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RESUMO
Henrique da Silva, Raphael. Caracterizacido da glindula de veneno da abelha Xylocopa
frontalis (Hymenoptera, Apidae, Xylocopini) para aplicacdes biotecnologicas e
farmacéuticas: uma investigacao histolégica, histoquimica e de perfil proteico. 2025.
Dissertacio (Mestrado em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) — Universidade
Federal de Sao Carlos, campus Sorocaba, Sorocaba, 2025.

Os himenopteros possuem mais de um milhdao de espécies estimadas. Desde o século XVII,
seu ferrdo e estruturas associadas tém sido estudados, mas a maioria das pesquisas foca em
algumas espécies de abelhas sociais. Os venenos de abelhas ndo-sociais ainda sdo pouco
explorados, e os Unicos estudos sobre toxinas das mamangavas do género Xylocopa foram
com espécies exoticas. A bioprospeccdo desses venenos para a industria farmacéutica ¢ de
interesse biotecnoldgico. Neste contexto, o presente estudo concentra-se na caracterizagao da
glandula de veneno das abelhas ndo-sociais nativas da espécie Xylocopa frontalis. O objetivo
geral do presente estudo ¢ realizar uma analise histologica e histoquimica das glandulas de
veneno da abelha nao-social Xylocopa frontalis, de forma comparativa com a abelha eussocial
Apis mellifera, em conjunto com uma avaliagdo do perfil dos componentes proteicos do
veneno de X. fromtalis. Para isso, apds a coleta, realizada na regido de Sorocaba - SP, e
anestesia dos insetos, as glandulas de veneno foram dissecadas e, posteriormente, fixadas em
paraformaldeido 4%. Apoés fixacdo, os oOrgdos foram desidratados em solugdes com
concentragdes crescentes de alcool, incluidos em historesina, e submetidos posteriormente a
microtomia para obtencdo de laminas histologicas e histoquimicas, submetidas a coloragdo
com Hematoxilina-Eosina para caracterizagdo morfologica e a diferentes coloragdes
histoquimicas (P.A.S., Azul de Bromofenol, Xylidine Ponceau e Sudam Black) para deteccao
de macromoléculas de carboidratos, proteinas e lipidios. Realizou-se a quantificacdo da
marcacdo positiva para proteinas, por meio da intensidade de pixels, das sec¢des histologicas
submetidas a técnica histoquimica de Xylidine Ponceau, com andlise estatistica no software
R. Procedeu-se a dosagem proteica das glandulas de veneno de Xylocopa frontalis e Apis
mellifera pelo método de Bradford, e a comparagdo das concentracdes foi realizada via
bootstrapping. Para a caracterizagdo proteica, empregou-se SDS-PAGE, analisando-se a
mobilidade das proteinas que formam bandas em gel e determinando-se a massa molecular
por regressao linear no Excel. Em X. frontalis, o aparelho de veneno € 5 vezes maior do que
em A. mellifera, com um reservatorio e uma glandula adaptados para defesa com presenga de
musculatura bem desenvolvida, o que preserva a permanéncia do aparato no ato de ferroar. Os
dados da histoquimica indicam predominancia protéica em ambas as espécies, sem presenga
de lipidios. 4. mellifera possui concentracdo 8,5 vezes maior de proteinas no extrato total,
enquanto X. frontalis tem secre¢do proteica menos concentrada no limen do reservatdrio da
glandula de veneno, com presenga de proteinas de massas moleculares indicativas de serem
lectinas, serino-proteases e proteinas multiméricas.

Palavras-chave: Lectinas, serino-proteases, abelha carpinteira.



ABSTRACT

Hymenoptera have an estimated population of over one million species. Their iron and
associated structures have been studied since the 17th century, but most research has focused
on a few species of social bees. The venoms of non-social bees are still poorly explored, and
the only studies on Xylocopa toxins have analyzed foreign species. The bioprospecting of
these venoms for the pharmaceutical industry is of biotechnological interest. In this context,
the present study focuses on the characterization of the venom gland of native non-social bees
of the species Xylocopa frontalis. The general objective of the present study is to perform a
histological and histochemical analysis of the venom glands of the non-social bee X. frontalis,
in comparison with the eusocial bee Apis mellifera, together with an evaluation of the protein
component profile of the venom of X. frontalis. For this purpose, after a collection, carried out
in the region of Sorocaba - SP, and anesthetized insects, the venom glands were dissected and
subsequently introduced into 4% paraformaldehyde. After fixation, the organs were
dehydrated in solutions with increasing concentrations of alcohol, embedded in historesin, and
subsequently submitted to microtomy to obtain histological and histochemical slides, stained
with hematoxylin-eosin for morphological characterization and to different histochemical
stains (P.A.S., Bromophenol Blue, Xylidine Ponceau and Sudam Black) for detection of
carbohydrate, protein and lipid macromolecules. A histochemical quantification of proteins by
pixel intensity was performed using Xylidine Ponceau, with statistical analysis in the R
software. Protein dosage of the venom glands of X. frontalis and A. mellifera was performed
using the Bradford method, and the comparison of concentrations was performed via
bootstrapping. For protein characterization, SDS-PAGE was used, analyzing the mobility of
the bands in gel and determining the molecular mass by linear regression in Excel. In X.
frontalis, the venom apparatus is 5 times larger than in A. mellifera, with a reservoir and a
gland adapted for defense with greater muscular abundance, which preserves the permanence
of the apparatus. Histochemical staining indicates protein predominance in both species, with
no presence of lipids. A. mellifera has an 8.5 times higher concentration of proteins in the total
extract, while X. frontalis has less technical protein binding in the lumen of the venom gland
reservoir, with the presence of proteins with molecular masses indicative of being lectins,
serine proteases and multimeric proteins.

Keywords: Lectins, serine proteases, carpenter bee.
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1. INTRODUCAO

As abelhas, pertencentes a mesma ordem das formigas e vespas, representam um
grupo diversificado com mais de 20.000 espécies distribuidas pelo mundo (Hymenoptera,
Apoidea, Anthophila), cada uma exibindo caracteristicas biologicamente distintas (Michener,
2007; Trapp et al., 2017). No Brasil, ha cerca de 2.500 espécies de abelhas divididas em cinco
familias principais: Andrenidae, Apidae, Colletidae, Halictidae e Megachilidae (Silva et al.,
2014). Esses insetos sdo essenciais para a preservacao da diversidade de plantas, tanto nativas
quanto cultivadas, em habitats naturais (Imperatriz-Fonseca e Nunes-Silva, 2010). Além
disso, evidéncias arqueoldgicas e antropoldgicas demonstram que as abelhas desempenham
um papel significativo no conhecimento cultural de diversos povos indigenas ao redor do
planeta, incluindo antigas civilizagdes como os egipcios e maias (Sheppard et al., 2001; Ayala
et al., 2013; Gonzalez, 2013).

Estudos recentes tém revelado preocupagdes significativas sobre o declinio das
populagdes de abelhas na Europa, América do Norte, Latina e Brasil (Biesmeijer ef al., 2006;
Martins e Melo, 2010; Potts et al., 2010; Cameron ef al., 2011). Com dados alarmantes, houve
a redu¢do de até 96% na abundancia relativa de algumas espécies de abelhas norte-americanas
entre 1990 e 2010, além de uma diminuigdo de até 87% nas areas geograficas originais dessas
espécies (Cameron ef al., 2011). Outro estudo sobre polinizadores indicou uma possivel perda
de areas adequadas para a maioria das espécies de abelhas analisadas no Brasil (Giannini ef
al., 2012). Além disso, pesquisas apontam que os polinizadores de maracujazeiros do género
Xylocopa, abelhas ndo sociais, podem sofrer uma redugdo de até 90% em sua distribui¢ao no
Cerrado brasileiro (Giannini et al., 2013). De forma semelhante, proje¢des para a América
Latina estimam uma diminui¢do de 8% a 18% nas populacdes de abelhas responsaveis pela
polinizagdo do café, o que pode comprometer até 30% das areas destinadas a produgdo futura
da cultura (Imbach ef al., 2017). Diante desse cenario preocupante, ¢ evidentemente
necessario aprofundar o conhecimento sobre as abelhas nativas do Brasil, para melhor avaliar
o status dos polinizadores e os servicos de polinizagdo, refor¢ando a urgéncia de obter
informagdes mais acessiveis e abrangentes sobre essas espécies (Berenbaum et al., 2007).

Os recursos naturais oriundos das abelhas, disponiveis em grande quantidade e
amplamente explorados por seres humanos hd muito tempo para diversos fins, como

alimentacdo, medicina e agricultura (Al-Rubaie et al., 2024), incluem também substancias



especificas com propriedades terapéuticas, como o veneno de abelha, que tem sido
tradicionalmente utilizado no tratamento de doengas inflamatorias (Bava ef al., 2023).

Os venenos provenientes de abelhas, cobras, escorpides e aranhas sao amplamente
reconhecidos e investigados por suas propriedades medicinais (Pinto, 2011; Ferraz, 2012).
Animais pegonhentos representam uma fonte valiosa para o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas inovadoras. Medicamentos derivados de veneno de cobra sdo empregados no
tratamento de condigdes como hipertensdao, infarto do miocardio, sindrome coronariana
aguda, acidente vascular cerebral, embolia pulmonar e outras enfermidades (Bulgarelli, et al.,
2010). A terapia com veneno de abelha, por exemplo, ¢ aplicada no tratamento de diversas
condi¢des musculoesqueléticas, como dor lombar, osteoartrite de joelho, doenga de Parkinson,
capsulite adesiva e sindrome dos ovarios policisticos (Jang e Kim, 2020; Sung, ef al., 2023).
Embora os venenos animais possuam propriedades toxicas, sua aplicagdo terapéutica ¢
explorada devido aos efeitos benéficos que podem proporcionar. Essa abordagem destaca o
potencial desses compostos naturais na busca por tratamentos inovadores e eficazes para
diversas patologias (Sung et al., 2021).

Os venenos de vespas e abelhas sociais, t€ém sido amplamente estudados devido a sua
composi¢do rica em peptideos, desempenhando um papel essencial na defesa dos ninhos e
protecdo contra predadores também. O veneno de abelha ¢ uma mistura complexa de diversos
compostos, cada um com varias propriedades farmacoldgicas (Malek et al., 2023). Em
contrapartida, os venenos de espécies nao-sociais ainda necessitam de mais pesquisas, pois
permanecem inexplorados (Kazuma, ef al., 2017). Até o momento dessa pesquisa, 0s Unicos
estudos analisando toxinas do veneno de abelha parassocial do género Xylocopa existentes
sdo da abelha carpinteira japonesa Xylocopa apendiculata circunvolans (Kazuma, et al., 2017,
Kawakami, et al., 2017); da abelha europeia Xylocopa violacea (Von Reumont, et al., 2022) e
da abelha australiana Xylocopa aruana (Shi, et al., 2022).

O foco de longa data no estudo de venenos nas abelhas eussociais, como as do género
Apis, e em abelhas do género Bombus, ndo consideram que as abelhas ndo-sociais nativas tém
grande relevancia do ponto de vista evolutivo e dos servigos ecossistémicos que desempenha
para a manutencao da flora brasileira. Como exemplo desse aporte na ecologia, as abelhas
pertencentes ao género Xylocopa, conhecidas pelo seu tamanho, desempenham um papel
destacado como polinizadores eficientes de flores de grande dimensdo (Silva et al., 2014),
como a crotalaria (Crotalaria juncea L.), a flor do maracujazeiro (Passiflora edulis L.), da
castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa Humb. e Bonpl.), do urucuzeiro (Bixa orellana L.)

e dos cactos da pitaia (Hylocereus spp.). Seu tamanho permite que elas alcancem as estruturas
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reprodutivas dessas flores, facilitando ou aprimorando o processo de polinizagdo e, assim,
impactando positivamente a quantidade e a qualidade dos frutos gerados (Farias-Silva e
Freitas, 2021).

Sabendo da importancia das investigagdes de perfil proteico do veneno de abelhas
para identificar as potenciais proteinas para uso terapéutico, o conhecimento existente sobre a
glandula de veneno da espécie modelo Apis mellifera que é a mais estudada, contribui para o
entendimento das caracteristicas das glandulas de veneno de outras abelhas, inclusive aquelas
que ainda nao foram analisadas sob essa abordagem. Apesar de pequenas diferencas na
morfofisiologia das glandulas entre diferentes espécies, sua estrutura e funcdo geral sdo
bastante semelhantes (Cruz-Landim e Abdalla, 2002). Diante disso, pode-se inferir que tanto
o tubo quanto o reservatorio possuem a mesma estrutura celular em 4. mellifera e Xylocopa
frontalis. Como A. mellifera ¢ amplamente utilizada como espécie modelo em pesquisas, essa
semelhanca estrutural sugere que caracteristicas observadas em sua glandula de veneno
podem, em grande parte, ser extrapoladas para X. frontalis, reforcando a aplicabilidade dos
conhecimentos obtidos em estudos comparativos.

Outrossim, o estudo apresenta uma analise comparativa das glandulas de veneno de A.
mellifera e X. frontalis, buscando esclarecer suas semelhancas e diferencas estruturais. Além
disso, apresenta uma investiga¢do histoquimica do veneno, fornecendo subsidios para estudos
bioquimicos voltados a prospeccdo de peptideos bioativos de X. frontalis com potencial
aplicacdo farmacéutica. A identificacao desses compostos pode ter implicagdes significativas
no desenvolvimento de novos medicamentos ou terapias. Paralelamente, o estudo reforca a
importancia da conserva¢do da espécie que estd em consondncia com alguns Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU (Nagdes Unidas Brasil, 2025). Os ODS
representam uma agenda global estabelecida pela Organizacdo das Nagdes Unidas para
promover o desenvolvimento sustentavel em diversas areas, abordando desafios ambientais,
sociais e econdmicos de forma integrada. Dentre esses objetivos, destacam-se aqueles
voltados para a preservagdo da biodiversidade, o avango da ciéncia na area da saiude e a
adogdo de praticas responsaveis no uso dos recursos naturais.

Uma vez que o conhecimento sobre os efeitos farmacologicos de seu veneno viabiliza
a bioprospeccao para futura sintese e producdo industrial de veneno para fins terapéuticos, a
exemplo do que ocorre com venenos de serpentes, esse potencial biotecnologico estd
diretamente alinhado ao ODS 3 (Saude e Bem-Estar), que visa assegurar uma vida saudavel e
promover o bem-estar para todas as idades. A pesquisa pode contribuir para o

desenvolvimento de novos tratamentos médicos, explorando compostos bioativos presentes
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no veneno para a criacdo de farmacos inovadores, o que pode beneficiar a saude publica e
ampliar as opcdes terapéuticas para diversas doengas.

Além disso, ao evidenciar o valor biotecnologico desses compostos, destaca-se a
necessidade da conservagdo de X. frontalis e, consequentemente, de seu habitat. A destrui¢ao
de areas naturais pode comprometer a sobrevivéncia dessa espécie e, por consequéncia, a
continuidade das pesquisas sobre seu veneno. Essa preocupacgdo estd diretamente ligada ao
ODS 15 (Vida Terrestre), que tem como objetivo proteger, recuperar € promover O uso
sustentdvel dos ecossistemas terrestres, frear a perda da biodiversidade e garantir a
preservacao de espécies ameacadas.

Por fim, a bioprospeccao responsavel do veneno reforca a importancia de praticas que
garantam sua exploragdo de forma sustentdvel, sem comprometer os recursos naturais € a
preservacao da espécie. Esse principio estd alinhado ao ODS 12 (Consumo e Producao
Responsaveis), que incentiva o uso eficiente dos recursos naturais, a redu¢do do impacto
ambiental das atividades produtivas e a adogdo de praticas sustentdveis na cadeia de
produgdo. Ao propor o uso biotecnologico do veneno, o estudo reflete a necessidade de
politicas de manejo responsavel, garantindo que a extragdo de veneno nao comprometa a

populacdo de X. frontalis nem seu papel ecologico no ecossistema.

1.1. OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa foi caracterizar histologicamente e histoquimicamente
o aparato de veneno da abelha ndo-social X. frontalis, especificamente o reservatorio de
veneno e o filamento secretor que compde a glandula de veneno, de forma comparativa com a
espécie-modelo eussocial 4. mellifera, bem como avaliar o perfil protéico das duas espécies.
Ao comparar esses resultados entre espécies, pretende-se identificar semelhangas e diferengas
histologicas, histoquimicas e de perfil proteico, de forma a demonstrar as possiveis
particularidades deste 6rgao e do veneno em X. frontalis.

Para atingir o objetivo geral, os objetivos especificos foram:
1- Caracterizagdo da glandula e reservatorio de veneno da X. frontalis, comparando com A.
mellifera por meio de analise histologica e histoquimica;
2- Realizar a quantificacdo da intensidade da marcagdo histoquimica positiva das proteinas
totais do veneno em secgdes histologicas do reservatdrio coradas com Xylidine Ponceau.
3- Quantificar as proteinas totais do o6rgdo e do veneno, determinando suas massas

moleculares por eletroforese.
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1. REVISAO DE LITERATURA

Ao longo da histéria humana, entrelaga-se a narrativa da Toxicologia, uma ciéncia
dedicada ao estudo dos efeitos adversos de substancias quimicas nos organismos. A trajetoria
dessa area da ciéncia remonta a tempos remotos, evidenciando-se em diversos marcos
historicos, que trazem reflexdes no mundo moderno.

Uma revisdo histdérica realizada por Fukushima e Azevedo (2008, p.3) (Fig. 1),
demonstra que cerca de 5000 a.C., na China, o imperador Shen Nung, desempenhou um papel
crucial ao testar cerca de 365 ervas para tratar doengas, introduzindo assim o conhecimento
sobre plantas medicinais na cultura chinesa. Na antiguidade, por volta de 1500 a.C., o papiro
de Ebers, um dos mais antigos documentos com informagdes toxicoldgicas, revelou os
conhecimentos médicos do antigo Egito. Esse papiro, adquirido por Edwin Smith em 1862 ¢
posteriormente comprado por Georg Moritz Ebers em 1872, destacou-se por conter dados
sobre anatomia humana e estrutura vascular, e prescrigdes de substancias curativas, incluindo
cerca de 700 a 800 principios ativos conhecidos. Na Suméria, por volta de 1400 a.C., textos
associados a figura mitoldgica Gula indicaram a ligagdo da toxicologia com praticas de magia
e envenenamentos, sublinhando a presenca dessa ciéncia em diferentes culturas antigas.
Durante o periodo Homérico, Homero descreveu o uso de veneno em flechas em suas obras
"A Odisséia" e "A Iliada". Ja em 399 a.C., Socrates foi condenado a morrer bebendo cicuta,
um alcaldide vegetal toxico, demonstrando um entendimento notavel do mecanismo de agao
toxica. No contexto das grandes figuras historicas, Alexandre o Grande, um dos maiores
conquistadores da antiguidade, encontrou seu fim por envenenamento em 323 a.C.

O século XIX testemunhou um marco significativo quando Paracelsus postulou que a
diferenga entre o que cura ¢ o que envenena ¢ a dose, estabelecendo fundamentos tedricos
essenciais para a toxicologia como disciplina cientifica. Nesse periodo, a Toxicologia
moderna comegou a se configurar como uma ciéncia distinta, impulsionada pelo
desenvolvimento da quimica na Europa.

Além das figuras mencionadas, personagens historicos como Mitridates I'V, Cleopatra,
membros da familia Borgia, Leonardo da Vinci, Catarina de Médici e Mateu J. B. Orfila
contribuiram de maneiras diversas para a evolugdo da Toxicologia, cada um deixando sua
marca Unica na historia dessa ciéncia, mostrando que o uso do veneno nao ¢ de origem atual
(Fukushima e Azevedo, 2008).

Venenos constituem complexas misturas de proteinas com uma ampla gama de

atividades biologicas (Cunha e Martins, 2012). Peptideos do veneno sdao moléculas
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biologicamente ativas, mirando proteinas especificas e receptores celulares alvos. Aplicados
clinicamente, atuam como agentes hipotensores, antitromboticos, anticoagulantes,
analgésicos, entre outros. Essas substancias que possuem utilidade no diagndstico de
disturbios hemostaticos, sao ferramentas bioquimicas para estudar mecanismos celulares e
servem como base para o desenvolvimento de novos medicamentos, exemplificados por

captopril, tirofibana e eptifibatide (Waheed, et al. 2017).
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Figura 1: Linha do tempo da historia da Toxicologia.
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A descoberta do Captopril, o primeiro medicamento anti-hipertensivo inibidor da
enzima conversora de angiotensina, surgiu de estudos sobre os efeitos do veneno da cobra
jararaca (Bothrops jararaca), conduzidos por Sérgio Ferreira e Rocha e Silva (1965) na
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Esses estudos destacaram os efeitos
hipotensores do veneno. Em doses elevadas para pacientes com insuficiéncia renal, o
Captopril pode causar neutropenia (reducdo da contagem de neutrofilos no sangue) ou
proteintria (presenca de proteina na urina, geralmente, a albumina). Alteragdes de paladar,
erupcgoes cutaneas e febre medicamentosa sdo efeitos toxicos menos graves, ocorrendo em até
10% dos pacientes (Barreiro e Fraga, 2001; Benowitz, 1998; Fink, 1997).

Além do captopril, cuja descoberta exemplifica o potencial da bioprospec¢ao para o
desenvolvimento de farmacos inovadores, diversas espécies nativas também produzem
compostos bioativos com possiveis aplicagdes terapéuticas. O lapachol, um naftoquinona
extraido da casca interna de arvores da familia Bignoniaceae, especialmente 7Tabebuia
impetiginosa, tem demonstrado propriedades antimicrobianas e antitumorais, sendo estudado
como um potencial agente no combate ao cancer (Almeida, et al., 2024). Da mesma forma,
toxinas encontradas no veneno da aranha-armadeira (Phoneutria nigriventer) apresentam
promissoras acdes analgésicas e anti-inflamatorias, além de atividade antimicrobiana que
pode contribuir para o desenvolvimento de novos antibioticos (Yacoub, et al., 2020). Ja as
secrecoes da rd Phyllomedusa bicolor possuem um complexo conjunto de toxinas com efeitos
citotoxicos e antitumorais, além de propriedades antibacterianas e antiprotozoarias. Essas
secregOes sdo utilizadas no “Ritual Kambd” e exploradas tanto na medicina tradicional quanto
em estudos cientificos para potenciais aplica¢des farmacoldgicas (Nogueira, et al., 2022).

O uso terapéutico do veneno de abelha também acontece e € uma pratica antiga (Bava
et al., 2023), realizada de diversas maneiras, como através de ferroadas de abelhas vivas,
injecdes de pequenas doses de veneno e acupuntura. Apesar dos riscos associados, como
toxicidade e anafilaxia, a acupuntura com veneno de abelha ¢ considerada uma abordagem
segura e oferece propriedades farmacoldgicas importantes do ponto de vista biotecnologico
(Lin e Hsieh, 2020).

A apitoxina também exibe efeitos neuroprotetores. Estudos em modelos de
camundongos mostraram que o veneno pode reduzir a progressdo e melhorar as fungdes
cognitivas em doencas neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer e esclerose lateral
amiotrofica. Além disso, a habilidade do veneno de neutralizar radicais livres o classifica

como uma substancia com propriedades antioxidantes, sugerindo seu potencial uso na terapia
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de condig¢des fisioldgicas e patoldgicas associadas ao aumento do estresse oxidativo (Malek et
al., 2023).

Apesar de haver relatos sobre efeitos biologicos intrigantes do veneno bruto de
abelhas carpinteiras (Xylocopa), a estrutura e a fungao biologica dos peptideos presentes no
veneno ainda ndo foram completamente compreendidas (Kawakami et al., 2017). Em relacdo
a abelha nativa X. frontalis, a pesquisa realizada até o momento, ¢ inédita.

As grandes abelhas carpinteiras do género Xylocopa, com mais de 730 espécies em 48
subgéneros, sao majoritariamente tropicais e subtropicais. Estudadas ha quase 300 anos,
incluindo cerca de 60 espécies, elas sdo importantes para compreender o comportamento
social e o impacto das limitagdes ecoldgicas na sua evolu¢do (Gerling; Velthuis; Hefetz,
1989).

A Xylocopa frontalis (Olivier, 1789) é uma espécie pertencente ao reino Animalia e ao
filo Arthropoda. Dentro deste filo, ela se classifica na classe Insecta e na ordem Hymenoptera,
que inclui as abelhas, vespas e formigas. Mais especificamente, esta espécie estd na subordem
Apocrita e na superfamilia Apoidea, que agrupa as abelhas verdadeiras. Ela faz parte da
familia Apidae e da subfamilia Xylocopinae, conhecida por suas abelhas carpinteiras. Dentro
desta subfamilia, a Xylocopa frontalis pertence a tribo Xylocopini e ao género Xylocopa,
caracterizando-se como uma das varias espécies desse género que habitam diferentes regides
(Minckley, 1998).

A abelha carpinteira X. frontalis possui um tamanho médio de corpo de
aproximadamente 30 mm de comprimento, sendo caracterizada por ser uma abelha
parassocial de grande porte (Fig. 2). Os machos exibem listras amarelas alternadas com listras
pretas no abdomen, enquanto as fémeas podem apresentar listras vermelhas intercaladas com
pretas. Essas abelhas geralmente nidificam escavando galerias em troncos de arvores mortas e
desempenham um papel crucial como polinizadores (Gerling; Velthuis; Hefetz, 1989; Freitas

etal.,2020; A.B.E.L.H.A., 2024).
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Figura 2: Tamanho médio de corpo de fémeas de das abelhas X. frontalis (a esquerda) em

comparagdo com 4. mellifera (a direita).

Fonte: Autoria propria

A abelha X. frontalis, desempenha um papel crucial na poliniza¢do de diversas plantas
brasileiras, sendo uma das espécies mais frequentes desse género no pais. Reconhecidas pelo
grande porte e capacidade de voo, essas abelhas exploram extensas areas de forrageamento,
demonstram fidelidade floral e utilizam a vibrag@o para a coleta de pélen (Melo, 2024). Sua
habilidade de acessar recursos limitados de maneira eficiente, aliada a longevidade e geracdes
sobrepostas, torna X. frontalis um modelo valioso para estudos (Buchmann e Minckley, 2019).

A escolha da espécie X. frontalis para este estudo se justifica pela sua importancia
ecoldgica como polinizadora de diversas plantas brasileiras, desempenhando um papel
essencial na manutencdo da biodiversidade e na preservacdo de ecossistemas. Embora o
género Xylocopa ja tenha sido abordado em alguns estudos, X. frontalis ainda é pouco
explorada cientificamente, ¢ no que diz respeito a sua glandula de veneno, os estudos sdo
inexistentes, o que torna sua investigagdo relevante para preencher lacunas no conhecimento
sobre essa abelha nativa.

A glandula de veneno em A. mellifera, que pode ser correlacionada com X. frontalis,
tem origem ectodérmica e consiste em um ou varios filamentos secretores constituidos por um
epitélio simples que desembocam em um reservatorio, o qual pode ter ou nao musculos
associados ao epitélio (Cruz-Landim e Baldissera, 1967).

A glandula propriamente dita ¢ composta por duas camadas de células: a regido da
camada interna, denominada intima, que € constituida por um epitélio pavimentoso simples,

que esta coberto por cuticula na superficie luminal multilaminada, e possui funcao de secretar

18



a cuticula e os canaliculos, enquanto a regido da camada externa ¢ formada por células
secretoras que revestem o tubo glandular e o reservatorio, sendo esse ultimo podendo ser de
forma parcial (Abreu et al., 2005; Arruda, et al., 2007).

No epitélio secretor, encontram-se células com diferentes alturas. Essa variacao no
tamanho esta relacionada a fase de atividade das células. Normalmente, as células tendem a
ser mais pavimentosas no reservatorio, quando estdo presentes, e mais cilindricas na
bifurcagdo terminal (Cruz-Landim e Baldissera, 1967). A altura das células também ¢
influenciada pela quantidade de secre¢ao acumulada em seu interior, a qual diminui quando a
abelha entra na fase regressiva (Cruz-Landim e Baldissera, 1967; Cruz-Landim e Abdalla,
2002).

A parede do reservatorio também pode ou ndo conter células secretoras. Tanto as
células secretoras do tubo secretor quanto as do compartimento da intima possuem
canaliculos excretores separados (Roat; Nocelli; Cruz-Landim, 2006).

As células secretoras possuem nucleos grandes e esféricos, situados mais proximo a
base das células. Ja4 os nlcleos menores e elipticos sdo encontrados perto da luz e sdo
caracteristicos das células que formam os canaliculos (Owen e Bridges, 1976; Nocelli; Roat;
Moraes, 2002).

Canaliculos atravessam a camada de cuticula, na regido da intima, dirigindo-se ao
epitélio secretor e culminando em uma estrutura chamada aparato terminal, no limen. Nessa
area, ha varias microvilosidades, que permitem a liberacdo da secrecao para o canaliculo, o
qual a transporta para o limen da glandula, onde ¢ entdo armazenada no reservatorio (Fig. 3)
(Cruz-Landim e Kitajima, 1966; Bridges e Owen, 1984; Cruz-Landim e Abdalla, 2002).

As células secretoras sdo identificadas por uma abundancia de reticulo endoplasmatico
rugoso, complexos de Golgi, mitocondrias e vesiculas secretoras (Bridges e Owen, 1984; Roat
et al., 2004; Roat; Nocelli; Cruz-Landim, 2006), o que indica uma alta atividade de sintese
proteica. O citoplasma dessas células ¢ repleto de numerosas cisternas de reticulo
endoplasmatico rugoso, varios complexos de Golgi e grandes nucleos com multiplos
nucléolos, além de muitas mitocondrias associadas as microvilosidades direcionadas ao
espago secretor. Em contraste, as células da intima que secretam a cuticula e os canaliculos,
tém poucas organelas, nucleos menores e picnéticos (Bridges e Owen, 1984; Cruz-Landim e
Abdalla, 2002).

A membrana plasmatica basal das células secretoras na regido glandular nao forma
dobras (labirinto basal) como ocorre nas células epiteliais do reservatério. Nessas células do

reservatorio, ha uma abundancia de mitocondrias e um reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
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associado as dobras da membrana, com o RER formando cisternas curtas e distribuidas pelo
citoplasma. Por outro lado, nas células glandulares, o RER organiza-se em cisternas alongadas
e dispostas em pilhas. Segundo Cruz-Landim e Abdalla (2020), as microvilosidades das
células do reservatorio sdo mais largas e possuem uma terminagdo estreita, ao passo que as

das células glandulares mostram-se menos expansivas € com menor projecao aparente.

Figura 3: Desenho esquematico da glandula de veneno de X. frontalis e A. mellifera.
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Fonte: Autoria propria

A organizacdo das células da glandula e do reservatorio indica que este Ultimo se
origina da primeira estrutura. As diferencas microscopicas entre as células dessas regides
sugerem que cada uma desempenha um papel distinto no processo de produgdo do veneno. As
células do reservatorio, com suas dobras na membrana basal e um aparato intracelular
especializado, poderiam ter a capacidade de absorver substancias presentes na hemolinfa.
Essas substancias podem ser incorporadas ao veneno ou, inversamente, substancias presentes
no reservatorio podem ser removidas e retornadas a hemolinfa. Essa capacidade de absorgdo e
secrecdo sugere que o reservatdrio pode ter uma fungdo adicional a de armazenamento,
atuando também como um 6rgao excretor auxiliar (Bridges e Owen, 1984; Abreu et al., 2000;

Cruz-Landim e Abdalla, 2002).
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Quanto as estruturas do aparato de veneno de A. mellifera e X. frontalis, ambas
pertencentes 2 mesma familia de abelhas, embora apresentem algumas diferengas anatomicas,
essas espécies possuem vdrias semelhancas estruturais no 6rgdo que podem proporcionar a
compreensao sobre seu comportamento defensivo.

Normalmente, a glandula de veneno consiste em um fino tubo secretor de
comprimento variavel, que se divide em duas partes na extremidade mais distante (regido
distal) e, proximo a sua base (regido proximal), hd uma dilatacio em formato de bolsa,
denominado reservatério, onde o veneno ¢ armazenado (Abreu et al., 2000; Arruda et al.,
2007). Porém, nas tribos Xylocopini, as abelhas podem ndo apresentar essa bifurcagdo na
regido distal da glandula (Fig. 4) (Hermann e Mullen, 1974; Lello, 1976; Arruda et al., 2007).
A parte final da glandula, apo6s a bifurcacdo, ¢ comumente vista como a propria glandula,
enquanto o tubo que a conecta ao reservatorio ¢ entendido como canal secretor. Contudo, toda
a extensdo da glandula secreta substancias (Cruz-Landim e Baldissera, 1967; Abreu et al.,

2005; Arruda, et al., 2007).
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Figura 4: Desenho esquematico da morfologia esperada do aparato de veneno de abelhas da

tribo Xylocopini.

ab: abdomen; f: ferrdo; d: duto excretor; rv: reservatorio de veneno; t: tubulo da glandula de veneno; gv: glandula
de veneno.

Fonte: Autoria propria, baseado na ilustracdo de Cruz-Landim e Abdalla, pg 155, 2002

E importante ressaltar que a abelha A. mellifera pode conter mais de 300 pg de veneno
sendo armazenados em seu reservatorio glandular, com uma média estimada de 360 pg (Bilo
et al., 2005; Brizola-Bonacina, Alves e Moraes, 2006; Komi e Shafaghat, 2018; Ullah et al.,
2023). No entanto, a quantidade de veneno injetada em uma unica ferroada ¢ menor, variando
entre 50 e 140 pg (Ozdemir et al., 2011, Moreno e Giralt, 2015; Ullah et al., 2023).

Em concentragdes elevadas, o veneno de A. mellifera pode provocar inflamagao, dor e
reacOoes alérgicas. Contudo, estudos realizados com modelos animais sugerem que
concentragdes baixas de veneno (at¢ 5 pg/mL) podem ter efeitos terapéuticos positivos,
incluindo propriedades anti-inflamatorias, antinociceptivas, anticdncer e antimicrobianas
(Malek et al., 2023). O veneno de A. mellifera é composto por uma mistura de aminoécidos,
peptideos, aminas biogénicas, proteinas, acucares, compostos volateis, fosfolipidios,
feromonios e agua. O principal e mais toxico componente ¢ a proteina melitina, que
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representa de 50 a 60% do veneno. Embora a melitina seja pouco alergénica, ¢ a responsavel

pela dor intensa que se sente apds a ferroada desse Hymenoptera (Sobral, et al., 2016; Pucca

etal., 2019).

No que diz respeito as proteinas presentes em Hymenopteras, ¢ valido ressaltar que

normalmente incluem peptideos toxicos, antimicrobianos, enzimas como fosfolipases,

metaloproteinases, serino-proteases, hialuronidases, além de lectinas, toxinas enzimaticas e

proteinas multiméricas (Malek et al., 2023). Em geral, o perfil proteico do veneno de abelhas

consiste em fontes de enzimas ativas, citotoxinas e neurotoxinas (Mitchell, 2006). Dentre os

principais componentes, destacam-se:

Fosfolipase A, (PLA,): enzima glicoproteica que hidrolisa fosfolipideos das
membranas plasmaticas, provocando lise celular. Apresenta atividades neurotoxicas e
de agregacdo plaquetdria, além de atuar de maneira sinérgica com a melitina,
intensificando sua toxicidade (Dotimas e Hider, 1987; Ownby, 1997). Massa
molecular estimada: 13 a 19 Kilodaltons (kDa).
Hialuronidase: conhecida como "fator de difusdo", essa enzima hidrolisa o acido
hialurénico, componente adesivo dos intersticios celulares, facilitando a dispersdo dos
componentes do veneno pelo tecido (Dotimas e Hider, 1987). Massa molecular
estimada: 50 kDa.
Melitina: o principal componente do veneno, representando cerca de 50% do peso
seco, com forte atividade hemolitica e a¢dao inflamatéria, além de facilitar a penetragao
das toxinas no sistema circulatorio (Habermann, 1972; Dotimas e Hider, 1987; Ownby
et al., 1997). Massa molecular estimada: 3 kDa.
Apamina: o menor peptideo neurotoxico conhecido, com acdo especifica no sistema
nervoso central e periférico, influenciando a atividade neuronal sem causar lise celular
(Habermann, 1972). Massa molecular estimada: 2 kDa.
Peptideos degranuladores de mastocitos (mastoparanos): presentes no veneno de
vespas sociais, esses peptideos induzem reagdes alérgicas e inflamatorias por meio da
ativacdo de mastocitos (Pawson e Nash, 2000). Massa molecular estimada: 15 kDa.
Metaloproteinase: enzima associada a mionecrose, danos na pele e edema, que
degradam componentes da matriz extracelular, provocando hemorragia e inflamagao
no local da ferroada (Gallagher et al., 2005). Massa molecular estimada: 20 a 25 kDa.
Serino-protease: alérgeno que degrada proteinas teciduais e plasmaticas, favorecendo a
inflamacdo e podendo desencadear disfuncdo de multiplos 6rgdos (Schmidt et al.,
1980; Santos et al., 2011). Massa molecular estimada: 30 a 40 kDa.
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e Lectinas: proteinas capazes de se ligar a carboidratos especificos, participando da
modulagdo da resposta imune e inflamatoria (Rubistein et al., 2004). Massa molecular
estimada: 60 a 80 kDa.

e Proteinas multiméricas: compostas por multiplas subunidades polipeptidicas, podendo
ser homomultiméricas ou heteromultiméricas, e desempenham fung¢des importantes no
veneno de abelhas, como a modulagdo imunoldgica, a acdo enzimditica e a
permeabilidade celular (UniProt, 2025). Massa molecular varia de 20 a 300 kDa.
Estudos protedmicos em Xylocopa violacea, Xylocopa aruana e Xylocopa

apendiculata circunvolans demonstraram que os principais componentes do veneno secretado
sdo grandes peptideos amplamente conhecidos em venenos de abelhas, incluindo a familia de
enzimas fosfolipase A,, além de pequenos peptideos semelhantes a melitina e a apamina. A
melitina atua diretamente em neurdnios sensoriais de mamiferos, induzindo comportamentos
espontaneos de dor, efeito potencializado pela presenga da fosfolipase A,. J& os peptideos
semelhantes a apamina demonstraram ser bloqueadores relativamente fracos dos canais de
potassio ativados por célcio (KCa) de pequena condutincia, sugerindo uma possivel
modulagdo na sinalizagdo neuronal e nos efeitos neurotoxicos do veneno (Von Reumont et al.,
2022; Shi, et al. 2022).

Além dessas toxinas, também foi descrito um pequeno peptideo, a xilopina (massa
molecular de 1.900,3 Da), que apresenta potencial atividade antimicrobiana (Kazuma, et al.,
2017). A possivel presenca da xilopina em outras espécies de abelhas do género Xylocopa,
que podem possuir mecanismos de defesa antimicrobiana distintos, pode ter implicagdes

relevantes para a bioprospeccao e o desenvolvimento de aplicagdes farmacoldgicas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. COLETA DAS ABELHAS Xylocopa frontalis E Apis mellifera

A comparagdo das distdncias de voo para forrageamento entre as duas espécies €
pertinente para contextualizar a coleta. Hagle et al. (2011) relatam que abelhas da espécie A.
mellifera sdo capazes de percorrer distancias consideraveis, variando entre 800 metros e 1
quilometro a partir da colmeia, em busca de recursos alimentares. J& para X. frontalis,
Somanathan et al. (2019) afirma que, devido ao seu maior porte e a robustez de seus musculos
de voo, essa espécie ¢ capaz de realizar deslocamentos mais longos, com uma média de
forrageamento que pode alcancar até 10 km.
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A coleta de abelhas para estudos cientificos exige abordagens cuidadosas que
minimizem o impacto ambiental. Esse processo foi conduzido no campus da UFSCar em
Sorocaba e no Sistema Agroflorestal (SAF), nas proximidades do campus, sendo que ambas
sdo areas livres de agrotoxicos e com plantacdes organicas de maracujazeiros. Foi adotado um
método que se aproveita do periodo de abertura das flores dos maracujazeiros amarelos, entre
13h e 17h, conforme descrito por Cobert e Willmer (1980) e Siqueira et al. (2009). Durante a
coleta, percorreu-se um transecto de aproximadamente 22,92 metros no campus (Fig. 5A) e
48,75 metros no SAF (Fig. 5B), margeando a plantacdo de maracujd, com o objetivo de
realizar a coleta manual de X. frontalis, utilizando recipientes para captura da abelha na flor

(Fig. 6), durante o processo de visitagdo das flores do maracujazeiro.

Figura 5: Transectos percorridos para a coleta da abelha X. frontalis.

Medir distancia
Medir distancia Clique no mapa para adicionar ao seu caminho

Clique no mapa para adicionar ao seu caminho Area total: 140,13 m? (1.508,37 ft?)
Distancia total: 22,92 m (75,18 pés) Distancia total: 48,75 m (159,95 pés)

(A) Regido do campus da Universidade Federal de Sdo Carlos, em Sorocaba-SP, com distancia total de 22,92
metros. (B) Regido do Sistema Agroflorestal (SAF), nas proximidades do campus da Universidade Federal de

Sdo Carlos, em Sorocaba-SP, com distancia total de 48,75 metros.

Fonte: Autoria propria

Os recipientes utilizados para a coleta foram selecionados com atengdo, consistindo
em potes transparentes com tampas, perfurados para garantir a circulagdo de ar, minimizando
o estresse das abelhas. Antes da utilizacdo, os recipientes foram higienizados com agua, sabao

e alcool 70% para assegurar a integridade das amostras coletadas.
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Figura 6: Coleta de abelha X. frontalis na flor do maracujazeiro, com auxilio de um recipiente

perfurado, diretamente na flor.

Fonte: Autoria propria

Apoés a captura, as abelhas, ainda dentro dos potes, foram acondicionadas em uma
caixa de isopor forrada com gelo, visando a reducdo de sua atividade metabolica. O tempo
maximo entre a captura e o transporte para a incubadora climatizada (tipo B.O.D.) foi de 2
horas. Logo apo6s a coleta, o preparo para a dissec¢do foi realizado no mesmo dia, garantindo
a preservacgdo das caracteristicas biologicas das amostras.

O mesmo procedimento foi adotado para a captura de 4. mellifera, realizada em flores
de lavanda localizadas nas proximidades do restaurante universitario do campus. Todas as
abelhas foram coletadas utilizando o pote para captura diretamente na flor, enquanto
forrageavam, com extremo cuidado para evitar danos as asas ou ao corpo dos espécimes.
ApOs a coleta, as abelhas também foram acondicionadas em uma caixa de isopor com gelo
que mantinha o recipiente climatizado. No entanto, devido a maior quantidade de individuos e
a facilidade de captura, o tempo entre a coleta e o transporte para a incubadora B.O.D. foi
reduzido para 15 minutos.

Os dados relacionados a coleta, como local, data, hora e condigdes climaticas, foram
registrados imediatamente apos cada amostragem. Cada recipiente coletor foi devidamente
identificado, permitindo um controle maior de informag¢des ao longo do estudo. Em ambas as

espécies, o numero de individuos coletados foi de 5 abelhas.
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2.2. ANALISES HISTOLOGICAS E HISTOQUIMICAS COMPARADAS

Dada a relevancia de elucidar as caracteristicas histologicas do reservatorio e do
filamento proximal das glandulas de veneno de abelhas parassociais nativas, com o propdsito
de realizar uma comparagao entre essas estruturas com a abelha modelo 4. mellifera, e definir
as particularidades especificas de cada espécie, torna-se imperativo conduzir uma
investigacdo mais aprofundada da morfologia da glandula de veneno. Tal abordagem visa
identificar os constituintes das glandulas, contribuindo assim para uma compreensdo mais
aprimorada do veneno produzido.

Ap0s a coleta, realizada na regido de Sorocaba - SP, e anestesia por aproximadamente
15 minutos no freezer das abelhas X. frontalis (n=5), e 5 minutos das abelhas A. mellifera
(n=5), as glandulas de veneno foram dissecadas em solucdo salina (NaCl 7,5g/L, Na,HPO,
2,38g/L e KH,PO, 2,72g/L) e fixadas em paraformaldeido 4% em tampao de fosfato de sddio
0,IM com pH de 7,4. Os 6rgaos, apos 24 horas de fixacdo, foram transferidos para o tampao
fosfato de sédio por 30 minutos, desidratados em solugdes com concentragdes gradativamente
crescentes de alcool, sendo 60 minutos cada, e entdo colocados em resina de embebi¢io por
até 7 dias (Silva-Zacarin et al., 2012). Apos este procedimento, os 6rgaos foram incluidos em
historesina, e posteriormente, realizou-se a microtomia para obtencdo de 30 laminas
histologicas de cada animal, contendo 3 sec¢des de um 6rgdo em cada lamina no caso de X.
frontalis, e 3 sec¢des de cinco 6rgdos em cada lamina no caso de 4. mellifera, sendo as
secgoes de 3 um de espessura em ambas as espécies. Apods isso, as seccoes histologicas das
glandulas de veneno foram submetidas a diferentes coloragdes: Hematoxilina-Eosina para
analise morfoldgica, Reagdo do 4cido peridodico de Schiff (P.A.S.) para deteccdo de
carboidratos e glicoconjugados neutros, Azul de Bromofenol e Xylidine Ponceau para
deteccao de proteinas totais, e Sudan Black para detec¢ao de lipidios neutros, analisadas sob
microscopio de luz e fotografadas para avaliacdo qualitativa das suas caracteristicas
morfoldgicas e histoquimicas.

Para as microfotografias de andlise morfologica e histoquimica foram selecionadas 3
laminas de cada individuo, por espécie, que melhor representavam a totalidade da area do
orgao, com 2 imagens obtidas por regido do 6rgdo na seccao histologica escolhida e por
aumento correspondente as diferentes objetivas (2x, 10x, 20x, 40x e 100x).

Na quantificacdo da intensidade de pixels para marcagdo positiva de proteinas, foi
selecionada uma lamina de cada individuo, sendo trés sec¢des coradas com Xylidine Ponceau

que tivessem a area completa do reservatorio no campo de visao, de onde foram obtidas 15
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imagens também por individuo, de diferentes regides do reservatorio, garantindo uma captura
ampla da area que contém a secre¢do, sem sobreposi¢des, todas fotodocumentadas com
objetiva de 40x.

As padronizagdes das fotografias no software de formagao de imagem CellSens foram:
valores de brilho maximo de 207 ¢ minimo de 0, intensidade média de 139,35 e numero total
de pixels em 3.137.536. O intervalo de intensidade dos pixels foi mantido constante, de 0 a
255. O brilho e o contraste foram mantidos em 50, com Gamma ajustado em 1.

O uso do software Imagel, mede a intensidade dos pixels nas regides de interesse
(ROIs), que reflete a intensidade da marcag¢do positiva, a qual reflete a concentragdo de
proteinas (na coloragdo Xylidine Ponceau, por exemplo), gerando dados quantitativos como
area e intensidade média da marcagdo em pixels. A imagem foi invertida, gerando um
negativo, para evitar a contagem de areas vazias durante a analise. O ROI foi fixo com largura
(w) de 1.400 pixels e altura (h) de 1.400 pixels. Os dados foram exportados no R para realizar
andlises estatisticas, permitindo a interpretacdo precisa das diferencas de intensidade das

marcagdes positivas entre amostras.

2.3. QUANTIFICACAO HISTOQUIMICA DE PROTEINAS PELA
INTENSIDADE DE PIXELS

A metodologia adotada nesta analise foi desenvolvida em etapas sucessivas, com o
objetivo de comparar as quantificagdes de proteinas entre as diferentes espécies de abelhas
analisadas. Primeiramente, os dados foram coletados e organizados em um arquivo do Excel,
contendo as variaveis categoricas "Especie" (referente a espécie de abelha) e "Abelha"
(identificador individual), além das medidas de quantificag@o de proteinas. Esses dados foram
preparados para serem analisados utilizando técnicas estatisticas apropriadas.

As analises dos dados foram conduzidas no software R, versdo 4.4.2 (R CORE
TEAM, 2024). Inicialmente, os dados obtidos por quantificagdo indireta de proteinas,
utilizando a técnica histoquimica com Xylidine Ponceau, foram processados com a
eliminagdo das pseudoréplicas, referentes as imagens do mesmo individuo, calculando-se a
média por individuo. Posteriormente, a homogeneidade dos dados e a normalidade dos
residuos foram verificadas pelos testes de Bartlett (Bartlett, 1937) e Shapiro-Wilk (Royston,

1982), respectivamente. A comparagdo entre as espécies foi realizada por ANOVA one-way.
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2.4. DOSAGEM DE PROTEINAS DAS GLANDULAS DE VENENO DE
Xylocopa frontalis E Apis mellifera

Os tubos contendo as glandulas de veneno (filamento) juntamente com o reservatorio
das duas espécies receberam 20 puL de tampao detergente e 1 uL de antiprotease. As glandulas
foram trituradas por um minuto com o auxilio de um bastdo. Em seguida, os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 14.000g, e os sobrenadantes, equivalentes aos extratos
glandulares, foram integrados em um pool correspondente a 25 reservatorios de 4. mellifera e
outro correspondente a 5 reservatorios de X. frontalis. Posteriormente, os dois pools foram
transferidos para novos tubos para a dosagem das proteinas totais, e dissolvidos em mais
45uLl de tampao detergente a fim de reduzir a concentragao.

A quantificacdo de proteinas foi realizada conforme o método modificado descrito por
Bradford (1976), utilizando albumina bovina como padrao. Para cada amostra, foram
realizadas trés leituras em espectrofotometro (Thermo Electron Corporation — GENESYS
10UV) a 595 nm, com adi¢ao de 7,5 pL. de amostra e 7,5 pL do corante Coomassie Blue em
cada leitura. A cubeta controle continha apenas o tampao detergente e o corante.

Os valores obtidos foram utilizados para o calculo das concentragdes finais de

proteinas e posteriormente analisados por meio de testes estatisticos apropriados.

2.5. ANALISE ESTATISTICA DAS CONCENTRACOES DE PROTEINAS
DO ESTRATO TOTAL OBTIDAS ATRAVES DO METODO DESCRITO
POR BRADFORD (1976) DE X. frontalis e A. mellifera

A comparagdo das concentragdes de proteina do aparato de veneno (glandula de
veneno e reservatorio) entre as duas espécies de abelhas, obtidas por meio da técnica
bioquimica de Bradford, foi realizada utilizando uma abordagem baseada em bootstrapping,
com auxilio do software R, versdo 4.4.2 (R CORE TEAM, 2024). Essa metodologia foi
escolhida devido ao fato de cada espécie ter sido representada por uma Unica amostra por
espécie, compostas por um pool de 25 individuos para A. mellifera e 5 individuos para X.
frontalis, a partir da qual foram realizadas trés leituras.

Inicialmente, calculou-se a média das trés leituras técnicas para cada espécie. Em
seguida, aplicou-se o procedimento de reamostragem com reposi¢ao (bootstrapping) para

estimar a distribui¢do da diferenga entre as médias das espécies. Para isso, foram geradas
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10.000 amostras bootstrap, reamostrado aleatoriamente, com reposi¢do, os valores de
concentragdo de proteina dentro de cada espécie.

Para cada reamostragem, foi calculada a diferenca das médias. A partir da distribui¢ao
gerada, determinou-se o intervalo de confianca de 95% para essa diferenca, além de um valor
de p empirico, correspondente a propor¢cdo de amostras bootstrap cuja diferenca foi maior ou
igual a zero.

Por fim, a diferenca entre as médias foi visualizada utilizando a abordagem de

estatistica de estimagdo, conforme descrito por Ho et al. (2019).

2.6. PADRAO PROTEICO ELETROFORETICO DAS GLANDULAS DE
VENENO DE Apis mellifera E Xylocopa frontalis

Com o objetivo de analisar as concentragdes proteicas das amostras, foram realizadas
eletroforeses em gel de poliacrilamida, empregando um gradiente de 5% a 20% em condigdes
desnaturantes, dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE), seguindo a metodologia descrita por
Hames e Rickwood (1990).

Para a montagem dos géis, utilizou-se um sistema de placas dispostas em formato de
sanduiche. Inicialmente, foi preparado o gel de resolugdo, que constitui a camada inferior,
contendo 10% de acrilamida-bisacrilamida, 0,375M TRIS-HCI (pH 8,8), 0,1% de SDS, 0,05%
de persulfato de amoénio e 0,05% de TEMED. Posteriormente, adicionou-se o gel de
empilhamento sobre o gel de resolugdo, com a seguinte composi¢do: 4% de
acrilamida-bisacrilamida, 0,125M TRIS-HCI (pH 6,8), 0,1% de SDS, 0,05% de persulfato de
amonio e 0,1% de TEMED.

As amostras protéicas provenientes de maceracdo do reservatorio e da glandula de
veneno, de um individuo de X. frontalis ¢ um pool de 5 individuos de 4. mellifera, foram
preparadas pela mistura, na propor¢ao de 1:1 com o tampao de amostra, cuja composicao
inclui: 0,5 M TRIS-HCI (pH 6,8), 20% de glicerol, 40% de SDS 10%, 10% de
2-mercaptoetanol e 2% de azul de bromofenol. Em seguida, as amostras foram aquecidas a
95°C por 5 minutos em bloco termostatico, com o objetivo de promover a desnaturagdo das
proteinas. Apds esse processo, os tubos foram centrifugados a 14.000g por 10 minutos para
separacao entre sobrenadante, pellet e homogenato.

Para a identificacdo das bandas protéicas, foram utilizados marcadores de massa
molecular conhecidos (Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards). Os géis foram

posicionados em uma cuba de eletroforese e imersos no tampao de corrida, composto por
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16,3% de TRIS, 78% de glicina e 5,4% de SDS (pH 8,3). O processo de eletroforese ocorreu
sob tensdo constante de 120 V, durante 60 minutos.

Ao término da corrida eletroforética, os géis foram cuidadosamente retirados e
imersos em uma solug¢do corante contendo Comassie Blue, mantidos sob agitacdo leve por
aproximadamente uma hora. A seguir, os géis foram submetidos a sucessivas trocas de agua,
também sob agitacdo suave, a cada 20 minutos, até que as bandas protéicas se tornassem
visiveis. Por fim, os géis foram retirados, envolvidos em papel celofane e armazenados para
preservacao adequada.

Os géis foram fotografados para posterior andlise das bandas e célculo da mobilidade

relativa e das massas moleculares das proteinas.

2.7. DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR DE PROTEINAS POR
SDS-PAGE COM ANALISE GRAFICA NO EXCEL

Para estimar a massa molecular de proteinas por SDS-PAGE, foi medida a distancia
percorrida pelas bandas no gel, incluindo amostras desconhecidas e padrdes com massas
moleculares conhecidas. Esses dados foram organizados em uma tabela no Excel, onde foi
calculado o logaritmo das massas conhecidas. Em seguida, foi construido um gréafico de
dispersdo relacionando a distancia percorrida com o logaritmo do peso molecular, ajustando
uma linha de tendéncia linear e obtendo sua equagdo. Com essa equacdo, foi calculado o
logaritmo das massas das amostras desconhecidas a partir da distancia percorrida e, por fim,

foi aplicada a antilogaritmizacdo para determinar a massa molecular em kDa.

3.  RESULTADOS

Ao realizar uma analise macroscépica da estrutura do aparelho de veneno, composto
pelo reservatorio e pela glandula de veneno em ambas as espécies, X. frontalis e A. mellifera,
observou-se uma diferenca significativa no tamanho desse conjunto anatémico (Fig. 7). Em X.
frontalis, o reservatorio de veneno, juntamente com a glandula associada, apresenta
dimensdes consideravelmente maiores, sendo aproximadamente 5 vezes maior de
comprimento, em comparacdo com A. mellifera. Essa diferenga pode ser atribuida a
morfologia corporal distinta de X. frontalis, que ¢ considerada uma abelha grande, sendo que
sua fisiologia exigiria uma quantidade maior de veneno para defesa, em consonancia com sua

maior robustez fisica. A diferenga de tamanho do aparato de veneno entre as espécies também
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pode refletir variagdes no comportamento defensivo, na composi¢ao do veneno e na pressao

seletiva enfrentada por cada uma em seus respectivos habitats.

Figura 7: Comparacao macroscopica das glandulas de veneno de X. frontalis (X a esquerda), e

A. mellifera (A a direita), ap6s dissec¢ao do animal

b - bifurcacéo; fe - ferrdo; r - reservatorio.

Fonte: Autoria propria

Além disso, algumas abelhas pertencentes a tribo Xylocopini podem, em certos casos,
ndo apresentar a bifurcacdo terminal no tubo glandular. No entanto, por meio da andlise
macroscopica realizada apds a dissecagdo, foi possivel observar a presenca dessa bifurcagao,
caracteristica que se assemelha ao padrao morfologico descrito para o modelo comparativo, A.

mellifera (Fig. 8).

32



Figura 8: Reservatodrio ligado a glandula de veneno com bifurcagdo terminal de X. frontalis

Fonte: Autoria propria

Enquanto A. mellifera contém em média 360 pg de veneno, X. frontalis pode conter
em média 3.000 pg de veneno, quantidade essa definida experimentalmente apds maceracao
do reservatorio e glandula de veneno da abelha, para nivel comparativo.

Em uma andlise histologica geral, na espécie A. mellifera (Fig. 9A), o reservatorio
armazena um material acidofilo homogéneo, com a presenca de um epitélio basofilo,
conectado a um filamento secretor. Em contraste, na espécie X. frontalis (Fig. 9B), o
reservatorio conectado ao filamento ¢ mais longo, com um epitélio mais espesso em
compara¢do com o de 4. mellifera. H4 uma secre¢do acidofila no limen, visualmente mais
predominante em relagdo a A. mellifera.

Ao analisar as caracteristicas histologicas do filamento secretor, nota-se que em A4.
mellifera (Fig. 9C), o filamento ¢ constituido em um epitélio de células secretoras com
formato cilindrico, com nucleos esféricos e em diferentes posi¢des nas células, que envolve
um limen. A cuticula, que estd presente na porcao apical do epitélio, pode ser vista
circundando o limen, dentro do qual pode estar a secrecdo armazenada. J& em X. frontalis
(Fig. 9D), as células secretoras apresentam-se de formato cilindrico, com ntcleos esféricos,

compondo o epitélio, proximos & membrana basal. A cuticula nesta espécie ¢ mais espessa em
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comparagdo com A. mellifera, a qual por sua vez limita o limen contendo a secre¢do
armazenada.

Ao observar o filamento glandular em detalhes, em A. mellifera (Fig. 9E), a estrutura
filamentosa revela canaliculos, que sdo conectados a cuticula, em atividade de liberagao da
secrecdo, além de células secretoras com nucleos que apresentam cromatina dispersa,
indicando alta atividade secretora. Em X. frontalis (Fig. 9F), os canaliculos contendo secrecao
acidofila sdo visivelmente mais frequentes comparados ao observado em A. mellifera, e as
células formadoras da intima, que secretam tanto a cuticula quanto os canaliculos, exibem

nucleos elipticos.
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Figura 9: Secg¢des histologicas da glandula de veneno de 4. mellifera (A, C, E) e X. frontalis

(B, D, F), corados com Hematoxilina e Eosina para a observacao de estruturas acidas e

basicas

Imagens A e B sdo cortes transversais, e C, D, E e F cortes longitudinais; r - reservatorio; ep - epitélio; f -
filamento proximal; ¢ - cuticula; s - secre¢do; lu - limen; ns - nucleo de células secretoras; mb - membrana basal;
ni - nucleo de células da intima; ca - canaliculo. Barras de escala = 100 um para A ¢ B; 20 um para C e D; 10 pum
paraEeF

Fonte: Autoria propria
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Realizando uma comparacio do reservatorio de veneno de ambas as espécies, em A.
mellifera (Fig. 10A), é possivel identificar o reservatdrio, que esta associado as células
secretoras e as células formadoras da intima junto a cuticula. Em X. frontalis (Fig. 10B), o
epitélio do reservatdrio, a cuticula e as células formadoras da intima que a secreta, também
sdo observados, mas destaca-se a presenga de feixes de musculo esquelético acoplados
externamente ao epitélio do reservatdrio. A superficie luminal multilaminada de 4. mellifera
(Fig. 10C), geralmente ¢ revestida por células cilindricas, sendo estas mais pronunciadas na
bifurcacdo terminal, quando presentes. J& em X. frontalis (Fig. 10D), a musculatura esta
geralmente presente e associada externamente ao epitélio glandular, e as células epiteliais

estdo mais visivelis.

Figura 10: Seccdes histologicas transversais do reservatério de veneno de A. mellifera e X.

frontalis, corados com Hematoxilina e Eosina para a observacao de estruturas acidas e

basicas.

T - reservatorio; ep - epitélio; c - cuticula; ns - nucleo de células secretoras; ni - nucleo de célula formadora da

intima; ml - musculo esquelético. Barras de escala = 50 um para A e B; 20 um para C e D

Fonte: Autoria prépria
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A coloracio PAS + Azul de Bromofenol foi realizada em ambas as espécies,
destacando diferentes componentes do reservatorio de veneno. Em A. mellifera (Fig. 11A), a
secre¢do do reservatorio de veneno foi evidenciada como uma substancia predominantemente
proteica. Esse achado foi confirmado pela Fig. 11C, onde a coloragdo com Xylidine Ponceau
também destacou a secre¢do positiva no reservatdrio, embora ndo tenha havido uma coloragao
intensa do epitélio. Nos canaliculos, ¢ possivel observar a presenca de glicoconjugados e/ou
carboidratos, evidenciados pela reacdo positiva ao PAS, e de proteinas evidenciada pelo Azul

de Bromofenol. A secrecdo da glandula de veneno, visualizada em Fig. 11B e Fig. 11D.

Figura 11: Secc¢des histologicas do reservatorio e glandula de veneno de A. mellifera
(filamento proximal), corados com Acido Periddico de Schiff (PAS) + Azul de Bromofenol
(A e B) para observagao de glicoconjugados neutros ¢ Xylidine Ponceau (C e D) para a

observagao de proteinas

ns

ep

Imagens A e C sdo cortes transversais, e B ¢ D cortes longitudinais. r - reservatorio; ep - epitélio; ¢ - cuticula; ca
- canaliculo; ns - nicleo de células secretoras; ni - ntiicleo de células da intima; s - secrec¢do; lu - laimen. Barras de

escala =10 um

Fonte: Autoria propria
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Em X frontalis, a andlise histoquimica também foi realizada. Observa-se a marcagao
positiva na coloragdo magenta do PAS no epitélio do reservatério, indicando a presenca de
glicoconjugados (Fig. 12A). Além disso, ¢ evidente que o reservatoério armazena uma
secregdo predominantemente proteica, o que foi confirmado pela intensa coloragdo com
Xylidine Ponceau na Figura 12C. Os canaliculos também evidenciaram a presenga de

carboidratos (Fig. 12B) e proteinas (Fig. 12D).

Figura 12: Secgdes histologicas do reservatdrio e glandula de veneno de X. frontalis
(filamento proximal), corados com Acido Periddico de Schiff (PAS) + Azul de Bromofenol

(A e B) para observacao de glicoconjugados neutros e Xylidine Ponceau (C e D) para a

observacao de proteinas

Imagens A e C so cortes transversais, e B e D cortes longitudinais. r - reservatorio; ep - epitélio; ¢ - cuticula; ca
- canaliculo; ns - nicleo de células secretoras; ni - ntiicleo de células da intima; s - secrec¢do; lu - laimen. Barras de

escala =20 um para A,B e C; 10 um para D
Fonte: Autoria propria

A coloragdo Sudan Black foi aplicada para a analise histoquimica, porém resultou

predominantemente em marcagdo inespecifica, visivel como tons de cinza e preto no
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background, que ndo sdo considerados positivos. Na Figura 13A, que representa os 6rgaos de
A. mellifera, observa-se o reservatdrio, juntamente com o epitélio e os filamentos, todos
apresentando apenas coloracdo inespecifica, sem destaque de estruturas lipidicas especificas
que estariam marcadas em azul escuro. Na Figura 13B, a glandula de veneno de 4. mellifera é
mostrada, incluindo detalhes como o limen, a secre¢do, a cuticula e o nucleo das células
secretoras. No entanto, todas essas estruturas também apresentam apenas uma marcagao
inespecifica, sem diferenciagdo ou evidéncia clara de acumulo de substancias lipidicas

especificas.

Figura 13: Seccdes histologicas do reservatdrio e glandula de veneno de 4. mellifera

(filamento proximal), corados com Sudan Black, para a observagao de lipidios,

Imagem A se refere ao reservatorio de veneno em corte transversal e B a glandula de veneno em corte
longitudinal. r - reservatorio; ep - epitélio; ¢ - cuticula; f - filamento; ns - nucleo de células secretoras; s -

secrecdo; lu - lumen. Barras de escala = 100 pm para A; 10 um para B

Fonte: Autoria propria

O mesmo padriao de marcagdo inespecifica observado em A. mellifera também se
aplica a espécie X. frontalis. Na Figura 14A, o reservatorio, o epitélio e a musculatura
esquelética sdo visiveis, mas todos demonstram apenas marcacao inespecifica, exibindo tons

de cinza e preto, sem qualquer destaque de componentes lipidicos. Na Figura 14B, a glandula
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de veneno de X. frontalis ¢ apresentada, incluindo o lumen, a cuticula, a secrecdo, e os
nucleos das células secretoras, além das células da intima. No entanto, semelhante ao que foi
observado anteriormente, todas essas estruturas também apresentam marcagao inespecifica,

sem qualquer realce ou diferenciagao particular de lipidios na secregao.

Figura 14: Seccdes histologicas do reservatdrio e glandula de veneno de X. frontalis

(filamento proximal), corados com Sudan Black, para a observacao de lipidios

Imagem A se refere ao reservatorio de veneno em corte transversal e B & glandula de veneno em corte
longitudinal. r - reservatério; ep - epitélio; ¢ - cuticula; ns - nicleo de células secretoras; ni - niicleo de células da

intima; s - secre¢do; lu - lamen. Barras de escala = 100 pm para A; 10 um para B
Fonte: Autoria propria

A coloragdo com Sudan Black ndo evidenciou positividade para lipidios de forma
especifica para ambas as espécies, A. mellifera e X. frontalis. Em todas as imagens analisadas,
a secre¢do presente no reservatorio foi considerada negativa para lipidios pela coloragdo com
Sudan Black.

A andlise da variabilidade dos pixels das concentracdes de proteinas revelou uma

influéncia significativa das espécies. Os individuos de A. mellifera apresentaram, em média,
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uma intensidade de marcacdo 1,35 vezes maior na técnica histoquimica de Xylidine Ponceau
do que os individuos de X. frontalis [F(1,8) = 8.647, p = 0.019)], indicando maior

concentracdo de proteinas no veneno de 4. mellifera (Fig. 15).

Figura 15: Intensidade de marcagdo pela técnica histoquimica de Xylidine Ponceau, utilizada

como estimativa do contetido proteico no reservatério de veneno de duas espécies de abelhas
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Os valores no eixo Y representam a intensidade média dos pixels, refletindo a saturagdo da marcagdo. O
retangulo indica o intervalo interquartil (IQR), o ponto preto dentro do retangulo mostra a média dos dados,
ponto preto menor fora do retangulo indica outlier e o violin plot mostra a distribui¢do dos dados e a densidade
dos valores.

Fonte: Autoria propria

Esses resultados refletem a variabilidade bioldgica significativa entre A. mellifera e X.
frontalis. Dentro das espécies, também foram observadas diferengas notaveis, indicando
variacoes intraespecificas que sao significativas.

Utilizando a técnica de Bradford, a concentracdo de proteinas presente no reservatorio
de veneno também foi maior nos individuos da espécie A. mellifera (bootstrapping, p = 0).
Em média, a concentracdo de proteinas em X. fromtalis foi 8,5 vezes menor que a

concentracao de A. mellifera (Fig. 16).

41



Figura 16: Concentragdo de proteinas estimada pela técnica Bradford utilizando reservatorios

de veneno de duas espécies de abelhas
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Pontos indicam os valores obtidos em cada leitura da amostra, linha horizontal preta indica a média e linhas
vertical o intervalo de confianga dos dados. No eixo Y direito é possivel ver a diferenca entre as médias das duas
espécies.

Fonte: Autoria propria

Essa diferenca observada entre as espécies, evidenciada tanto pela analise
histoquimica quanto pela quantificagdo bioquimica, refor¢a a consisténcia dos resultados
obtidos da histoquimica (Xylidine Ponceau) e sugere uma possivel correlacdo entre a
atividade secretora e a quantidade de proteina armazenada no saco de veneno.

A amostra de veneno das espécies X. frontalis e A. mellifera foi analisada utilizando a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS-PAGE. O material foi fracionado
em sobrenadante, pellet e homogenato, permitindo a observacao de padrdes protéicos distintos
entre as espécies, assim como descrito nos métodos (Fig. 17). A presenga de alguns peptideos
de maior massa molecular no veneno foi confirmada, corroborando estudos protedmicos

anteriores.
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Figura 17: Gel de poliacrilamida na técnica de SDS-PAGE para observacao de substancias
proteicas organizadas em bandas, com diferentes massas moleculares (kDa); imagem em

negativo.
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Fonte: Autoria propria

No sobrenadante, fracdo que tende a corresponder a por¢do solivel do veneno apos
centrifugacdo, contendo principalmente peptideos, enzimas soliiveis e outras proteinas de
menor peso molecular, foi observada a presenga da banda pré-denominada D apenas na
espécie X. frontalis. Em contrapartida, a banda B se apresentou mais definida na espécie A.
mellifera. Apesar dessas diferencas, ambas as espécies exibiram a banda A, evidenciando uma
semelhanca entre os perfis proteicos desta fracao.

No pellet, fracdo que compreende as proteinas menos soluveis, agregadas ou
associadas a estruturas celulares, foram identificadas as bandas E, C ¢ novamente a banda D
exclusivamente na espécie X. frontalis. Por outro lado, a banda F foi observada apenas em A.
mellifera, sugerindo diferencas na composi¢do proteica associada as fracdes menos soluveis
do veneno entre as espécies.

No homogenato, que representa a amostra total do veneno, contendo tanto as proteinas
soluveis quanto as ndo soluveis, as bandas A e D foram mais aparentes em X. frontalis. Em

contrapartida, a banda G foi observada apenas em A. mellifera, refor¢gando a existéncia de
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diferencas entre os perfis proteicos totais das duas espécies. Tanto no sobrenadante quanto no
homogenato, a banda D de X. frontalis foi a que mais se intensificou nesta técnica.
Oligopeptideos do veneno, com massa molecular abaixo de 15 KDa, ndo formam
bandas porque difundem-se no gel e, portanto, ndo sao visualizados por meio desta técnica.
Através do calculo da equacdo da linha de tendéncia do grafico gerado, foi possivel
estimar a massa molecular em kDa das bandas desconhecidas, por meio do padrdo ja

conhecido (Tabela 1).

Tabela 1. Representacdo dos resultados obtidos do calculo de kDa das bandas desconhecidas

Bandas desconhecidas kDa calculdado

E 231,6327696

78,66834252

66,57328694

45,51976381

40,15133594

21,3845443

m Qo |la|l®m | >

19,20436714

Fonte: Autoria propria

Com base nos valores estimados de massa molecular, ¢ possivel inferir que a banda E,
com aproximadamente 231 kDa, possa corresponder a uma proteina multimérica de transporte
de calcio localizada na membrana celular (UniProt, 2025).

As bandas A e B, com massas moleculares estimadas em aproximadamente 78 kDa e
66 kDa, respectivamente, provavelmente correspondem a lectinas, proteinas ndo imunoldgicas
com alta afinidade por carboidratos.

As bandas D e C, com massa molecular estimada em aproximadamente 40 kDa e
45kDa, respectivamente, provavelmente correspondem a serino-protease, uma enzima
multifuncional com atividade catalitica que desempenha um papel importante no veneno de
abelhas.

J& as bandas G e F, com massa molecular estimada em aproximadamente 19 e 21 kDa,
respectivamente, podem corresponder a Metaloproteinases, uma classe de enzimas que

desempenham um papel fundamental na degradacao de proteinas da matriz extracelular.
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4. DISCUSSAO
Morfologicamente, na regido posterior do abdomen de X. fromtalis, o aparelho de
inoculacdo de veneno € composto pelo ferrdo, que esta acoplado a um duto excretor. Esse duto
termina no reservatorio de veneno, uma estrutura onde o veneno € armazenado
temporariamente antes da liberacdo. O reservatorio, por sua vez, estd conectado ao tubo
glandular bifurcado, que se estende até a parte final do aparelho, onde se localiza a glandula
de veneno propriamente dita.

E importante notar que o tubo glandular, ao longo de toda a sua extensdo, apresenta
caracteristicas histoldgicas semelhantes as encontradas nas células secretoras da glandula de
veneno, segundo Cruz-Landim e Baldissera (1967), Abreu, et al. (2005) e Arruda, et al.
(2007). Isso indica que, embora haja distingdes morfoldgicas entre as diferentes regides
anatomicas do sistema glandular, o epitélio secretor mantém uma uniformidade celular em
termos de funcao e estrutura ao longo do tubo, o que pode sugerir um papel continuo na
producdo e secre¢do de componentes do veneno.

Ademais, os musculos que movimentam a bolsa de veneno em A. mellifera auxiliam
tanto na insercao do ferrdo quanto na liberacdo do veneno. Eles continuam a bombear o
veneno mesmo depois de o ferrao ficar preso no alvo e a abelha se afastar, o que leva a
ruptura do abdomen e a morte da operdria. J4 nas rainhas, a musculatura ¢ mais robusta,
evitando a ruptura do abdomen ap6s o uso do ferrdo (Herman 1982; Cruz-Landim e Abdalla,
2002). De forma semelhante, na analise histoldgica do reservatério de veneno em X. frontalis,
a musculatura também se mostrou mais evidente, possivelmente devido a sua robustez e
maior presenca de musculos.

A natureza quimica do veneno de 4. mellifera ¢ amplamente descrita na literatura
(Altmann ef al., 1991; Banks e Shipolini, 1986; Shipolini et al., 1971; Schmidt; Blum; Overal,
1986; ). A secrecdo, que ¢ alcalina durante o processo de producdo e armazenamento, passa
por uma acidifica¢do apos ser liberada (Abreu; Silva; Camargo-Mathias, 2010). Essa mudanca
no pH, assim como estudado por Kumar e Devi (2004), esta relacionada a distribuicdo das
enzimas fosfatases acida e alcalina, sendo a primeira mais abundante na glandula e a segunda
no reservatorio, observada através da coloracdo pela Hematoxilina que tem carater basico,
sendo atraida por substancias acidas referente a glandula, e da abundante coloragdo pela
Eosina que tem carater 4cido, sendo atraido por substincias basicas do reservatorio.

A diferenga observada no tamanho do aparelho de veneno entre as duas espécies,
permite inferir que X. frontalis exibe um reservatorio maior e uma glandula de veneno mais
desenvolvida, que pode ser interpretada como uma adaptacdo as diferentes demandas
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ecoldgicas e comportamentais dessas abelhas. X. frontalis, sendo uma abelha ndo-social de
grande porte, depende de um aparato de veneno maior, possivelmente devido ao seu
comportamento defensivo, que requer maior quantidade de veneno para lidar com predadores
ou competidores, e nao perde o ferrdo apos ferroar. Essa necessidade ¢ exacerbada pelo fato
de que X. frontalis ndo possui o suporte de uma coldnia para defesa, ao contrario de A.
mellifera, uma abelha social cujas defesas dependem mais da cooperagdo entre os membros
da colonia. O tamanho reduzido do aparelho de veneno em A. mellifera, que perde o ferrao
apos a ferroada e morre, pode refletir essa divisao de mecanismos defensivos, onde o veneno
desempenha um papel mais estratégico e econdmico.

A andlise histoldgica revelou algumas diferencas na composicdo e organizagdo das
células secretoras e das estruturas associadas ao veneno, como a cuticula e os canaliculos.
Essas diferencas podem refletir pressoes seletivas distintas entre as espécies. Em X. frontalis,
o epitélio mais espesso e a presenca de uma secrecao acidofila mais abundante sugerem uma
produ¢do mais intensa de veneno, o que pode estar relacionado a uma necessidade de um
maior armazenamento para uma possivel defesa mais pronunciada. A presenga de mais
canaliculos conectados a cuticula e a maior espessura dessa estrutura indicam que o processo
de secrecdo do veneno ¢ mais afluente em X. frontalis, resultando em um veneno com maior
volume de produgao.

Ja em A. mellifera, o epitélio mais fino e a menor quantidade de secre¢do no lumen
indicam um perfil de secre¢do menos volumoso, porém mais concentrado, o que pode estar
alinhado com o papel defensivo dessas abelhas. Esse papel defensivo pode exigir um veneno
mais concentrado, possivelmente contendo menos agua, em razio do tamanho menor da
abelha. Além disso, como a abelha morre ao se defender, ¢ provavel que a alta concentragdo
do veneno seja essencial para garantir maior poténcia por ferroada. Isso ¢ reforcado pelas
contracdes musculares continuas que ajudam a injetar o veneno de forma eficaz, mesmo apds
o ferrdo ter se desprendido. A presenca de nucleos com cromatina dispersa nas células
secretoras de A. mellifera pode indicar uma maior atividade de transcri¢ao génica refletindo
na flexibilidade na sintese de secre¢do, ajustando a producao de veneno conforme necessario,
o que reflete o comportamento defensivo das abelhas sociais, que ¢ mais reativo ¢ depende da
ameacga presente.

Outro aspecto notavel é a presenga de feixes de musculo esquelético associados ao
reservatorio de veneno de X. frontalis, algo que nao foi tdo observado em A. mellifera. A
musculatura estd também envolvida na expulsio do veneno de forma mais eficiente,

indicando uma adaptagdo fisioldgica para melhorar a defesa por meio de uma descarga mais
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eficaz de veneno. Em contrapartida, a auséncia de musculos bem desenvolvidos no
reservatorio de 4. mellifera reforga a hipdtese de que seu sistema de veneno nao é projetado
para liberagdes massivas, pois 0 mecanismo de liberacdo do veneno ocorre de forma passiva:
ao ferroar, a operaria perde o ferrdo e o aparelho associado, que permanece fixado no alvo
enquanto a musculatura pulsante continua a bombear o veneno. No entanto, a principal
dispersdao do veneno ocorre devido ao movimento da prdpria vitima ao tentar remover o
ferrdo, pressionando o reservatorio e facilitando a liberagdo. Assim, o volume de veneno
injetado ativamente pelo auxilio da musculatura da abelha ¢ relativamente baixo.

Por outro lado, em X. frontalis, o ferrdo ndo ¢ perdido apds a ferroada, tornando
essencial que todo o veneno seja injetado rapidamente para garantir a eficacia do ataque ou
defesa. Nesse contexto, a musculatura que envolve o saco de veneno € mais robusta e bem
desenvolvida, permitindo uma liberagdo ativa e eficiente da secrecdo toxica no momento da
ferroada. Esse mecanismo confere uma vantagem adaptativa a abelha carpinteira, uma vez
que sua sobrevivéncia depende da capacidade de se defender e escapar rapidamente.
Estratégia semelhante é observada em algumas vespas, que apresentam musculatura bem
desenvolvida para garantir a injecdo imediata do veneno, reforcando a relacdo entre a
morfologia do aparelho de ferrdo e a ecologia da espécie.

A auséncia de marcacdo positiva com o Sudan Black, mesmo sendo comum a
presenga de fosfolipidios em veneno de A. melifera (Sobral, et al., 2016; Pucca et al., 2019)
indica que os componentes lipidicos no veneno de ambas as espécies sdo escassos a ponto de
nao serem detectados por meio desta técnica histoquimica. Isso sugere que o veneno tem uma
composicdo principalmente proteica, sendo os lipidios pouco envolvidos na composi¢do do
veneno secretado, e que o método histoquimico empregado ndo detectou sua presenca. Este
fato ¢ importante, pois confirma que o foco funcional do veneno estd em suas propriedades
bioquimicas relacionadas as proteinas.

A reacdo de PAS evidenciou a presenga de glicogénios no epitélio secretor e
glicoconjugados nos canaliculos, o que pode estar relacionado, respectivamente, ao
metabolismo energético inerente da atividade secretora da glandula e de glicoconjugados
associados aos demais componentes do veneno. A presenca de possiveis glicoconjugados
PAS-positivos no canaliculo pode ser indicativa da secrecdo de uma enzima glicoproteica, a
Fosfolipase A: (PLA:) ¢ uma enzima amplamente encontrada no veneno de 4. mellifera,
podendo também estar presente em X. frontalis. Essa enzima catalisa a hidrélise da ligacao
acil éster graxo sn-2 dos fosfoglicerideos, resultando na liberagdo de acidos graxos livres e

lisofosfolipidios. Além de seu papel na toxicidade do veneno, a PLA: pode estar envolvida em

47



atividades antibacterianas, anticoagulantes e na mediacdo de processos inflamatdrios
(Leandro, et al., 2015). A presenga de glicogénio nas células secretoras pode estar diretamente
ligada a producao dessa enzima, uma vez que carboidratos podem atuar como fonte de energia
para a biossintese e secrecdo de proteinas glandulares. No entanto, apesar da confirmacao da
PLA: nas andlises histoquimicas, sua deteccdo no gel de SDS-PAGE nao foi possivel,
provavelmente devido a sua massa molecular entre 13 e 19 kDa, enquanto a leitura do gel foi
precisa apenas para proteinas acima de 20 kDa.

Ja a coloragdo positiva de Azul de Bromofenol indica proteinas nas glandulas e
reservatorios de ambas as espécies, sugerindo que o veneno de X. frontalis e A. mellifera tem
uma base proteica significativa, como esperado de acordo com Cunha e Martins (2012),
Sobral, et al. (2016) e Pucca et al. (2019).

Os resultados das leituras de intensidade de pixels para a quantificagdo de proteinas
coradas com Xylidine Ponceau indicam diferengas significativas entre A. mellifera e X.
frontalis, com A. mellifera apresentando concentragdes proteicas superiores. Essa tendéncia €
reforcada pelos dados obtidos por meio do ensaio de quantificagdo de proteinas totais pelo
método de Bradford. A congruéncia entre os métodos confirma a diferenca expressiva no
contetido proteico do veneno dessas espécies, sugerindo variagdes tanto na composi¢ao
bioquimica quanto na funcionalidade das proteinas presentes.

Essa diferenca pode ser atribuida a fatores bioldgicos e evolutivos distintos entre as
espécies. A. mellifera, como abelha altamente social e produtora de mel, pode demandar uma
producao de proteinas mais elevada para fungdes associadas a defesa e comunicagdo quimica,
o que se reflete na maior concentracdo em seu veneno. Por outro lado, X. frontalis, uma
abelha ndo-social, pode ter mecanismos de defesa e ecologia diferentes, resultando em uma
menor necessidade de proteinas diversas em seu veneno.

A andlise da Figura 15, gerada a partir da quantificagdo da concentragdo proteica por
intensidade de pixels corados com Xylidine Ponceau, revela tanto varia¢des intraespecificas
quanto interespecificas, evidenciando que a concentracdo de proteinas pode diferir entre
individuos da mesma espécie. Essa variacdo pode estar associada a auséncia de padronizagao
da idade das abelhas no momento da coleta, um fator determinante na dindmica da produgao e
armazenamento do veneno. Em A. mellifera, por exemplo, sabe-se que o reservatorio de
veneno atinge sua capacidade maxima no 16° dia de desenvolvimento, coincidente com a
transi¢do para a fase de forrageamento. Além disso, a formacao do reservatorio ocorre de
maneira gradativa, com as células mais antigas se degenerando para evitar gasto energético

desnecessario (Cruz-Landim e Abdalla, 2002). A fisiologia de A. mellifera serve como
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referéncia para interpretar os achados em X. frontalis, considerando suas diferengas etologicas
e longevidade. X. frontalis possui um ciclo de vida mais longo, vivendo de dois a trés meses
ainda apds a copula, periodo no qual cuida da prole. Diferente de 4. mellifera, que tem uma
expectativa de vida total média de 45 dias e perde o ferrdo apds a ferroada, enquanto X.
frontalis pode ferroar multiplas vezes sem perder o aparato de inoculacdo. Dessa forma,
dependendo da idade do individuo analisado, ndo se espera que as concentragdes sejam iguais.
Vale ressaltar também que nao ¢ esperado que a glandula de veneno de X. frontalis esteja em
regressao, assim como em A. mellifera, sendo essencial explicitar essa distingdo para evitar a
suposicdo equivocada de que X. frontalis segue o mesmo padrdo degenerativo observado em
A. mellifera.

A abelha X. frontalis apresenta um veneno com menor concentragdo proteica por area
avaliada em comparagdo ao de 4. mellifera, porém em maior volume, 0o que sugere uma
estratégia defensiva adaptada as suas necessidades ecolodgicas e comportamentais. Uma
hipotese ¢ que o maior volume de veneno serve para compensar sua menor toxicidade,
garantindo que o efeito defensivo seja eficaz mesmo em concentragdes proteicas mais baixas.
Essa quantidade aumentada pode permitir a Xylocopa liberar doses maiores em situagdes de
defesa, assegurando uma resposta eficaz contra predadores ou competidores. Além disso, o
grande volume de veneno pode ter um papel dissuasivo, ja que a liberacdo de uma grande
quantidade pode intimidar potenciais ameacas. Como abelha ndo-social e territorial, a X.
frontalis enfrenta diferentes pressdes seletivas em relacdo as abelhas sociais como A4.
mellifera. Suas defesas incluem ndo apenas o veneno, mas também sua forca fisica,
investidas, mordidas, ejecdo de fezes em intrusos, entre outros (Marchi e Melo, 2010),
sugerindo que o veneno volumoso funciona como uma forma de prote¢do complementar a
essas outras estratégias. Assim, a maior produg¢do de veneno pode ser um mecanismo
adaptativo que possibilita a espécie enfrentar multiplas ameacas sem esgotar rapidamente suas
reservas de veneno, proporcionando vantagens em ambientes competitivos e territoriais.

A andlise eletroforética revelou diferengas marcantes na composi¢do proteica dos
venenos de X. frontalis e A. mellifera, sugerindo distintas estratégias bioquimicas de agao.
Embora ambas as espécies compartilhem alguns componentes proteicos, como provaveis
lectinas, as proporg¢des e distribuicdes dessas proteinas diferem substancialmente, o que pode
impactar os efeitos fisioldgicos do veneno em seus alvos bioldgicos.

No veneno de abelhas, as lectinas podem desempenhar um papel na modulacao da
resposta imune, possivelmente reconhecendo padrdes especificos de carboidratos em
microrganismos. Em invertebrados, essas proteinas tém sido associadas a mecanismos de
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defesa da resposta imune inata (Bayne, 1990; Sharon e Lis, 2004). Além disso, as lectinas
podem facilitar a disseminagdo dos componentes toxicos do veneno ao interagir com
glicoconjugados das células-alvo, intensificando a resposta inflamatoria e contribuindo para
os efeitos citotoxicos observados no envenenamento (Zingali; Bianconi; Monteiro, 2001). A
massa molecular dessas proteinas ¢ compativel com as bandas A e B, sugerindo sua presenca
em ambas as espécies. No sobrenadante, X. frontalis apresentou a banda A, embora em menor
recorréncia quando comparado a A. mellifera, onde essas proteinas podem estar nas bandas A
tanto no sobrenadante, quanto no homogenato, ¢ B no sobrenadante. No entanto, no
homogenato de X. frontalis, a presenga dessas potenciais lectinas voltou a ser expressiva,
sugerindo que sua distribuicdo pode estar relacionada a estrutura do veneno ou ao local de
producdo e armazenamento dessas proteinas. Essa diferenca sugere que, enquanto o veneno
de A. mellifera possui uma composi¢do mais rica em proteinas de massa molecular que
variam de 60 a 80 kDa (provaveis lectinas) no sobrenadante e no homogenato, o de X.
frontalis pode apresentar uma regulacao diferenciada desses componentes, possivelmente com
fungdes especificas relacionadas a sua biologia e estratégia de envenenamento.

Dentre os achados mais relevantes, destaca-se a abundancia de proteinas de massa
molecular aproximada de 40 kDa na banda D, possivelmente composta por serino-proteases,
no sobrenadante de X. frontalis, em contraste com A. mellifera, que nao apresentou. Essa
classe de enzimas atua degradando outras proteinas do tecido no local da ferroada, facilitando
a dispersdo dos componentes toxicos. Além disso, as serino-proteases podem modular
processos inflamatdrios ao interagir com proteinas plasmaticas, influenciando a coagulacao
sanguinea, a fibrindlise e a agregacdo plaquetdria (Serranos, 2013). Essa atividade enzimatica
pode contribuir para os efeitos locais, como edema e necrose, €, em casos mais severos, pode
desencadear reacdes sistémicas, como a disfuncdo de multiplos 6rgaos (Schmidt et al., 1986).
O fato de as serino-proteases também estarem possivelmente presentes, embora em menor
quantidade, no pellet e no homogenato, sugere que essas enzimas sdo produzidas ativamente
pelo epitélio secretor do veneno, mas podem estar distribuidas em outras regides da amostra,
talvez associadas a matriz extracelular do tecido glandular ou a vesiculas de secrecao.

A possivel predominancia de proteinas composta por serino-proteases em X. frontalis
indica um mecanismo de agdo potencialmente mais voltado para a degradacdo tecidual e
modulagdo inflamatoéria, o que pode influenciar a eficicia do envenenamento e sua dispersao
no organismo da vitima. Em contraste, A. mellifera ndao demonstrou essa mesma abundancia
dessas enzimas no sobrenadante, sugerindo que o perfil proteolitico do veneno da abelha

social pode ser menos dependente dessas proteases especificas.

50



Outro achado relevante foi a presenga, exclusivamente no pellet de X. frontalis, da
banda E, indicativa de proteinas multiméricas, com massas moleculares que variam de 20 a
300 kDa, possivelmente uma proteina de transporte de calcio localizada na membrana celular.
Essas proteinas, como canais i6nicos dependentes de voltagem, sdo essenciais para a
regulagdo do equilibrio i6nico e da sinalizagdo celular, permitindo a passagem seletiva de ions
Na" conforme o gradiente eletroquimico. A presenca dessa proteina sugere que o veneno de X.
frontalis pode atuar em alvos celulares especificos, alterando fluxos i6nicos e afetando
diretamente a excitabilidade neuronal ou a contragao muscular.

Em contrapartida, um fator exclusivo do veneno de A. mellifera foi a detecgdo das
bandas G e F, com massas moleculares aproximadas de 21 kDa e 19 kDa respectivamente,
indicativas de metaloproteinases no pellet e no homogenato, proteinas ausentes em X.
frontalis. As metaloproteinases desempenham um papel critico na degradagdo da matriz
extracelular e no aumento da permeabilidade vascular, facilitando a disseminagdo dos
componentes do veneno. Sua possivel presenca pode explicar, ao menos em parte, a alta
eficiéncia da ferroada de 4. mellifera em gerar inflamagao e dano tecidual.

A andlise por SDS-PAGE ndo revelou a presenca de hialuronidases na amostra,
indicando que essas enzimas nao foram detectadas por essa técnica.

A tentativa de visualizar peptideos de menor massa molecular, como melitina,
apamina, mastoparanos, fosfolipase A,, xilopina e xilopinina, utilizando um gel de maior
concentracdo, nao resultou na definicdo de bandas claras. A formac¢ao de uma mancha difusa
sugere a presenca desses peptideos, mas a técnica utilizada ndo foi suficiente para sua
discriminacdo precisa. Dessa forma, os resultados indicam que a eletroforese SDS-PAGE, por
si 80, nao ¢ adequada para a caracterizagdo completa do veneno de X. frontalis. Mas € possivel

que todos esses compostos podem estar presentes no veneno da abelha nativa X. frontalis.

5. CONCLUSAO

Este estudo caracterizou detalhadamente o aparelho de veneno de X. frontalis e o
comparou com A. mellifera, revelando diferencas morfoldgicas, histoldgicas e bioquimicas
significativas. X. frontalis possui um reservatorio maior ¢ uma glandula mais desenvolvida,
com epitélio secretor espesso, secre¢do acidofila abundante e canaliculos conectados a
cuticula, sugerindo um processo de secrecdo mais ativo € um mecanismo de liberagdo mais
eficiente, ao contrario do sistema passivo de A. mellifera, que exibe epitélio mais fino e
secrecdo menos volumosa, mas provavelmente mais concentrada, condizente com seu

comportamento defensivo coletivo. A histoquimica mostrou que o veneno de ambas as
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espécies ¢ essencialmente proteico, sem lipidios e carboidratos na secrecao luminal, mas com
carboidratos no epitélio glandular. A quantifica¢do proteica indicou maior concentracdo de
proteinas no veneno de A. mellifera, possivelmente para maximizar a poténcia da ferroada
unica das operarias, enquanto X. frontalis apresenta menor concentragao proteica, mas maior
volume de veneno, o que pode compensar essa diferenca. A variagdo intraespecifica sugere
influéncia da idade e condigdo fisiologica na produgdo de veneno, destacando a necessidade
de estudos futuros sobre o desenvolvimento glandular. Como a técnica de SDS-PAGE nao
identificou peptideos menores, analises protedmicas mais sensiveis sao recomendadas para

elucidar a composicao do veneno e suas implica¢des bioldgicas.
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