pis. como nas demais abelhas providas de
ferrio, existem duas glandulas associadas a base désse o6rgido. A principal delas
consiste  de tabulo longo, fino e convoluto, localizado na parte posterior do
abdomen. O tabulo termina apicalmente por uma bifurcacio sob a forma de
duas pequenas dilatacoes secretoras. Posteriormente, o tibulo se abre num re-
servatorio, o saco de veneno (2). Esta glandula denomina-se acida devido ao
pH de sua secrecao. e é aquela que produz o veneno,

A segunda glandula ndo se acha licada ao ferrio. de maneira que a sua
secrecao possa ser injetada durante a picada, tendo sido denominada glindula
hasica.

Kerr e Lello (3) sugeriram a possibilidade da glandula acida em Bombus
ser secrelora em toda a sua extensio, estando porém a alividade mais inlens:
restrita a parte apical bifurcada. Sugeriram também que o saco de veneno
poderia exercer funcio secretora. Por outro lado. Autrum e Kneitz (4), verifi-
caram em A pis, que a secrecio do veneno iniciava-se no [inal da pupagio,
pouco antes da emergéncia, alingindo seu maximo entre 10 a 16 dias de vida da
abelha adulta.

No presente trabalho, pretende-se descrever a morfologia e ultraestrutura da
parte apical bifurcada (glandula propriamente dita)., e mediana da glandula
acida e do saco de veneno de pupas prestes a emergir e de abelhas adultas,
campeiras.

MATERIAL E METODOS

a. Abelhas utilizadas — 1. Pupas prestes a emergir, de operarias de abe-
lhas hibridas (Apis mellifera ligustica e A. mellifera adansonii); 2. Operarnas
campeiras (aproximadamente 30 dias de idade) dos mesmos hibridos.
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b. Técnicas histolégicas para microscopia eletronica — As abelhas [oram
dissecadas em soluciao fisiolégica (NaCl a 0,79 ) tamponada para pH 7.1 com
tampio fosfato, tendo sido estas abelhas préviamente anestesiadas com resfria-
mento a 0°C durante 15 minutos. As glandulas e o saco de veneno, apos sua
extracdo, foram fixados em solucio de tetroxido de 6smio (5) ou numa combi-
nacio de tetroxido de oOsmio e permanganato de potassio (6). A desidratacac
foi efetuada em acetona e o malterial fixado, foi incluido em kpon 812 (7).
Apés serem seccionadas em ultramicrotomo Porter Blum, MT-2, as secces ulira-
finas foram contrastadas em acetato de uranila, durante 1 hora., e a seguir em
hidroxido de chumbo (8). e examinadas em microscopio eletronico Elmiskop |
da Siemens.

RESULTADOS

A. Glandula dcida — A [im de facilitar a exposi¢io dos resulla-
dos, esta glandula foi dividida em duas porgoes arbitrarias, respectivamente, a
parte apical, bifurcada e a porcio mediana. Nao se estudou a por¢io basal, em
contacto com o saco de veneno, pois esta nao difere histologicamente da regiao

mediana.

1. Pupas — Nas pupas, a luz da glindula acida, na extremidade apical
déste orgiio, tem seccdo de forma estrelada e sua parede é formada de uma
espéssa cuticula (ca. 5 p), de material prevavelmente ndo esclerotizado, disposto
em camadas concéntricas.Iom torno desta cuticula achavam-se dispostas as células
secretoras. Fstas apresentavam-se com grandes vactiolos, dando a parte secrelora
um aspecto rendilhado. Nio se observou uma membrana conspicua, limitando
lais vactolos (Fig. la). A semelhanca do que ocorre em células vegetais, devido
a presenca dos enormes vactiolos, os nucleos destas células encontravam-se em
oeral comprimidos em pequenas faixas do citoplasma.

A porcao citoplasmatica destas células era rica em ribossomas, embora pobre
em elementos do reticulo endoplasmatico (Fig. 1). Nas juncoes celulares, as mem-
branas juslapostas se apresentavam sinuosas nas seccoes, e em alguns ponlos
formavam alcas. O espago entre estas membranas justapostas achava-se preen-
chido por um substincia densa, e em cerlas regides elas se espessavam, o que
talvez pudesse representar desmosscmas, muito embora nio livessem um aspecto
caracleristico destas estruturas celulares,  Nesta fase, oz milocondrios ocorriam
em pequeno namero, uniformemente distribuidos nas células e se caraclerizavam
por abundantes cristas. Zonas de Golei foram raramente observadas e em ne-
nhum caso pode-se identificar as vesiculas de secrecdo. usualmente a elas asso-
ciadas,

Dois tipos de nucleos foram constatados nestas células. Um grande, apro-
ximadamente esférico, que representaria o nucleo da célula secretora de localiza
cdo mais periférica e outro, menor. localizado proximo acs canaliculos intracelu-
lares ou a cuticula que reveste a luz da glaindula. Nos nucleos maiores, nota-
vam-se varios nucléolos bem desenvolvidos e um reticulo de material cromati-
co (Fig. 1). Disperso no nucleoplasma, apresentava-se grande ntmero de gra-
nulos densos, semelhantes aos ribossomas.  Os nicleos pequenos ndo apresentavam
nenhuma caracleristica marcante.  Aparentemente, os nicleos pequenos e os maio-
res estavam contidos nas mesmas células, isto é, nesta fase nido se percebiam
membranas divisorias compartimentando o citoplasma pertencente a cada tipo de
nicleo. As células desta porcio, como as da parte mediana e as do saco de
veneno, apresentavam uma série de canaliculos intracelulares. Tais cenaliculos
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Fig. 1la — Micrografias da porcio apical da glindula dcida da pupa, vendo-se grandes
vacuclos (Va) sem membrana limitante, um reticulo pouco desenvolvido (r) mas nume-
resos ribossomas (rb). As membranas separatorias das células (mp) tém espessamen-
tos que podem ser tomados como desmossomas (d). Os canaliculos intercelulares (ci)
apresentam microvilesidades (mv) ao seu redor. Material fixado em Palade.
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Fig. 1 — Micrografias da porcio apical da glandula acida de pupa, vendo-se os grandes

vacuolos (Va) cheios com material pouco denso, os nucleos (n) comprimidos no cito-

plasma entre o0s vacuolos, canaliculos intercelulares (ci) com microvilosidades (mv) ao

seu redor, numerosos ribossomas (rb) e poucas lamelas do reticulo (r). Material fixa-
do em Palade,
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possuiam uma parede densa, possivelmente de quitina esclerotizada, disposta em
camadas concéntricas e em sua luz ocorria uma substancia granular de densidade
média. Dois tipos de canaliculos puderam ser distinguidos: um de diametro
maior e de paredes mais espéssas, localizado preferencialmente proximo a luz
da glandula (Fig. 2a); e outro mais fino, de paredes mais delgadas. Esles
ultimos possivelmente representavam ramilicagées menores dos primeiros e se
-aracterizavam por serem de menor calibre e se acharem envolvidos por microvi-
losidades da célula (Fig. 1 e Fig. 2a). IEstas microvilosidades mediam cérca de
1 1 de comprimento e 20-25 mp de diamelro e entre elas ndo se poéde notar
nenhum material denso.

A regido mediana da glindula acida da pupa apresentava um aspecto muito
semelhante ao descrito para a zona apical. As unicas diferencas encontradas
foram quanto a presenca de pequenas vesiculas de cérca de 30 mp de diametro,
contendo material relativamente denso, aparentemente associadas as microvilo-
sidades em torno dos canaliculos intracelulares. Os vactolos eram bem menores
do que os da regido apical.

2.  Abelhas campeiras — A por¢ao apical da glandula déstes individuos
apresentava-se semelhante a da pupa, mas diferenciava-se pelo fato do citoplas-
ma apresenlar-se extremamente vesiculado e pela auséncia dos vacuolos (Fig. 2a).
Tais vesiculas provavelmente representariam elementos do reticulo endoplasmatico
agranular alargados. mas com um contetido de baixa densidade.A zona citoplas-
matica, adjacente as microvilosidades apresentava-se menos densa e livre de orga-
nulos celulares, talvez refletindo um acimulo de secrecio, nio organizada nesta
regido (Fie. 2a). Ireqiienlemente observou-se um alargamento do espago entre
as microvilosidades adjacentes, na por¢io basal, formando-se pequenas bdolsas.
Todavia, a diferenca mais marcante, quando comparada esta regiio das abe-
lhas adultas com a das pupas, era a auséncia quase lotal dos enormes vactolos,
ocorrendo éstes, em tamanho e nimero bem reduzido e proximos a luz da glin-
dula. condicio semelhante a verificada na regido mediana da glandula da pupa.
Nesta fase é possivel perceber uma membrana plasmica diviscria, proxima aos
canaliculos maiores.

Em abelhas campeiras, as células da regido mediana da glandula apresen-
tavam-se com sinais evidentes de degeneraciio, pralicamente sem organulos celu-
lares distintos, restando somente identificaveis o nucleo e as vilosidades em lorno
dos canaliculos. O resto do espaco intracelular achava-se preenchido por vesi-
culas de forma e dimenstes irregulares. Estruturas em forma de lamelas con-
céntricas aparecem freqiientemente nestas células e provavelmente correspondem
aos parassomas (p), que s=urgem caracteristicamente em células em vias de
degeneracao (Fig, 2b).

B. Saco de veneno — Distinguem-se duas regides no saco de vene-
no: a porcao apical, onde desemboca a elandula acida, formada de células rela-
tivamente altas e a zona basal, proxima ao ducto excretor, constituida de celulas
bem baixas. A cuticula, revestindo éste saco, era muilo espéssa, principalmente
na parte basal, onde mostrava organizacio tipica do exoesqueleto de 1nsetos.
Na parte apical, esta cuticula assemelhava-se a da glandula acida. As células do
saco de veneno ostentavam também canaliculos intracelulares e pequenos nicleos
proximos a culicula e aos canaliculos,

Na pupa, as células do saco de veneno diferenciavam-se das da glandula
acida por apresentarem invaginacbes da membrana plasmica associadas a mito-
condrios, na zona cortical. Nesta célula, pequenos bastoneles ou oranulos densos,




Fig. 2 — Glandula &acida de abelha campeira. a) Vista geral de um corte transversal

da glandula, vendo-se a luz (lu) contendo material pouco denso, a cuticula (ec) disposta

em camadas concéntricas e o aspecto bastante deteriorado da célula. Notar que existem

dois tipcs de canaliculos intercelulares (ci), sendo que os mals proximos a cuticula nio

tém microvilosidades 2o redor, Os pontos marcados com s correspondem a depositos

de secreciio. b) Detalhe da célula mostrando estruturas parecidas com os lisossomas (1)
e estruturas lamelares concéntricas (p).
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Fig. 3 — Saco de veneno. a) Vesiculas contendo mitoedndrios em degeneracio no inte-

rior. b) Origem de secrecio a partir do nicleo. Bastdes densos (bd) wvéem-se primei-

ro entre as membranas do envoltério nuclear (en) e depois no interior de vesiculas
{v) no citoplasma.
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de dimensoes variadas (75-100 mp X 100-400 mp)., foram encontrados (Fig, 3h).
Estes ocorriam livres no ciloplasma, agrupados ou individualmente no interior
de vesiculas e também freqiientemente no espaco perinuclear (Fie. 3b). Mito-
condrios, de forma atipica, foram encontrados em células de abelhas adultas.
lsles mitocondrios apresentavam-se com poucas cristas, e um substrato muito denso
¢ embora alguns ocorressem normalmente no citoplasma, outros apareciam fre-
qiientemente em diversas fases de degeneracio, encerrados em vesiculas (Fig, 3a).
Além destas vesiculas contendo mitocondrios, numerosas outras, contendo um
malerial de baixa densidade ocorrem nestas células. Tais vesiculas parecem au-
mentar a medida que envelhece a abelha e. presumivelmente, originam-se do reti-
culo endoplasmatico. Na base das microvilosidades que circundam os canali-
culos intracelulares, freqiientemente cbservam-se pequenas e numerosas vesiculas
¢ lambém goticulas densas, provavelmente de natureza lipidica. As paredes dos
canaliculos, por outro lado. ocasionalmente mostravam interrupgoes semelhantes
aquelas descritas na glandula hipofaringea de A pis (9).

Estruturas consideradas como lisossomas foram [reqiientemente encontradas
nestas células do saco de veneno. Tais organulos eram limitados por uma mem-
brana simples e conlinham grianulos densos e lamelas concénlricas em seu inte-
rior. Nas células da regidio mediana do saco de veneno foram encontradas dife-
rentes fases de v‘.'i:rim;ﬁu destas estruturas,

A musculatura que envolve o saco de veneno, bastante desenvolvida, dispu-
rhia-se tanto circular como longitudinalmente. As fibras desta musculatura eram
do tipo estriado, embora ndo apresentassem todas as caracleristicas de uma mus-
culatura estriada tipica. As células musculares eram alongadas tendo miofibrilas
apenas na porcao central. Tais fibrilas mostravam, a espacos proximados de
3 p. linhas densas que corresponderiam a linha Z (10). Lateralmente as miofi-
brilas, elementos do reticulo endoplasmatico e mitocondrios foram observados.
Tal tipo de musculatura é encontrado comumente em visceras de insetos,

Traquéias, com armacio helicoidal de quitina, foram freqiientemente encon-
tradas nas células da glandula acida e do saco de veneno. Membrana basal,
espessa, de densidade mediana estava invariavelmente presente nas células glan-
dulares e do saco de veneno, bem como nas musculares,

Discussio

Toda a eglandula acida, da pupa de A pis. parece ler atividade secretora,
confirmando e até reforcando as observacoes de Autrum e Kneitz (4). Porém.
em abelhas de 30 ou mais dias de idade, a glandula acida acha-se degenerada.
restando parcialmente intacta apenas a porcio apical. Istas observagoes suge-
rem que o processo degenerativo destas clandulas progride da parte basal para a
apical. O veneno produzido pela abelha durante a fase final da pupaciao e pri-
meiros dias da vida adulta é armazenado no saco de veneno até o momento do
uso. Geralmente as operarias de 4 pis picam uma vez 6 porque, ao fazé-lo.
perdem o ferrdo, essa talvez seja a causa da degeneracio precoce da glandula
acida. Em Bombus (3) mesmo nas abelhas campeiras, toda a glandula é
secretora, mas esta abelha ndo deixa o ferrdo ao picar. Fendomeno similar ocorre
no saco de veneno. onde principalmente as células apicais passam por processos
degenerativos,

Particularmente notavel é a auséncia praticamente total do complexo de
Golgi. neste sistema venenilero, pois sua importancia nos fendomenos de secrecao
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¢ bastante conhecida (5).Esta auséncia talvez seja explicavel pelo fato de a secre-
cio ser armazenada, intracelularmente, em enormes vactolos na fase pupal, pois
o complexo de Golgi teria mais fung¢io como concentrador da secrecio.

Nas abelhas adultas, aparentemente haveria a secrecao de substancias dife-
rentes daquelas produzidas durante a pupagio e eliminadas nos primeiros dias
da vida adulta,

(s bastonetes ou eranulos no saco de veneno, que migrariam do espaco
perinuclear para o citoplasma, poderiam representar uma destas substancias, 0
envolvimento do ntcleo em atividades secretoras ja foi relatado em hipotalamo
de rato associado a neurcsecrec¢io (11). Também as vesiculas associadas ou nao
a mitocondrios, poderiam conter outro lipo de secreciao, embora mais parecam
um resultado de degeneracio celular.

O contetido dos enormes vactolos encontrados em células das glandulas acidas
de pupa representaria uma secrecio ainda nio eliminada. Possivelmenle nas
fases subseqiientes da existéncia da abelha. tal secreciio seria lancada para a luz
da glandula, sendo armazenada ai ou no saco de veneno, pois em células de
abelhas adultas, em vias de degeneracdo, ndao ha sinal de acimulo desta secrecio.

E provavel que a glindula acida produza uma parte do veneno. ao qual
sio adicionadas posleriormente outras substincias, secretadas pelo saco de vene-
no. lIstas ultimas. poderiam determinar a especificidade do veneno de cada
espécie de abelha, uma vez que se originam em intima relacdo com o nucleo.

Evidentemente os canaliculos intracelulares devem funcionar como um siste-
ma coletor da secrecao. Tais canaliculos facilitariam a eliminacao da secrecao
aumentando a superficie polarizada (12, 9). As dobras da superficie celular
em forma de microvilosidades que envolvem os canalicules, principalmente nas
suas ramificacoes menores, proporcionariam uma superficie maior para a elimi-
nacio da secrecio. E provavel ainda que, principalmente na glindula acida, em
que a secrecdo parece ser mais [luida, parte do solvente possa ser reabsorvido
pelas microvilosidades antes da secre¢do passar para a luz do canaliculo, o que
representaria uma economia de agua para a célula.

A origem dos canaliculos intracelulares parece ser diferente da das células
secretoras.  Freqiientemente, adjacentes a cuticula e aos canaliculos, estao células
achatadas e de nacleo pequeno. As membranas separatérias entre estas células
e as secreloras nao sao visiveis nas abelhas jovens, mas lornam-se evidentes nas
abelhas campeiras. Isto refor¢ca a teoria (4) da erigem independente das célu-
las secretoras e formadoras da cuticula e canaliculo, Neste caso a cuticula seria
uma verdadeira intima.

As presentes observagbes confirmam lambém o ponto de vista de que os
canaliculos intercelulares estio, na realidade, topologicamente fora das células se-
cretoras e portanto sua denominacdo é incorreta (12). Tais canaliculos apre-
sentam-se tipicamente separados da célula secretora por uma membrana plasmica.
normal ou dobrada em forma de microvilosidades.

O aparecimento de estruturas consideradas como parassomas e lisossomas,
além da extensa vacuolizacio do citoplasma, anomalias no ntcleo, ete., devem
representar inegavelmente, sinais flagrantes da degeneragio das células glandu-
lares e do saco de veneno nos individuos adultos,

-

A musculatura em volta do saco de veneno deve estar associada a 1injecao
do veneno na vitima, durante o ato da picada.
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SUMMARY

Flectron microscope studies were made on acid gland and venom sac of
Apis workers. Workers of 4 pis are studied in the pupal phase and adull
foragers (30 days older). In pupa all lenght of acid gland and the apical
portion of venom sac was secretory and probably was in great activity. In
adult workers the cells of acid glands and the venom sac degenerate. The dege-
neration was less intense in the apical portion of the acid gland.

In pupa acid eland cells, appear enormcus vacucles that possibly contain
the secretion of this phase. In adults this vacuoles practically desappear. It was
suggest that the adulls secrete another type of substances. In the venom sac dense
material in form of rods or small granules [ree or within vesicles seem to be the
secretion, These materials appear in the cell always associated with the nucleus.
first located in the perinuclear space.

The venom sac is provided with a powerful striated musculature, that pro-
bably add in the venom injection.
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