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RESUMO  

Apesar da importância das abelhas como polinizadores, o declínio de suas populações tem sido 

alarmante e, constantemente, associado ao contato desses insetos com agrotóxicos. No caso de 

intoxicação, um dos primeiros sistemas afetados é o sistema imune, já que ele constitui a primeira 

barreira de defesa e manutenção do organismo. Contudo, avaliações dos impactos causados por 

agentes externos nesse sistema ainda são escassas e mensuradas de maneira indireta. Assim, buscando 

testes mais específicos a nível celular, o presente trabalho propôs a padronização do cultivo in vitro 

de hemócitos de abelha Apis mellifera africanizada, para posteriores estudos ecotoxicológicos. Tal 

padronização demandou o estabelecimento de diversos parâmetros, dentre eles a quantidade de 

células para o início do cultivo, a melhor temperatura e o estágio de desenvolvimento para coleta da 

hemolinfa, o método adequado para extração de hemolinfa, a determinação do meio de cultura ideal, 

das condições laboratoriais, etc. Primeiramente observou-se que as larvas de abelha A. mellifera 

africanizada em quinto instar possuíam uma quantidade significativamente maior de hemócitos 

circulantes (p<0,001) do que os outros estágios avaliados (recém emergidas e forrageiras), sendo 

assim, foi estabelecida a coleta da hemolinfa de larvas cultivadas in vitro, a fim de minimizar as 

chances de contaminações da cultura celular. Além disso, a temperatura também se mostrou um fator 

importante na variação da quantidade de hemócitos, estabelecendo-se a faixa de 32±2 oC como ideal 

para a coleta. Diversas técnicas de extração de hemolinfa das larvas também foram testadas. A técnica 

de extração, a partir de uma pequena incisão na região da cabeça da larva com o auxílio de uma 

tesoura oftalmológica, foi padronizada. A qualidade da amostra foi estabelecida por meio da leitura 

em turbidímetro, obtendo-se um valor de referência (22.432,35 - 24.504,87) dado em unidades 

nefelométricas de turbidez (NTUs) para as amostras de hemolinfa.  Após as padronizações iniciais 

estabeleceu-se o cultivo dos hemócitos de larvas de abelha A. mellifera africanizada em quinto instar 

criadas in vitro, em que o meio de cultura Grace’s demonstrou o melhor desempenho para manutenção 

e proliferação celular, havendo uma média de 669 mil células após 24 horas de incubação e 1.141mil 

após 96 horas de incubação. As fotomicrografias em microscópio invertido com contraste de fase 

também permitiram observar a proliferação celular no meio Grace’s. A caracterização celular foi 

obtida por análise morfológica, através de uma característica dos hemócitos em que as células tornam-

se alongadas devido ao reconhecimento de um agente estranho (placa de cultura); após as medições, 

essas células foram comparadas com outras encontradas em demais trabalhos com hemócitos de 

abelha no mesmo estágio de desenvolvimento, permitindo inferir que as células cultivadas eram 

hemócitos de larvas de abelha A. mellifera africanizada. 

Palavras chave: sistema imune, hemolinfa, contagem total de hemócitos, cultura primária de 

hemócitos. 
 
 
 



 
 
ABSTRACT 

 
Despite the importance of bees as pollinators, the decline in their populations has been alarming and, 

constantly, associated with the contact of these insects with pesticides. In the case of intoxication, 

one of the first systems affected is the immune system, since it constitutes the body's first defense and 

maintenance barrier. However, assessments of the impacts caused by external agents in this system 

are still scarce and indirectly measured. Thus, looking for more specific tests at the cellular level, the 

present work proposed the standardization of in vitro cultivation of Africanized bee hemocytes Apis 

mellifera, for further ecotoxicological studies. Such standardization demanded the establishment of 

several parameters, among them the quantity of cells for the beginning of the culture, the best 

temperature and the development stage for the collection of hemolymph, the appropriate method for 

extraction of hemolymph, the determination of the ideal culture medium, laboratory conditions, etc. 

Firstly, it was observed that the larvae of Africanized A. mellifera bees in the fifth instar had a 

significantly greater amount of circulating hemocytes (p <0.001) than the other evaluated stages 

(newly emerged and forage), thus, collection of the hemolymph of larvae grown in vitro, in order to 

minimize the chances of contamination of cell culture. In addition, temperature also proved to be an 

important factor in the variation in the amount of hemocytes, establishing the range of 32 ± 2 oC as 

ideal for collection. Several techniques for extracting hemolymph from the larvae were also tested. 

The extraction technique, from a small incision in the larvae head region with the aid of ophthalmic 

scissors, was standardized. The quality of the sample was established by reading it in a turbidimeter, 

obtaining a reference value (22,432.35 - 24,504.87) given in nephelometric turbidity units (NTUs) 

for the hemolymph samples. After initial standardization, the cultivation of hemocytes of Africanized 

bee larvae A. mellifera in fifth instar created in vitro was established, in which Grace's culture medium 

demonstrated the best performance for cell maintenance and proliferation, with an average of 669 

thousand cells after 24 hours of incubation and 1,141 thousand after 96 hours of incubation. The 

photomicrographs in an inverted microscope with phase contrast also made it possible to observe cell 

proliferation in Grace's medium. The cellular characterization was obtained by morphological 

analysis, through a characteristic of the hemocytes in which the cells become elongated due to the 

recognition of a foreign agent (culture plate); after the measurements, these cells were compared with 

others found in other studies with bee hemocytes at the same stage of development, allowing to infer 

that the cultured cells were hemocytes of A. mellifera Africanized bee larvae. 

 

Keywords: immune system, hemolymph, total hemocyte count, primary culture of hemocytes. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

As abelhas desempenham um papel ecossistêmico essencial, já que atuam como as 

principais polinizadoras de inúmeras espécies vegetais, sejam estas cultivadas ou silvestres. 

Além disso, grande parte destas plantas participam diretamente da alimentação humana tanto 

que, em 2018, o valor agregado pela polinização sobre os cultivos agrícolas foi de R$ 43 

bilhões (POTTS et al 2010; WOLOWSKI et al 2019). No entanto, tem-se observado em 

todo o mundo uma elevada redução nas populações desses insetos, sejam eles silvestres ou 

manejados, apesar de nem todas as perdas serem relatadas e/ou documentadas (POTTS et al 

2010; PIRES et al 2016).  

A alta taxa de mortalidade das abelhas tem sido relacionada a diversos fatores, como: 

perda de habitats, diminuição de florestas nativas, redução das áreas de forrageamento e de 

nidificação, inserção de espécies exóticas, introdução de doenças, competição com as 

espécies nativas, uso indiscriminado ou incorreto de agrotóxicos, mudanças climáticas, etc. 

(GOULSON et al 2015; BIERMEIJER; SLAA, 2006).  Comumente tais fatores atuam em 

conjunto sobre as colônias, já que desencadeiam inúmeros eventos que culminam no 

enfraquecimento destas e, consequentemente, no seu sistema de defesa (ALAUX et al 

2010a; BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010; JONES et al 2005; NAZZI; 

PENNACCHIO, 2018; NEGRI et al 2017) como, por exemplo, o forrageamento em áreas 

contaminadas que pode ocasionar a imunossupressão individual e social, e promover um 

efeito cíclico de enfraquecimento da colônia (BONCRISTIANI et al 2012; GREGORC et al 

2012; NAZZI; PENNACCHIO, 2018; SCHMEHL et al 2014).  

A imunidade das abelhas conta com um sistema dividido em sistema imune inato e 

sistema imune social e, assim como todos os insetos, não possuem sistema imune adquirido, 

uma vez que não possuem memória imunológica e, tampouco, receptores celulares capazes 

de reconhecer antígenos específicos (LAVINE; STRAND, 2002).  

O sistema imune social consiste nas ações coletivas que visam evitar a infecção dos 

membros de um grupo de insetos, sendo elas: proteger o ninho de insetos contaminados, 



 
 

11 

evitar locais com fungos ou outros contaminantes, incorporar substâncias químicas 

anticontaminantes ao ninho, saneamento (limpeza do ninho), aplicação de substâncias 

antimicrobianas na ninhada, transferência de componentes imunes para os ovos, etc. 

(MEUNIER, 2015).  

O sistema imune inato compreende fatores intrínsecos do indivíduo, permitindo o 

reconhecimento e morte de invasores. Esse sistema é constituído pelas barreiras físicas, 

fisiológicas, celulares e inflamatórias, todas bastante desenvolvidas nos insetos. As barreiras 

físicas são compostas por uma barreira externa formada pelo tegumento (cutícula e 

epiderme), que atua na proteção contra agentes externos, seguida pelo revestimento e a 

presença de mucos intestinais, caso haja ingestão de alguma substância ou patógeno nocivo, 

pela hemolinfa e diversas moléculas citotóxicas, dentre elas, as células de defesa 

denominadas hemócitos (CRUZ-LANDIM, 2009; LAVINE; STRAND, 2002). Já as 

barreiras celulares e inflamatórias são responsáveis por dois tipos de reações do sistema 

imune inato dos insetos, a reação humoral e a reação celular. A reação humoral consiste na 

coagulação da hemolinfa, melanização e ação de proteínas, enquanto a reação celular está 

relacionada à atividade dos hemócitos, os quais permanecem circulantes na hemolinfa ou 

imóveis ao redor de determinados órgãos (ARMSTRONG; MELCHIOR; QUIGLEY, 1996; 

CRUZ- LANDIM, 2009; KAVANAGH; REEVES, 2004).  

Os hemócitos foram caracterizados em 1985, por Gupta, de acordo com sua 

morfologia, histoquímica e características funcionais e classificados em sete tipos: 

prohemócitos, plasmatócitos, granulócitos, esferulócitos, adipohemócitos, oenocitóides e 

coagulócitos. Estas células desempenham funções como a fagocitose, a nodulação, a 

encapsulação, a citotoxicidade, a secreção de enzimas e  a coagulação da hemolinfa após a 

ruptura da cutícula e epiderme, que podem variar de acordo com a idade, função, localização 

e ações hormonais (CRUZ-LANDIM, 2009; GILLESPIE; KANOST; TRENCZEK, 1997; 

LAVINE; STRAND, 2002).  

Apesar da importância e das inúmeras funções desempenhadas no organismo das 

abelhas, metodologias que avaliem diretamente os impactos ambientais, patológicos ou 
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tóxicos sobre esses tipos celulares são escassos e grande parte dos estudos são voltados à sua 

caracterização e quantificação, sendo a última dividida em dois tipos: a contagem total, que 

representa o número total de hemócitos por mm³ de hemolinfa; e a contagem diferencial, que 

mostra a quantidade ou porcentagem de cada tipo de célula no material amostrado (CRUZ-

LANDIM, 2009). Tais metodologias permitem inferir como agentes bióticos (patógenos, 

parasitas, etc.) e abióticos (agrotóxicos, alterações ambientais, etc.) afetam a capacidade de 

defesa desses insetos.  

Alguns fatores abióticos, como os inseticidas, acaricidas e fungicidas são capazes de 

alterar o número de hemócitos circulantes, a atividade humoral, a regulação de fatores de 

transcrição responsáveis por respostas antivirais, a superexpressão de enzimas de 

detoxificação, bem como tornarem as abelhas susceptíveis a diversos patógenos (ALAUX 

et al 2010b; BRANDT et al 2016; BRANDT et al 2017; DOMINGUES et al 2017; 

GARRIDO et al 2013a; MASON; TENNEKES; SÁNCHES-BAYO, 2013; TAVARES et al 

2017; VIDAU et al 2011). Além disso, fatores bióticos como ácaros, bactérias e fungos, 

também podem causar alterações no número de hemócitos, na atividade humoral, promover 

suscetibilidade a outras doenças, alterar a expressão de genes da imunidade e reduzir a 

concentração de proteínas relacionadas ao sistema imune (ALAUX et al 2010b; BULL et al 

2012; BURRITT et al 2016; GILLIAM; SHIMANUKI, 1967; GREGORC et al 2012; 

KOLEOGLU et al 2018; LÓPEZ et al 2017; TAVARES et al 2017). Sendo assim, as 

avaliações desses efeitos sobre o sistema imune das abelhas são essenciais, já que permitem 

compreender as causas do enfraquecimento e perda das colônias de abelhas e como elas 

atuam nos organismos desses insetos.  

Entretanto, técnicas que permitam avaliações mais específicas, tanto celulares quanto 

moleculares dos efeitos de diferentes fatores bióticos (ex.: doenças) e abióticos (ex.: 

agrotóxicos), sobre os sistemas das abelhas, como o sistema imune, são necessárias. Uma 

opção viável são as técnicas de cultivo in vitro que, além de garantir uma maior 

especificidade aos experimentos, permite também controlar as variáveis experimentais, 
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tornando os experimentos facilmente reprodutíveis além de mais rápidos, quando 

comparados aos experimentos in vivo (ALVES; GUIMARÃES, 2010; ROGERO et al 2003).  

Essa área de pesquisa se mostra bastante próspera desde 1917 com o primeiro estudo 

simples realizado com tecidos cultivados diretamente na hemolinfa ou com soluções salinas 

(GLASER, 1917). Atualmente há mais de 500 linhagens celulares estabelecidas, que estão 

envolvidas em diversos processos biológicos (IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 

2003; SMAGGHE; GOODMAN; STANLEY, 2009). Contudo, não há muitos relatos de 

cultura de hemócitos tanto em abelhas quanto em outros insetos, sendo que a grande maioria 

das culturas celulares são feitas com células de insetos das ordens Lepidoptera e Diptera 

(LYNN, 2001). Um trabalho realizado por Muller e colaboradores (1999) estabeleceu uma 

linhagem celular de hemócitos do mosquito Anopheles gambiae (vetor da Malária), que 

permaneceu viável por 2 anos, visando estudos in vitro com hormorregulação e expressão 

gênica imuno-regulada da interação patógeno e inseto. Gateff e colaboradores (1998) 

realizam estudos com hemócitos de mutantes homozigotos de Drosophila que, ao reagirem 

com genes supressores de tumor sanguíneo, apresentavam hipertrofia de órgãos 

hematopoiéticos e proliferação excessiva de hemócitos. Samakovlis e colaboradores (1992) 

conseguiram estabelecer uma linhagem celular de Drosophila testando o mesmo gene 

supressor de tumor supracitado, que causou uma resposta imune ativando 60% das células e 

diversas reações em cascata. 

Apesar de existirem diversas culturas primárias e secundárias de células de abelha, ainda 

não foi determinada uma linhagem celular (GENERSCH et al 2013), bem como as pesquisas 

com hemócitos de abelhas também é escasso. Alguns pesquisadores, como Negri e 

colaboradores (NEGRI et al 2012; NEGRI et al 2013; NEGRI et al 2014; NEGRI et al 2015) 

trabalham com hemócitos e hemolinfa extraídos de abelhas adultas e larvas, com intuito de 

demonstrar o efeito de patógenos, dietas e ferimentos na cutícula, diretamente sobre o 

sistema imune das abelhas. Contudo, suas pesquisas não possuem o objetivo de manter uma 

cultura primária por um longo período de tempo, mas sim fazer análises em períodos 

inferiores a 24 horas. Portanto, o presente trabalho buscou padronizar métodos confiáveis e 
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em condições controladas para o cultivo de hemócitos in vitro utilizando A. mellifera 

(híbrido africanizado) por um período de tempo que permita posteriormente a análise do 

efeito de diferentes ingredientes ativos diretamente sobre o sistema imune das abelhas, sendo 

escolhido o período de 96 horas que, foi estabelecido pela Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OECD) (1998a, 1998b, 2013) como o período máximo para 

a determinação dos danos e mortes causados pelos agrotóxicos sobre as abelhas. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 - Estabelecer um método para o cultivo in vitro de hemócitos de abelhas Apis mellifera 

africanizada para posteriores estudos de toxicidade. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Avaliar as variações na quantidade de hemócitos de abelhas em diferentes estágios de 

desenvolvimento frente às oscilações de temperatura que são comumente observadas em 

regiões com clima tropical, a fim de estabelecer o melhor estágio de desenvolvimento e as 

melhores condições de coleta dos indivíduos para obtenção dos hemócitos; 

- Padronizar uma técnica de extração de hemolinfa de larvas de abelha A. mellifera livre de 

contaminações; 

- Comparar os meios Grace, Schneider e Leibovitz’s L-15 para cultura de hemócitos quanto 

a sua executabilidade, tempo de manutenção da cultura e viabilidade celular; 

- Confirmar, por meio de análises morfológicas, o tipo celular cultivado in vitro. 
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3. CAPÍTULO 1 

O artigo referente a este capítulo será submetido para publicação na revista PLoS One 

portanto, está editado conforme as normas da revista. 
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hemolymph collection from larvae honeybees 
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Domingues1, Lucas Miotelo1, Osmar Malaspina1, Roberta Cornélio Ferreira Nocelli3 
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Resumo 

O drástico declínio de abelhas tem sido associado à diversos fatores, dentre eles a supressão 

do sistema imunológico devido ao exacerbado uso de agrotóxicos. Um método bastante 

utilizado para avaliar tais impactos sobre o sistema imunológico desses insetos é a contagem 

de hemócitos circulantes na hemolinfa; contudo, a extração de hemolinfa de larvas mostra-

se bastante dificultosa, uma vez que o material coletado comumente apresentar 

contaminações com outros tecidos e fluídos gastrointestinais, o que enviesa e dificulta a 

contagem.  Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi estabelecer um método de extração de 

hemolinfa de larvas de abelha Apis mellifera com alta qualidade e facilmente reprodutível. 

Para foram testados os seguintes métodos de extração: agulha 30G, pinças de ponta fina, 

seringa hipodérmica, capilares e tesoura oftalmológica. A hemolinfa foi obtida por uma 

incisão na região lateral direita da larva para todos os métodos, exceto com a extração da 

tesoura oftalmológica em que a hemolinfa foi extraída da região da cabeça da larva. A fim 

de avaliar a pureza do material coletado, a análise de turbidez das amostras com o auxílio do 

turbidímetro foi proposta, testada e avaliada. Os resultados mostraram que, dentre todos os 

métodos de extração testados, o método de extração com o uso da tesoura oftalmológica foi 

o que proporcionou as amostras mais límpidas e livre de contaminações, além de permitir a 

coleta de uma maior quantidade de hemolinfa (aproximadamente 20 µL). Portanto, 

estabeleceu-se uma faixa de referência entre 22.432,35 a 24.504,87 NTUs (unidades 

nefeloméricas de turbidez), na qual as amostras coletadas podem ser consideradas de alta 

qualidade e livres de contaminação.   

 

Palavras chave: método de extração, turbidimetria, sistema imunológico, valores de 

referência, incisão em tesoura. 
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Introdução 

A abelha Apis mellifera é mundialmente utilizada como organismo modelo em 

diversos estudos, já que é uma espécie amplamente conhecida biologicamente, possui 

abrangente distribuição geográfica, é facilmente manejada e mantida em laboratórios, é um 

ótimo indicador de qualidade ambiental e o visitante mais frequente em culturas agrícolas 

[1, 2, 3]. Sendo assim, diversas pesquisas em diferentes áreas do conhecimento utilizam essa 

espécie, dentre eles estudos que avaliam os impactos causados por agrotóxicos [4, 5, 6, 7], 

as interações hospedeiro – parasita [8, 9, 10, 11, 12, 13], ensaios comportamentais [14, 15, 

16] e, em nível molecular nas áreas de genômica, transcriptômica e epigenética [17, 18, 19, 

20]. 

Apesar de sua importância, o declínio de suas populações tem aumentado 

drasticamente devido, principalmente, a perda e fragmentação de habitats, queimadas, 

desmatamento, aumento de parasitas e doenças, mudanças climáticas e principalmente pelo 

uso intensivo de agrotóxicos [2, 21, 22, 23, 24].  Os agrotóxicos agem em diferentes sistemas 

nesses insetos, sendo que o sistema imunológico, por ser o primeiro sistema de defesa de um 

organismo, é extremamente afetado. Além disso, as abelhas possuem um sistema 

imunológico altamente sensível quando comparadas a outros insetos, com apenas 2/3 dos 

genes de imunidade [25].   

Caso um agente ou molécula estranho ultrapasse os primeiros obstáculos do sistema 

imune inato dos insetos, as barreiras físicas, as reações humorais e celulares serão os 

próximos mecanismos a serem ativados [26, 27, 28]. A reação humoral consiste na 

melanização da hemolinfa devido a processos oxidativos e ação de proteínas, enquanto a 

reação celular consiste na ação de células de defesa, os hemócitos, que desempenham 

diversas funções como: fagocitose, nodulação, encapsulação, secreção de enzimas, 

coagulação da hemolinfa, transporte de nutrientes [26, 29, 30]. 

A hemolinfa das abelhas é composta por diversas proteínas e os diferentes tipos de 

hemócitos [31, 32, 33, 34, 35, 36]. As concentrações de hemócitos variam de acordo com os 



 
 

18 

estágios de desenvolvimento e a casta das abelhas, sendo que em larvas normalmente se 

encontra uma concentração de 10.000 hemócitos/mL de hemolinfa [37], em operárias e 

zangões 21.000 hemócitos/mL de hemolinfa [38] e em rainhas 1.000 a 4.000 hemócitos/mL 

de hemolinfa [26].  Desta maneira, um método bastante utilizado para avaliar diferentes 

impactos sobre o sistema imune das abelhas é a contagem dos hemócitos circulantes na 

hemolinfa. 

Pesquisas constataram que em colônias expostas aos agrotóxicos imidacloprido, 

tiametoxam, tiacloprido e fipronil houve um aumento do número de hemócitos circulantes 

na hemolinfa de abelhas adultas de A. mellifera como resposta imediata do sistema imune 

para defesa do organismo [39, 40, 41]. Em contrapartida, experimentos de exposição 

prolongada de abelhas adultas e rainhas ao tiacloprido, imidacloprido e clotianidina 

indicaram uma redução no número de hemócitos e na atividade oxidativa da hemolinfa; essa 

variação na quantidade de hemócitos se dá pela idade das abelhas, casta, dose do inseticida 

e tempo de exposição [27, 42]. Ainda, o parasitismo pelo ácaro Varroa causa redução no 

número de hemócitos, proteínas e enzimas da hemolinfa [43, 44], bem como a contaminação 

pelo fungo Nosema ceranae [40]. Além disso, pesquisas relataram alteração na atividade do 

sistema imune em larvas de abelhas A. mellifera expostas a agrotóxicos, como 

superexpressão de enzimas de detoxificação [45] e a susceptibilidade a vírus [46],  também 

as larvas de abelhas nativas brasileira Melipona scutellaris mostraram-se 320 vezes mais 

sensíveis do que as larvas de A. mellifera  quando expostas ao inseticida dimetoato [47].   

Contudo, apesar de estudos que avaliam os impactos no sistema imunológico das 

abelhas serem importantes e esclarecedores, eles acabam sendo prejudicados ou evitados 

devido à dificuldade da extração de um material de qualidade e sem contaminações, uma vez 

que, se não isolada corretamente, a hemolinfa pode ser contaminada por outros tecidos, o 

que prejudica estudos celulares e moleculares. No estágio larval essa dificuldade mostra-se 

ainda maior, já que a manipulação do material biológico precisa ser minuciosa para que não 

haja dano aos tecidos e consequente perda do material, além de haver grande quantidade de 

corpo gorduroso na larva, o que dificulta ao isolamento adequada dos mesmos [48].  
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Existem diferentes técnicas de extração da hemolinfa no estágio larval descritas na 

literatura, dentre elas puncionar o abdômen com um capilar fino [49], fazer uma pequena 

incisão no segundo terço lateral da larva [36], puncionar a cutícula com auxílio de pinças 

finas [28], puncionar a cutícula com uma fina agulha hipodérmica (calibre 30) [50, 51], ou 

então perfurar a cutícula lateral com um alfinete de 0.45mm de diâmetro [52]. Entretanto, 

após a execução de todas essas técnicas em laboratório, nenhuma mostrou-se 

suficientemente desejável no que diz respeito à pureza da hemolinfa. Sendo assim, o presente 

trabalho objetivou padronizar uma técnica de extração de hemolinfa de larvas de abelha A. 

mellifera livre de contaminações, sejam elas por corpo gorduroso ou por fluídos 

gastrointestinais. Além disso, uma comparação entre todos os métodos de extração de 

hemolinfa de larvas foi realizada, a fim de demonstrar suas dificuldades, viabilidade e pureza 

do material coletado. 

 

Material e métodos 

Pesquisas com invertebrados não necessitam de aprovação do comitê de ética no 

Brasil.    
 

Material biológico 

 Favos de abelhas A. mellifera africanizada contendo larvas em quinto instar em fase 

pré-defecantes, quando ainda é possível observar o intestino repleto de material com 

coloração amarelada (alimento) [26], foram coletados de três colônias não parentais e livres 

de doenças e parasitas, localizadas no apiário do Departamento de Biologia, Instituto de 

Biociências da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro, São Paulo, Brasil 

(Latitude: 22°23'48.1"S; Longitude: 47°32'33.1"W). Posteriormente, os favos foram 

acondicionados em estufa incubadora, com temperatura regulada a 34oC (± 2) e umidade a 

80% (± 5), no Laboratório de Ecotoxicologia e Conservação de Abelhas (LECA) do Centro 

de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da UNESP. 
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Técnicas de extração da hemolinfa 

Materiais utilizados na extração  

Para as diferentes técnicas de extração testadas foram utilizados diferentes materiais, 

dentre eles: pinça histológica de ponta fina de 11cm confeccionada em aço inoxidável 

(Argos®, modelo 1040), capilares (0,22mm Drummond Microcaps® e de 0,8-1,1mm Kimax 

Capillary®), agulha 30G, seringa hipodérmica de 1mL e tesoura oftalmológica de 9cm 

confeccionada em aço inoxidável (Argos®, modelo 4004). 

Vale ressaltar que para amostras estéreis as extrações devem ser realizadas em 

câmara de fluxo laminar, com material previamente esterilizado por luz ultravioleta durante 

25 minutos. Além disso, recomenda-se a desinfecção das larvas por meio de imersão em 

álcool 70% durante 1 minuto e, posteriormente, lavagem por imersão em água autoclavada 

durante 1 minuto por duas vezes; deixá-las secar sobre papel filtro autoclavado durante 

aproximadamente 2 minutos [53, 54] ou realizar a criação de larvas in vitro em ambiente 

estéril. 

 

Extração com uso de agulha 30G 

A técnica de extração de hemolinfa de larvas com o uso de agulha 30G [50, 51] foi 

realizada com o auxílio de uma seringa hipodérmica de 1 mL acoplada a uma agulha fina 

hipodérmica. As larvas foram imobilizadas entre os dedos indicador e polegar da mão não 

dominante do pesquisador, a fim de expor a lateral da larva (usualmente a lateral direita), e 

a agulha foi inserida na cutícula lateral da mesma. Uma leve pressão foi aplicada ao corpo 

da larva para que o conteúdo na lateral extravasasse e, com auxílio de uma micropipeta 

automática, a hemolinfa foi coletada a partir do orifício puncionado e acondicionada em 

tubos de polipropileno para posterior análise (Fig 1A e 1B). 
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Extração com uso de pinça com ponta fina 

Para a extração da hemolinfa com o uso de pinça de ponta fina de 11cm 

confeccionada em aço inoxidável (Argos®, modelo 1040), as larvas foram imobilizadas 

como a técnica de imobilização descrita no item 3.2.1, afim de expor a lateral da larva e, 

com o auxílio de uma pinça de ponta fina a cutícula lateral da larva foi puncionada [28]. 

Uma leve pressão foi aplicada para que a hemolinfa extravasasse pelo orifício aberto, o 

conteúdo exposto foi coletado com o auxílio de uma micropipeta automática e 

acondicionado em tubo de polipropileno para posterior análise (Fig 1C e 1D).  

 

Extração com o uso seringa 

A extração de hemolinfa de larvas utilizando-se uma seringa foi testada, a fim de 

avaliar a viabilidade e facilidade da mesma. Vale ressaltar que esta técnica não é descrita na 

literatura. Para tanto, utilizou-se a técnica de imobilização descrita no item 3.2.1, a fim de 

expor a lateral da larva e a agulha 30G, previamente acoplada a uma seringa hipodérmica, 

foi inserida na cutícula lateral da larva. A hemolinfa foi então aspirada com o auxílio da 

seringa e acondicionada em tubos de polipropileno para posterior análise (Fig 1E e 1F).  

 

Extração com o uso de capilares 

A extração da hemolinfa por meio de capilares foi testada segundo proposto por 

Randolt et al. [49]. Sendo assim, utilizou-se a técnica de imobilização descrita no item 3.2.1, 

e o capilar foi inserido na lateral exposta da mesma, até que a cutícula fosse rompida.  O 

conteúdo interno foi coletado por diferença de pressão e retirado com o auxílio de um bulbo 

de borracha. Foram utilizados dois tamanhos de capilares: de 0,22mm (Drummond 

Microcaps®) e de 0,8-1,1mm (Kimax Capillary®) (Fig 1G e 1H). 

 

Extração com o uso de tesoura oftalmológica  

A extração da hemolinfa de larvas utilizando-se a tesoura oftalmológica de 9cm 

confeccionada em aço inoxidável (Argos®, modelo 4004) foi testada e, diferentemente das 
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outras técnicas descritas, a hemolinfa não é retirada por meio de punção lateral e sim por 

meio de uma pequena incisão na região da cabeça. A presente técnica não foi descrita na 

literatura e está sendo proposta de forma inédita neste trabalho.  

Inicialmente, a larva foi mantida imóvel de acordo com técnica de imobilização 

descrita no item 3.2.1, e a região da cabeça foi totalmente exposta (Fig 1I e 1J). 

Posteriormente, uma pequena incisão foi realizada na cutícula correspondente à região da 

cabeça da larva e procedeu-se com a aplicação de uma leve pressão sobre o corpo até o 

extravasamento da hemolinfa. O líquido foi coletado com o auxílio de uma micropipeta 

automática e acondicionado em tubo de polipropileno para posterior análise. Vale ressaltar 

que a punção também pode ser realizada com uma pinça de ponta fina (Argos®, modelo 

1040), contudo, a tesoura proporciona maior precisão e não causa debridação tecidual, 

garantindo maior qualidade da amostra e agilidade na extração. 
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Fig 1. Diferentes técnicas de extração da hemolinfa de larvas de quinto instar de A. 

mellifera africanizada. (A e B) Extração da hemolinfa de larvas com o uso de agulha 30G; 

(C e D) Extração da hemolinfa de larvas com o uso de pinça de ponta fina; (E e F) Extração 

da hemolinfa de larvas com o uso de seringa hipodérmica; (G) Extração da hemolinfa de 
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larvas com o uso de capilar de 0,22mm; (H) Extração da hemolinfa de larvas com o uso de 

capilar de 0,8-1,1mm; (I e J) Extração da hemolinfa de larvas com o uso de tesoura 

oftalmológica. 

 

Avaliação da viabilidade das diferentes técnicas de extração 

Microscopia de luz 

 Após extraídas, amostras de hemolinfa proveniente das diferentes técnicas de 

extração foram avaliadas e fotomicrografadas sob microscópio de luz (OLYMPUS®, 

modelo BX51). Para isso, as amostras foram coradas com azul de metileno 0,2% na 

proporção 1:1 (5 µL de azul de metileno e 5 µL de amostra) e observadas em câmara de 

Neubauer (Marienfield, Lauda-Konigshofen®, Germany). 

 As fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma câmera digital 

(OLYMPUS®, modelo DP-71) adaptada ao microscópio e a um computador (Dell®). Para 

a aquisição das imagens utilizou-se o software DP Controller®. 

 

Dosagem do teor proteico – método de Bradford  

A fim de determinar a concentração de proteínas presentes nas amostras extraídas a 

partir de cada uma das técnicas, realizou-se o método de Bradford [55]. Inicialmente, fez-se 

uma curva de calibração a partir do padrão de albumina de soro bovino (BSA) com 

concentração previamente conhecida. Posteriormente, adicionou-se o corante Coomassie 

Brilliant Blue G-250 (BioRad®) a 0,01% e realizou-se a leitura em leitora de placa (Hexis®, 

modelo Versamax) a 595nm. 

Para as análises das amostras de hemolinfa, provenientes das diferentes técnicas de 

extração testadas, utilizou-se 10μL de hemolinfa diluída em 990μL de água destilada 

(diluição de 100x). Utilizou-se 5μL das amostras diluídas de hemolinfa, que foram dispostas 

em uma placa de 96 poços juntamente com 195μL do reagente proteico adicionados. Após 

10 minutos da reação em temperatura ambiente fez-se a leitura em leitora de placas a 595nm. 
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Os valores obtidos foram analisados e comparados com a curva de calibração, a fim de 

estabelecer a concentração de proteínas presentes nas amostras.  

 

Quantificação do grau de turvação da amostra 

Método do Turbidímetro 

A análise de turbidez das amostras foi proposta já que as diferentes técnicas de extração 

apresentaram hemolinfa com diferentes propriedades, desde a ocorrência de sólidos até 

amostras leitosas. Para isso utilizou-se um turbidímetro (Hach®, modelo 2100Q) 

previamente calibrado de acordo com as indicações do fabricante. Vale ressaltar que foram 

utilizados os padrões de formazina em diferentes concentrações de NTU (unidades de 

turbidez nefelométricas), sendo elas: 20 NTU, 100 NTU, 800 NTU e, após a calibração, 10 

NTU para confirmação da calibração. Posteriormente, procedeu-se as leituras das amostras 

de hemolinfa extraídas de acordo com as diferentes técnicas mencionadas. Para tanto, as 

amostras foram diluídas 2.500 vezes, para que a leitura se enquadrasse na faixa de leitura do 

aparelho, adicionando 10 μL de hemolinfa (extraída de uma larva) a 24.990 μL de água 

destilada, totalizando 25mL, volume este necessário para a leitura no turbidímetro. Após as 

leituras, os valores obtidos em NTU foram multiplicados pelo fator de diluição afim de se 

obter o valor real em NTUs de turbidez. No total foram realizadas 30 leituras (30 larvas) de 

hemolinfas extraídas de cada uma das diferentes técnicas testadas. Além disso, para 

confirmar a robustez e reprodutibilidade dos testes, as extrações de acordo com as diferentes 

técnicas, bem como as leituras no turbidímetro, foram repetidas em três dias diferentes 

totalizando 90 leituras para cada técnica. 

 

Análises estatísticas  

 As análises de turbidez e de quantificação de proteína realizadas para as diferentes 

técnicas de extração foram comparadas utilizando-se o programa R (R Core Team). 

Primeiramente, os dados obtidos foram submetidos à análise ANOVA e, verificando a 
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normalidade dos dados por meio do teste Shapiro-Wilk (paramétricos), posteriormente 

foram submetidos ao teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade de erro (p<0,005). 

Além disso, os valores de referências estabelecidos para as análises de turbidez (método do 

turbidímetro) também foram gerados utilizando-se o programa R (R Core Team). 

 

Resultados 

Avaliação da viabilidade das diferentes técnicas de extração 

Microscopia de luz  

Após a extração da hemolinfa das larvas de quinto instar de A. mellifera africanizada, 

utilizando-se as diferentes técnicas propostas, observou-se uma turbidez elevada (Fig 2) em 

grande parte das amostras, invalidando as propriedades físicas desejáveis na hemolinfa que 

são a limpidez e a translucidez, conforme descrito na literatura [26]. Sendo assim, tais 

variações na turbidez foram avaliadas, a fim de confirmar os diferentes tipos celulares 

presentes nas amostras, através da visualização sob microscópio de luz e contagem em 

câmara de Neubauer. Notou-se que as massas responsáveis por deixar as amostras turvas e 

leitosas consistiam em partes do corpo gorduroso das larvas [56]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2. Turbidez observada visualmente nas diferentes amostras de hemolinfa de larvas 

em quinto instar extraídas a partir das diferentes técnicas de extração propostas e 

diluídas 2.500 vezes em água destilada. (A) Extração da hemolinfa com auxílio de tesoura 

A D C B 
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oftalmológica; (B) Extração da hemolinfa com auxílio de seringa hipodérmica; (C) Extração 

da hemolinfa com auxílio de agulha 30G (D) Extração da hemolinfa com o auxílio de pinça 

com ponta fina. As quatro diferentes amostras foram diluídas 2.500x para visualização no 

microscópio de luz de campo claro. 

 

As fotomicrografias permitem observar que a hemolinfa obtida pela técnica de 

extração com a pinça de ponta fina (Fig 3C e 3D) possui mais materiais particulados quando 

comparada com as imagens que mostram as técnicas de extração que utilizam a agulha 30G 

(Fig 3A e 3B) e seringa hipodérmica (Fig 3E e 3F). As fotomicrografias obtidas pela técnica 

de extração com o auxílio da seringa permitem inferir que o material particulado da amostra 

está mais disperso, o que dificulta a visualização da mesma. Provavelmente, a sucção da 

seringa durante a retirada da hemolinfa pode ter homogeneizado a amostra e promovido a 

lise celular e, consequentemente, mistura dos materiais. Finalmente, as amostras de 

hemolinfa obtidas pela técnica da retirada com a tesoura oftalmológica mostraram-se as mais 

viáveis, uma vez que além de serem as menos turvas visualmente, não apresentaram células 

provenientes de outros tecidos bem como materiais contaminantes, além de serem as mais 

fáceis de avaliar nas fotomicrografias obtidas (Fig 3G e 3H). A extração realizada pela 

técnica dos capilares foi inviável, já que os capilares ficavam entupidos logo após a 

perfuração da cutícula larval, o que inviabilizou a observação das amostras retiradas a partir 

desta técnica (S1 Vídeo 1 e S2 Vídeo 2).   
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Fig 3. Fotomicrografias da câmara de Neubauer contendo amostras de hemolinfa de  

larvas de quinto instar de A. mellifera obtidas pelas diferentes técnicas de extração e 

coradas com azul de metileno 0,2%. (A) Extração com o uso de agulha 30G no aumento 

de 100x; (B) Extração com o uso de agulha 30G no aumento de 400x; (C)  Extração com o 

uso de pinça de ponta fina no aumento de 100x; (D) Extração com o uso de pinça de ponta 

fina no aumento de 400x; (E) Extração com o uso de seringa hipodérmica no aumento de 
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100X; (F) Extração com o uso de seringa hipodérmica no aumento de 400x; (G) Extração 

com o uso de tesoura oftalmológica no aumento de 200x; (H) Extração com o uso de tesoura 

oftalmológica com aumento de 400x. Setas pretas indicam células do corpo gorduroso. Setas 

vermelhas indicam os hemócitos. 

 

Dosagem do teor proteico – método de Bradford  

A determinação da concentração de proteínas nas amostras extraídas por meio das 

diferentes técnicas propostas não apresentou diferença estatística entre os tratamentos, 

avaliados ao nível de 5% de probabilidade (p<0,005) (Fig 4). Segundo a hipótese inicial, a 

elevada quantidade de diferentes tipos celulares, bem como de diferentes tecidos e/ou de 

contaminações poderiam elevar o teor proteico das amostras turvas, quando comparadas com 

as amostras límpidas. Contudo, a quantificação de proteínas não foi capaz de diferir os 

grupos de amostras obtidas a partir das diferentes técnicas de extração e, portanto, a hipótese 

inicial foi refutada.  

Fig 4. Boxplots comparando as concentrações de proteínas em mg/mL (método de 

Bradfford) das amostras de hemolinfa de larvas de quinto instar de A. mellifera obtidas 

a partir das diferentes técnicas de extração. Boxplots seguidos da mesma letra não 

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro (p<0,005). Scissors: 
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tesoura; Hypodermic syringe: seringa hipodérmica; Needle: agulha; Fine tipe tweezers: 

pinça de pontas finas. 

 

Quantificação do grau de turvação das amostras  

Método do Turbidímetro 

Todas as leituras de turbidez das amostras proveniente das diferentes técnicas de 

extração de hemolinfa de larvas de A. mellifera mostraram diferenças estatísticas entre si, ao 

nível de significância de 0,01% (p<0,001), porém não apresentaram diferenças entre os dias 

em que foram realizadas as análises (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Valores das medidas de turbidez das amostras em NTUs. Comparação entre 

os três dias de coletas de amostras testadas em turbidímetro, entre as quatro diferentes 

técnicas testadas para a extração da hemolinfa  

As médias seguidas pela mesma letra da coluna não diferiram estatisticamente pelo teste de 
Tukey. 

 

As amostras de hemolinfa de larvas extraídas com pinça de ponta fina apresentaram 

uma média aproximada de 177.44 NTUs. Já as amostras de hemolinfa extraídas de larvas 

com a agulha 30G apresentaram uma média aproximada de turbidez de 121.050 NTUs, 

enquanto as amostras de hemolinfa de larvas extraídas com a seringa apresentaram uma 

média de turbidez aproximada de 79.141 NTUs. Finalmente, a técnica de extração de 

Tratamentos NTU dia 1 NTU dia 2 NTU dia 3 

Tesoura oftalmológica    23992 d   23391 d    23600 d 

Pinça de ponta fina 176442 a 179216 a  176675 a 

Agulha 30G 120200 b 122000 b 120950 b 

Seringa hipodérmica   78683 c 802667 c   78475 c 

CV % 6.1876 6.1449 5.2375 

HSD 4158.40 4188.95 3522.41 

p Valor <0.001 <0.001 <0.001 
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hemolinfa de larvas utilizando-se a tesoura apresentou uma média de turbidez de 23.661 

NTUs mostrando-se, dentre todas as técnicas de extração testadas, a menos turva e, 

consequentemente, com a menor quantidade de material sólido suspenso, bem como a 

técnica que permitiu a coleta da maior quantidade de hemolinfa, aproximadamente 20 μL 

(Tabela 2). 

 

Tabela 2. Volumes de hemolinfa extraídos em cada uma das técnicas. Comparação entre 

os volumes de hemolinfa entre as quatro técnicas de extração 

 

Além disso, os testes foram repetidos por mais duas vezes, a fim de confirmar sua 

robustez e reprodutibilidade. De acordo com as análises estatísticas, a leitura de turbidez das 

amostras extraídas com a tesoura oftalmológica em três dias diferentes (réplica 

experimental) não apresentou diferença significativa ao nível de 1% (p<0,001) (Fig 5), 

confirmando a replicabilidade do método. 

 

 

 

 

 

 

Fig 5. Boxplots comparando a turbidez das amostras de hemolinfa extraídas a partir 

dos diferentes métodos de extração de hemolinfa de larvas de quinto instar de A. 

Tratamento Volume de hemolinfa 

Tesoura oftalmológica 20 μL 

Pinça de ponta fina <10 μL 

Agulha 30G 10 μL 

Seringa hipodérmica 10 μL 
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mellifera testados, em três dias diferentes. Boxplots seguidos da mesma letra não diferem 

entre si pelo teste de Tukey a 0,01% de probabilidade (p<0,001). Scissors: tesoura; 

Hypodermic syringe: seringa hipodérmica; Needle: agulha; Fine tipe tweezers: pinça de 

pontas finas.  

 

Determinação do valor de referência 

 A fim de estabelecer um teste rápido e acessível para verificar a pureza da hemolinfa 

extraída a partir de larvas em quinto instar, um intervalo de confiança (IC) foi calculado, 

tomando como base os valores de turbidez obtidos das amostras cuja hemolinfa foi extraída 

com o auxílio de tesoura oftalmológica, já que foram as que se mostraram menos turvas ou 

contaminadas com outros tecidos, de acordo com as fotomicrografias avaliadas. Entretanto, 

intervalos de referência não existem para o tipo de leitura proposta, e poucos são os estudos 

que envolvem valores de referência em invertebrados. Assim, utilizaram-se métodos 

descritos para vertebrados [57, 58] que também foram brevemente descritos de forma 

bastante semelhante para invertebrados [59] a fim de se obter um valor de referência a ser 

utilizado como parâmetro de avaliação da pureza da hemolinfa.  

O valor de referência foi determinado a partir do intervalo de confiança calculado 

com base nos valores de NTUs obtidos das leituras no turbidímetro, para as amostras 

extraídas com tesoura oftalmológica. Sendo assim, a média dos NTUs foi de 23.468 ± 1.036 

(desvio padrão), ou seja, o intervalo de confiança para que a leitura dada em NTU seja 

aceitável como uma hemolinfa límpida e pura é de 22.432 até 24.504.  

 

Discussão  

Após as análises dos diferentes métodos de extração da hemolinfa de larvas em 

quinto instar de A. mellifera africanizada, comprovou-se que o método mais eficaz foi o da 

extração com tesoura oftalmológica, realizando uma pequena incisão na região da cabeça. 

Além de mais rápido e menos susceptível à contaminação, uma vez que o contato com a mão 
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do pesquisador e a mistura de outros tecidos da própria larva com a hemolinfa coletada 

tornam-se mais improváveis, as amostras apresentaram uma pureza e qualidade 

significativamente maior quando comparadas com os outros métodos de extração. A técnica 

de extração de hemolinfa de larvas proposta também permitiu a retirada de uma quantidade 

maior de hemolinfa, aproximadamente 20 μL, quando comparada às outras técnicas que não 

passam de 10 μL. 

 A dificuldade de manejo e punção na larva de A. mellifera acontece, principalmente, 

pelo estágio de desenvolvimento do inseto. No quinto instar larval a cutícula não está 

totalmente esclerotizada, o que dificulta sua manipulação, bem como órgãos e sistemas que 

não estão totalmente desenvolvidos e delimitados [60]. Também é um estágio que se 

caracteriza pela demasiada quantidade de corpo gorduroso, ocupando quase todo o espaço 

visceral [26, 60, 61], e pelo aumento do tamanho ou número de células de alguns tecidos, 

fazendo com que tais modificações também influenciem na diferenciação e distribuição dos 

mesmos [45, 62]. Já no estágio de pré-pupa, a quantidade de corpo gorduroso reduz 

drasticamente, pois uma parte deste tecido se dissocia, restando uma maior quantidade no 

abdômen, o que, nas abelhas adultas, facilita a coleta de hemolinfa, pois o corpo gorduroso 

estará quase todo concentrado em apenas uma região, evitando a mistura dos tecidos [26, 63, 

64].  

 O corpo gorduroso, além de ser um tecido de estocagem das larvas [26], também é 

responsável por sintetizar as proteínas existentes na hemolinfa [65]. Desta forma, inferiu-se 

que a elevada quantidade de células estaria diretamente relacionada com a elevada 

quantidade de proteínas nas amostras.  Contudo, a quantificação de proteínas pelo método 

de Bradford [55] não mostrou diferenças significativas entre os diferentes métodos de 

extração. Segundo Zaia et al. [66], os lipídeos podem interagir com as proteínas presentes 

na amostra e impedir que elas reajam com o corante, impossibilitando uma quantificação 

correta das proteínas, assim como a interação dos reagentes de Bradford com os lipídeos 

também pode causar uma turbidez na amostra, o que impossibilita uma leitura adequada. 

Portanto, concluiu-se que as amostras possuíam uma alta taxa de lipídeos, confirmando a 
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hipótese da contaminação pelo corpo gorduroso, já que este tecido possui elevada taxa de 

lipídeo, que são essenciais para o desenvolvimento das larvas [26, 60, 61]. 

 As características físicas das amostras permitiram avaliar a pureza das mesmas, uma 

vez que as diferentes técnicas de extração testadas apresentaram diferentes intensidades de 

turbidez, ou seja, quanto mais turva era a amostra, maiores eram as quantidades de ‘massas’ 

observadas, as quais foram posteriormente identificadas como células do corpo gorduroso, 

tanto a olho nu quanto sob microscópio de luz [26, 56, 67, 68, 69]. Portanto, devido a 

inviabilidade da quantificação de proteínas para classificação da pureza das amostras de 

hemolinfa extraídas das larvas, optou-se pela caracterização física de turbidez procedendo-

se leituras no turbidímetro. O turbidímetro, ou sensor óptico de retroespelhamento, mede a 

quantidade de material sólido suspenso a partir da emissão de feixes de luz em um ângulo 

de 90º através da amostra que está sendo analisada. Tais feixes são desviados quando 

atingem partículas sólidas nas amostras, fazendo com que o fotodetector detecte diferentes 

intensidades de luz, que são convertidas em fotocorrente, que finalmente é medida em 

unidades nefelométricas de turbidez (NTU) [70, 71].  

Apesar da viabilidade e simplicidade do método, não existem relatos na literatura 

acerca de protocolos para leitura de turbidez provenientes de amostras líquidas corporais 

com a finalidade de avaliar sua pureza. Além disso, os métodos descritos na literatura para 

a coleta de hemolinfa de larvas são inviáveis no que diz respeito a pureza, já que os mesmos 

caracterizam as amostras de hemolinfa de larvas como nebulosas e esbranquiçadas, 

associando essas características a amontoados celulares. Contudo, tais amontoados são 

característicos de tecido do corpo gorduroso, o que torna a contagem e caracterização celular 

errônea, já que o tecido possui tipos celulares diferentes dos encontrados na hemolinfa [36, 

72]. 

 Dessa forma, o método de caracterização da hemolinfa por meio da avaliação de sua 

turbidez se mostra uma técnica simples, barata e bastante viável para medida de pureza de 

líquidos corpóreos, sendo também facilmente reprodutível em outros laboratórios. Ainda, a 

partir dos resultados obtidos, e por meio da análise estatística realizada, foi possível 
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determinar um valor de referência ideal para classificar a hemolinfa como pura, de acordo 

com a turbidez das amostras de hemolinfa extraídas de larvas de abelha A. mellifera 

africanizada [57, 58, 59]. O valor de referência estabelecido servirá como padrão para futuros 

testes com esse tipo de material, que dependam de amostras não contaminadas. 

 

Conclusão  

A técnica de coleta de hemolinfa por meio da pequena incisão realizada na região da 

cabeça da larva de A. mellifera se mostrou bastante vantajosa quando comparada com outras 

técnicas de extração deste material. A técnica proposta é simples, precisa e acessível, pois 

não envolve o uso de equipamentos caros que necessitam ser constantemente calibrados, 

além de não requerer um treinamento por parte da pessoa que  manipulará o material 

biológico e permitirá a coleta de uma maior volume de material. Ainda, o protocolo 

desenvolvido permite uma coleta mais rápida, reduzindo o tempo de contato da hemolinfa 

com o ar e, consequentemente, sua melanização, bem como menor probabilidade de contato 

com a mão da pessoa que procederá a extração, o que é essencial para testes que demandam 

assepsia das amostras.  

 Portanto, a técnica de extração de hemolinfa proposta poderá ser utilizada em 

diversas análises, bem como ser útil para estudos destinados a avaliação da hemolinfa das 

larvas de abelhas quando relacionadas à estudos imunológicos.  
 

Informacão suplementar 

S1 Vídeo. Extração com capilar (0,22mm). 

S2 Vídeo. Extração com capilar (0,8-1,1mm). 
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Resumo 

A temperatura é o parâmetro mais estudado das mudanças climáticas e suas alterações 

podem impactar a distribuição e sobrevivência de diversas espécies, dentre elas as abelhas, 

bem como afetar o seu sistema imune. A avaliação da atividade do sistema imune é muitas 

vezes realizada pela contagem total de hemócitos circulantes na hemolinfa, porém, poucos 

são os estudos destinados a correlacionar a quantidade de hemócitos circulantes com a 

temperatura. Sendo assim, objetivou-se avaliar alterações na quantidade de hemócitos 

circulantes na hemolinfa de abelha Apis mellifera africanizada em diferentes temperaturas 

bem como em diferentes estágios de desenvolvimento (larva in vivo, larva in vitro, recém 

emergidas e forrageiras). Para isso, foram realizadas contagens totais de hemócitos das 

abelhas nas temperaturas de 8, 16, 24 e 32 oC e nos diferentes estágios de desenvolvimento. 

Observou-se que as larvas de abelha A. mellifera africanizada possuem uma quantidade 

significativamente maior de hemócitos circulantes (p<0,001), quando comparadas com os 

outros estágios de desenvolvimento testados (recém emergidas e forrageiras). Além disso, a 

temperatura também se mostrou um fator importante na variação de hemócitos circulantes 

na hemolinfa, já que quanto maior a temperatura, maior é a quantidade de hemócitos 

circulantes. Portanto, os eventos extremos advindos das mudanças climáticas, como as 

baixas temperaturas podem impactar diretamente o sistema imunológico das abelhas, tanto 

à nível individual como à nível colonial, ameaçando a distribuição e sobrevivência de 

diversas espécies.  

 

Palavras chave: Mudanças climáticas, temperatura, Apis mellifera africanizada, sistema 

imune, células de defesa, contagem total de hemócitos. 
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Introdução 

  O crescimento exponencial da população mundial está diretamente relacionado com 

as mudanças climáticas, uma vez que ações antropogênicas como o uso de combustíveis 

fósseis, o aumento de processos industriais e o aumento das práticas agrícolas têm levado ao 

aumento da emissão de gás carbônico e, consequentemente, ao aumento da temperatura 

global média (First, 2019; Pachauri et al., 2014).  

As mudanças climáticas envolvem diversos fatores, dentre eles o aquecimento 

global, mudanças nas distribuições de chuvas, temperaturas e intensidade de fenômenos 

naturais, como os furacões (Chen et al., 2011). Dentre os parâmetros utilizados para 

avaliações das mudanças climáticas destaca-se a temperatura, por ser o menos incerto e 

resumir tais alterações de forma abrangente (Alexander et al, 2006; Loarie et al., 2009; 

Pachauri et al., 2014). Contudo, apesar da constante preocupação com a elevação da 

temperatura média global, eventos extremos como invernos mais frios serão cada vez mais 

frequentes, já que o aumento da temperatura global influencia diretamente as correntes 

marítimas e fenômenos como o El Niño e a La Niña (Cai et al., 2018; Collins et al., 2010; 

Trenberth, 1997). 

No Brasil, o fenômeno La Niña tem causado alterações nos períodos de chuva e 

estiagem no Norte e Nordeste, dessalinização de áreas costeiras e estuários, alternância entre 

invernos extremamente secos/chuvosos no Sudeste, além de resfriamentos anormais durante 

as estações, principalmente durante o inverno. Esse tipo de resfriamento, com temperaturas 

ainda mais baixas não somente no inverno, mas em outras estações – como as primaveras 

frias percebidas no sudeste do Brasil – alteram a sensação térmica e umidade nessas regiões 

(Andrade et al., 2016; Cai et al., 2018; Grimm et al., 1998; Grimm, 2004; Rodrigues, & 

McPhaden, 2014). Tais alterações podem impactar drasticamente a distribuição e 

sobrevivência de diversas espécies, já que causarão um rearranjo nos climas, que implicará 

em mudanças de habitats, desaparecimentos de espécies, redução da amplitude térmica 

diária, dentre outros (Pachauri et al., 2014; Easterling et al., 1997; Williams et al., 2007). 
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As abelhas são um exemplo de organismos extremamente susceptíveis à tais 

alterações, uma vez que as temperaturas ditam todo seu comportamento, podendo levar a 

uma redução na distribuição ou até ao desaparecimento das espécies, bem como a 

mortandade massiva de indivíduos, o que impactará diretamente a produção de alimentos e, 

consequentemente, a qualidade de vida humana (Hilário; Imperatriz-Fonseca; Kleinert, 

2000). Portanto, um sistema de defesa efetivo faz-se necessário, no caso o sistema imune, a 

fim de manter a homeostase do indivíduo e da colônia como um todo (Southwick, 1983; 

Szymás, & Jedruszuk, 2003). Nos insetos esse sistema está dividido em sistema imune inato 

e sistema imune social (Lavine, & Strand, 2002).  

O sistema imune social consiste no controle de patógenos baseado no comportamento 

dos indivíduos que pertencem à um grupo como, por exemplo, ações coletivas para evitar 

infecções (Meunier, 2015). Já o sistema imune inato compreende principalmente barreiras 

físicas, fisiológicas, celulares e inflamatórias e utiliza dois tipos de reações, a reação humoral 

e a reação celular (Armstrong et al., 1996; Kavanagh, & Reeves, 2004). A reação humoral 

consiste na coagulação da hemolinfa, melanização e ação de proteínas, enquanto a reação 

celular está relacionada à atividade dos hemócitos, que são células de defesa circulantes na 

hemolinfa ou que permanecem imóveis ao redor de determinados órgãos (Cruz-Landim, 

2009; Armstrong et al., 1996). Estas células desempenham diversas funções como: 

fagocitose, nodulação, encapsulação, citotoxicidade por meio da produção de reativos 

intermediários de oxigênio, secreção de enzimas e coagulação da hemolinfa após a ruptura 

da cutícula e epiderme (Cruz-Landim, 2009; Gillespie et al., 1997; Lavine; Strand, 2002). 

Caracterizados em 1985 por Gupta, os hemócitos são células facilmente acessíveis e 

mensuráveis, o que possibilita avaliar a influência de diferentes fatores externos na supressão 

ou superexpressão do sistema imunológico. Para determinar essas alterações são realizadas 

contagens de hemócitos, sendo elas a contagem total de hemócitos, que representa o número 

total de hemócitos por mm3 de hemolinfa, e a contagem diferencial de hemócitos, que mostra 

a quantidade ou porcentagem de cada tipo de célula no material amostrado (Cruz-Landim, 

2009).   
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Diversos trabalhos já foram realizados comprovando alterações na quantidade de 

hemócitos em abelhas que foram expostas a algum contaminante, como inseticidas, 

fungicidas e patógenos (Brandt et al., 2016; Domingues et al., 2017; Alaux et al., 2010), e 

também relacionadas a alterações na dieta, retirada de vegetação nativa, idade, casta, 

altitude, etc. (Gilliam, & Shimanuki, 1970; Szymás, & Jedruszuk, 2003; Schmid et al., 2008; 

Mason et al., 2013; Hystad et al., 2017). Além disso, o estágio de vida das abelhas também 

influencia na quantidade de hemócitos circulantes na hemolinfa, sendo que alguns trabalhos 

relacionados a contagem de hemócitos demonstram que a quantidade dessas células reduz 

com o aumento da idade e casta, havendo registros de 21.000 hemócitos/ mL para operárias 

e zangões (Snodgrass, 1956), 3.824 hemócitos/ mL para rainhas (Cruz-Landim, 2009), 

10.640 hemócitos/ mL para larvas de cinco dias e 9.020 hemócitos/ mL para as pupas 

(Gilliam, & Shimanuki, 1966). 

As variações na quantidade de hemócitos do sistema imune dos insetos permite que 

eles resistam a algumas alterações de temperatura (Bauerfeind, & Fischer, 2014), porém 

estudos mostram que variações na temperatura causam uma resposta imediata frente esse 

sistema, podendo aumentar o número de hemócitos ou da atividade enzimática da 

fenoloxidase, uma proteína responsável pela oxidação e hidroxilação do pigmento presente 

na hemolinfa, o que causa a melanização  (Lavine; Strand, 2002; González- Santoyo; 

Córdoba-Aguilar, 2012; Catalán et al., 2012; Schmid et al., 2008). Pesquisas indicam que 

microclimas mais quentes são melhores para indivíduos que estão infectados por patógenos 

e dependem de ação imunológica (Klugger et al., 1998; Catalán et al., 2012). Porém, 

aumentos muito severos, podem afetar negativamente esse sistema, atingindo os 

mecanismos de estresse, ou seja, a defesa celular e humoral (Karl et al., 2011). Assim as 

abelhas (A. mellifera) mantém a temperatura interna da colônia em aproximadamente 34 oC, 

independentemente da temperatura ambiental (Jones; Oldroyd, 2007), devido a algumas 

características comportamentais como o agrupamento das abelhas para aquecimento ou 

agitação das asas para resfriamento interno, promovendo a manutenção da temperatura e 

consequentemente a saúde da colônia (Bernd, 1979; Free; Simpson, 1963). 
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Tendo em vista o impacto que a temperatura pode causar na quantidade de hemócitos 

de abelhas e na elevada variação térmica global que têm sido observada nos últimos anos, 

com invernos muito frios e verões com drásticos aumentos de temperatura (Hansen et al., 

2006), faz-se necessário avaliar variações na quantidade de hemócitos de abelhas de 

diferentes idades frente à essas oscilações de temperatura. Além disso, o impacto dessas 

variações sobre o sistema imune das abelhas A. mellifera africanizadas, nos permitirá inferir 

os efeitos desse importante aspecto ambiental sobre um sistema que é crucial para a 

sobrevivência e manutenção desses insetos e suas colônias.  

 

Material e métodos 

Material Biológico 

Favos limpos operculados de três colônias não irmãs foram coletados no apiário da 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – UNESP – campus Rio Claro e 

posteriormente acondicionados em incubadora à 32 ± 2 ºC e umidade relativa de 80%. Em 

seguida, prosseguiu-se com as coletas das abelhas nos diferentes estágios de 

desenvolvimento.  

Larvas em 5º instar trazidas diretamente do apiário (in vivo) e abelhas forrageiras, 

foram coletadas nos dias em que a estação meteorológica de Rio Claro, localizada no 

CEAPLA (Centro de Análise e Planejamento Ambiental) – UNESP, marcou as temperaturas 

de 8, 16, 24 e 32 ºC, ou seja, correspondentes aos diferentes tratamentos testados. Sendo 

assim, as abelhas forrageiras e larvas in vivo não necessitaram de choque térmico em 

geladeira ou estufa BOD por 10 minutos, uma vez que o tempo entre a coleta e o transporte 

dos indivíduos até o laboratório correspondeu ao tempo do choque térmico que seria 

reproduzido artificialmente em laboratório.  

Para a contagem de hemócitos das larvas criadas in vitro, os indivíduos foram criados 

de acordo com o método proposto por Aupinel e colaboradores (2005) com modificações 

(comunicação pessoal). Os experimentos foram conduzidos em placas acrílicas e 

acondicionados em caixas plásticas em estufa BOD com temperatura (32 ± 2 oC) e umidade 
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constantes (90 ± 5%). Quando atingiam o 5º instar, as larvas criadas in vitro eram alocadas 

em placas de Petri e submetidas as diferentes temperaturas testadas, em geladeira para a 

temperatura de 8 ºC e estufa BOD para as temperaturas de 16, 24 e 32 ºC, durante 10 minutos 

(Figura 1A e 1B). Já as abelhas recém emergidas eram trazidas do apiário ao laboratório, 

onde algumas tinham o tórax pintado com tinta atóxica e eram devolvidas ao apiário para 

serem coletadas após 21 dias como abelhas forrageiras, mencionadas anteriormente, e outras 

eram submetidas as diferentes temperaturas propostas no experimento, em geladeira ou 

estufa BOD, durante 10 minutos (Figura 1C e 1D).  

A contagem dos hemócitos de abelhas adultas e recém emergidas foi realizada 

utilizando-se um pool de duas abelhas por contagem, já que a quantidade de hemolinfa 

extraída de uma abelha não foi suficiente para realizar a contagem. Utilizaram-se 80 abelhas 

de cada uma das 3 colônias não irmãs, totalizando 240 indivíduos por contagem. 

Diferentemente, devido a extração de um maior volume de hemolinfa das larvas, utilizou-se 

apenas um indivíduo por contagem, ou seja, 40 larvas por colônia, totalizando 120 

indivíduos por contagem.  

Figura 1. Aclimatação das abelhas recém emergidas e larvas criadas in vitro. (A) Larvas 

criadas in vitro em 5o instar na estufa BOD a aproximadamente 16 oC; (B) Larvas criadas in 

vitro em 5o instar na geladeira a aproximadamente 9 oC; (C) Abelhas recém emergidas na 
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estufa BOD a aproximadamente 24 oC; (D) Abelhas recém emergidas na geladeira a 

aproximadamente 9 oC.  

 

Coleta da hemolinfa 

Para coleta da hemolinfa das larvas puncionou-se a cutícula na região do cabeça com 

o auxílio de uma tesoura oftalmológica conforme metodologia descrita no capítulo 1. 

Posteriormente, a hemolinfa foi coletada com o auxílio de uma micropipeta e acondicionada 

em microtubo de polipropileno de 1,5 mL. 

 As abelhas recém-emergidas e forrageiras, as mesmas foram anestesiadas 

previamente a 4ºC e, após retirada da cabeça com auxílio da tesoura oftalmológica, a 

hemolinfa foi coletada da abertura proximal do tórax com auxílio de uma micropipeta e 

acondicionada em microtubo de polipropileno de 1,5 mL.  

Qualquer fluído com coloração amarelada ou marrom, características de fluído 

gástrico, foi evitado. 

 

Contagem total de hemócitos 

A contagem total de hemócitos é utilizada para medir indiretamente a 

imunocompetência celular. As contagens foram realizadas igualmente para cada um dos 

grupos experimentais de abelhas A. mellifera africanizada: larvas (in vivo e criadas in vitro), 

recém-emergidas e forrageiras. 

Sendo assim, para cada um dos indivíduos utilizados na contagem de hemócitos 

foram preparadas soluções contendo 5 µL de hemolinfa e 5 µL do corante azul de metileno 

totalizando uma proporção final de 1:1 (v:v). Posteriormente, alíquotas de 5 µL da solução 

hemolinfa-corante foram colocadas em cada um dos lados da câmara de Neubauer (Fig. 2) 

e, com auxílio do microscópio de luz de campo claro (OLYMPUS, modelo BX51) e objetiva 

de 40X (aumento total de 400X), procedeu-se a contagem em 5 quadrantes da câmara. 
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Figura 2. Imagem da câmara de Neubauer (arquivo pessoal) e aumento com os quadrantes 

contados de cada lado da câmara (foto: http://waredacaoiscx.gelos.org/camara-de-neubauer-

61sekylit3873.html). 

 

A fim de obter dados estatísticos mais robustos foram realizadas 120 contagens para 

cada grupo amostral, sendo 40 contagens de cada uma das três colônias diferentes não irmãs. 

A quantidade de hemócitos por mL da hemolinfa foi obtida pela fórmula adaptada por 

Domingues e colaboradores (2017): 

 

𝐻𝑒𝑚ó𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠/𝑚𝐿 =
𝑛º	𝑑𝑒	ℎ𝑒𝑚ó𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠
𝑛º	𝑑𝑒	𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠	 × 𝐹. 𝐷.		 × 𝐹. 𝐶. 

 

O fator de diluição (F.D.) utilizado para todas as amostras é 1 e o fator de correção 

(F.C.) é 104, número este pré-estabelecido para câmara de Neubauer. 

 

Análises estatísticas  

A quantidade de hemócitos circulantes na hemolinfa nos diferentes estágios de 

desenvolvimento e nas diferentes temperaturas avaliadas foram comparadas utilizando-se o 

programa R (R Core Team). Primeiramente, os dados obtidos foram submetidos à análise 

ANOVA e, verificando a normalidade dos dados (paramétricos), posteriormente foram 

submetidos ao teste de Tukey ao nível de 1% de probabilidade de erro (p<0,001). Além 

disso, fez-se uma análise de componentes principais (PCA) a fim de correlacionar a 

contagem de hemócitos com a temperatura e o estágio de desenvolvimento amostrado. 
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Resultados 

 Após realizar a extração da hemolinfa das abelhas nos diferentes estágios de 

desenvolvimento (larvas in vivo, larvas in vitro, recém emergidas e forrageiras) e nas 

diferentes temperaturas (8, 16, 24 e 32 oC) observou-se que haviam diferenças significativas 

nas quantidades de hemócitos circulantes na hemolinfa (p<0,001), tanto relacionadas com o 

estágio de desenvolvimento dos indivíduos, como com as temperaturas testadas. 

 As larvas de abelhas A. mellifera africanizada, tanto retiradas diretamente do apiário 

(in vivo), quanto criadas in vitro, possuem maiores quantidades de hemócitos circulantes do 

que as abelhas adultas. Sendo que dentre elas, as larvas cultivadas in vitro apresentaram uma 

maior quantidade de hemócitos circulantes quando comparadas com as coletadas in vivo à 

32 ºC, nível de significância (p<0,001). Dentre as abelhas adultas, as abelhas recém 

emergidas possuem menores quantidades de hemócitos do que as abelhas forrageiras 

(p<0,001) (Fig. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Boxplots mostrando a quantidade de hemócitos por mL de hemolinfa nos 

diferentes estágios de desenvolvimento das abelhas A. mellifera africanizada: larvas in vitro, 

larvas in vivo, recém emergidas e forrageiras a 32 ºC (temperatura interna da colônia). Larvae 

in vivo: larva in vivo; Larvae in vitro: larva in vitro; Newlyemerged: recém emergida; Forage 

bee: abelha forrageira. 



 
 

53 

 

Também se notou uma alteração significativa na quantidade de hemócitos 

circulantes. Quanto às diferentes temperaturas de coleta testadas, nas temperaturas mais 

baixas, 8 e 16 oC, para os estágios de desenvolvimento larval (in vitro e in vivo) e forrageiras, 

a quantidades de hemócitos circulantes na hemolinfa foi mais baixa, quando comparadas 

com temperaturas mais altas, 24 e 32 oC (Fig. 4).  

Figura 4. Boxplots mostrando a quantidade de hemócitos por mL de hemolinfa nos 

diferentes estágios de desenvolvimento das abelhas A. mellifera africanizada: larvas in vitro, 

larvas in vivo, recém emergidas e forrageiras, de acordo com as quatro diferentes 

temperaturas testadas (8, 16, 24 e 32 oC). Larvae in vivo: larva in vivo; Larvae in vitro: larva 

in vitro; Newlyemerged: recém emergida; Forage bee: abelha forrageira; Hemocyte/ mL: 

hemócitos/ mL. 

 

As abelhas com menores quantidades de hemócitos são as abelhas recém emergidas, 

seguidas pelas abelhas forrageiras, larvas in vivo e larvas in vitro. Porém, ao analisamos o 

percentual de redução de hemócitos circulantes com as variações de temperatura, nota-se 

que as abelhas que sofreram menores alterações nas quantidades de hemócitos circulantes 

devido a temperatura são as abelhas recém emergidas, que tem uma redução de 8,2% de 
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hemócitos da temperatura de 32 oC para 8 oC; já as abelhas forrageiras, apesar de possuírem 

mais hemócitos circulantes do que as abelhas recém emergidas, apresentam um percentual 

de variação na quantidade de hemócitos maior, sendo uma redução de 24,5% de hemócitos 

circulantes da temperatura de 32 oC para 8 oC; entre as larvas o impacto da temperatura é 

ainda maior, provocando uma redução de 50,8% na quantidade de hemócitos circulantes nas 

larvas criadas in vitro da temperatura de 32 oC para 8 oC e uma redução de 53,8% nos 

hemócitos circulantes das larvas coletadas in vivo da temperatura de 32 oC para 8 oC. A PCA 

(Fig. 5) evidencia que há correlação entre idade das abelhas e a quantidade de hemócitos 

frente as diferentes temperaturas.  

 

 

Figura 5. Gráfico PCA demonstrando a distribuição da quantidade de hemócitos presente 

em cada estágio de desenvolvimento e a sua variação em diferentes temperaturas. 

 

 

 



 
 

55 

Discussão 

O objetivo desse estudo foi analisar a variação na quantidade de hemócitos de abelhas 

A. mellifera em diferentes temperaturas. Com os experimentos realizados pode-se observar 

que, em temperaturas mais altas, como 32 oC observa-se maiores quantidade de hemócitos 

circulantes na hemolinfa para qualquer um dos estágios de desenvolvimento, e que essa 

quantidade de hemócitos decresce conforme as temperaturas diminuem, demonstrando que 

a redução na temperatura causa redução na quantidade de hemócitos circulantes na 

hemolinfa, podendo afetar a atividade do sistema imunológico das abelhas.  

O estágio de desenvolvimento também afeta a quantidade de hemócitos, o que já foi 

analisado em outras pesquisas, como a de Schmid e colaboradores (2008) que observaram 

redução na quantidade de hemócitos com o aumento da idade das abelhas. Os autores 

associaram este fato a substituição da defesa celular pela defesa humoral, como forma de 

redução do gasto energético para colônia. A hipótese de substituição da defesa celular 

também se justifica pelo fato das abelhas adultas (forrageiras) possuírem uma quantidade 

muito maior de fenoloxidase, uma enzima responsável pela oxidação da hemolinfa, do que 

as abelhas mais jovens (Chan et al., 2006). Com relação ao observado nas abelhas recém 

emergidas, a pouca interferência da temperatura em sua quantidade de hemócitos pode ser 

justificada pelo fato delas ainda possuírem grandes quantidades de corpo gorduroso, que 

produzem peptídeos antipatogênicos, apesar de possuírem baixas quantidades de hemócitos 

e também uma menor atividade humoral (Wilson-Rich et al., 2008). 

Já os estudos que avaliam as respostas imunológicas em baixas temperaturas, 

observaram que há redução na quantidade de hemócitos e em outras atividades do sistema 

imune, o que também é observado em outros grupos de animais, como crustáceos e outros 

insetos (Goedken et al., 2005; Kim et al., 2011; Pandey et al., 2010; Flye-Sainte-Marie et al., 

2009; Li et al., 2014).  

As pesquisas que relacionam a atividade imunológica das abelhas e variações na 

temperatura são escassos, porém Steinmann e colaboradores (2015) observaram haver 

relação entre baixas temperaturas e a redução da expressão de genes relacionados a 
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imunidade, como forma de reduzir o gasto energético, o que causa imunossupressão e 

consequentemente aumento na contaminação da colônia com doenças, como o vírus da asa 

deformada, Varroa e Nosema. Amdam e colaboradores (2004) também verificaram que as 

baixas temperaturas impedem o forrageamento adequado das abelhas e reduzem o 

armazenamento de vitelogenina, uma proteína de reserva necessária para alimentação das 

larvas, causando a má nutrição das crias, reduzindo o tamanho da colônia, prejudicando o 

agrupamento dos indivíduos e, consequentemente, a manutenção da temperatura interna.  

Starks e colaboradores (2000) também estudaram o efeito da temperatura em colônias 

infectadas com Ascosphaera apis (fungo causador da doença Chalk brood), e observaram 

que esse fungo se desenvolve nas larvas quando há queda na temperatura da colônia para 30 

oC, o que não ocorre em colônias saudáveis; porém colônias enfraquecidas não conseguem 

realizar o aquecimento da colmeia, culminando na proliferação da doença. Essas 

consequências da contaminação durante baixas temperaturas afetam diretamente o sistema 

imunológico, que se torna suprimido (visto redução no número de hemócitos), permitindo o 

aparecimento de infecções secundárias.  

Não é apenas o sistema imune e metabólico que sofre com alterações de temperatura, 

o sistema nervoso das abelhas também é influenciado. Abelhas criadas em temperaturas 

constantes de 35-36 oC tem maior capacidade de aprendizagem e memória, quando 

comparadas com abelhas criadas a 32-33 oC, principalmente devido a alterações 

morfofisiológicas nos corpos pedunculados, o que pode prejudicar a capacidade de 

forrageamento das abelhas e consequentemente a quantidade alimento, enfraquecendo a 

colônia (Groh et al., 2004; Jones et al., 2005; Tautz et al., 2003). Assim, podemos inferir a 

importância de estudos sobre mudanças climáticas, no caso de eventos extremos advindos 

de tais mudanças, já que quaisquer alterações na temperatura influenciam nas atividades das 

colônias. 

Os poucos estudos que relacionam as mudanças climáticas e seus efeitos sobre as 

populações de abelhas mostram que esse efeito ambiental não ocorre isolado, ele está 

atrelado a outros problemas ambientais como perda e fragmentação de habitats. Brown e 
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Paxton (2009) trazem em sua revisão alguns efeitos causados pelas alterações climáticas 

sobre os habitats das abelhas, principalmente a perda de áreas costeiras devido ao aumento 

do nível do mar, causado pelo derretimento de geleiras (Marengo, 2008). Também haverá o 

desaparecimento dos oásis no deserto do Saara, que acarretará na morte das abelhas da região 

que não são capazes de migrar naturalmente; a perda de interações entre abelhas e plantas 

devido a alteração da flora (que poderão não ter néctar para atrair os polinizadores ou então 

causar redução do pólen, sendo este fonte de proteína da maioria das abelhas). O processo 

de desertificação de áreas de floresta também é impendente, como a previsão de 

desertificação/ savanização da floresta amazônica pelas alterações nas precipitações (Le 

Conte; Navajas, 2008; Marengo, 2008; Oyama; Nobre, 2003). Além de outros fatores, como 

o desacoplamento fenológico, em que as plantas alteram seu período de floração devido as 

alterações climáticas, afetando a obtenção de recursos de diversos grupos de animais, dentre 

eles as abelhas sazonais (Encinas-Viso; Revilla; Etienne, 2012; Vásquez; Chacoff; Cagnolo, 

2009). 

Portanto, as mudanças climáticas mostram-se uma ameaça futura iminente, já que 

poderá alterar características das estações do ano a longo prazo, bem como eventos 

meteorológicos de curto prazo, como épocas de chuvas ou estiagem, afetando diretamente o 

forrageamento das abelhas e impactando a biodiversidade desses insetos em todo o mundo 

(Brown, & Paxton, 2009; Gonzáles-Varo et al., 2013).  
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Resumo 

 

Dentre os fatores que afetam a sobrevivência das abelhas o uso de agrotóxicos é bastante 

discutido e avaliado, sabendo-se que diferentes ingredientes ativos amplamente utilizados 

na agricultura afetam diretamente o sistema imune das abelhas, causando a morte de 

indivíduos e enfraquecimento das colônias. No entanto, algumas das principais formas de 

avaliar o sistema imune é pela realização de análises indiretas, demonstrando a necessidade 

de estudos que permitam a avaliação de diferentes agentes externos diretamente sobre o 

sistema imune das abelhas, de forma mais específica e controlada, como o cultivo in vitro 

dos hemócitos. O cultivo primário e secundário de diversos tipos celulares de abelhas já foi 

estabelecido, porém os trabalhos com cultivo de hemócitos, tanto para abelhas quanto para 

outros grupos de insetos, ainda possui diversas lacunas, e não foi estabelecido por um 

período que permita a avaliação adequada do efeito dos diferentes ingredientes ativos que 

precisam ser testados. Assim, esse trabalho objetivou padronizar métodos confiáveis e em 

condições controladas para o cultivo in vitro dos hemócitos de larvas de abelha Apis 

mellifera africanizada (híbrido) em quinto instar (pré-defecantes), que possam ser utilizados 

em futuros testes ecotoxicológicos, de maneira a determinar moléculas de agrotóxicos que 

sejam mais seletivas quanto ao inseto alvo, acometendo menos as abelhas, e cooperar com o 

desenvolvimento de uma agricultura mais sustentável. Para tanto, 3 diferentes meios 

amplamente utilizados no cultivo in vitro de células de insetos foram testados, sendo o meio 

Grace, Schneider e Leibovitz (L-15), para avaliar sua capacidade na manutenção dos 

hemócitos de larvas de abelhas A. mellifera africanizada em quinto instar. Após contagens 

celulares e avaliações por meio de microscopia de contraste de fase, observou-se que o meio 

Grace foi o mais efetivo para o cultivo in vitro dos hemócitos de larvas de abelha, havendo 

uma média de 669 mil células após 24 horas de incubação e 1.141 mil após 96 horas de 

incubação. Para determinação do tipo celular cultivado, utilizou-se avaliação morfológica, 

com a finalidade de identificar a característica específica dos hemócitos, ou seja, a 

capacidade dessas células tornarem-se alongadas no processo de reconhecimento de um 

agente estranho, tais como a placa de cultura. Após as medições essas células foram 

comparadas com outras encontradas em demais trabalhos com hemócitos de abelha no 

mesmo estágio de desenvolvimento, permitindo inferir que as células cultivadas são 

hemócitos de larvas de abelha A. mellifera africanizada.  

 

Palavras chave: cultivo in vitro, cultura primária de abelhas, meio Grace, meio Schneider, 

meio L15, cultivo de hemócitos. 
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1. Introdução  

 

Apesar da grande relevância das abelhas como polinizadores de diversas espécies de 

plantas (ROCHA; ALENCAR, 2012), o registro do declínio populacional desses insetos tem 

aumentado por todo o mundo, tanto de indivíduos silvestres quanto domesticados, apesar de 

nem todas as mortes serem registradas ou documentadas (POTTS et al 2010; PIRES et al 

2016). Há um consenso no que diz respeito aos fatores relacionados ao enfraquecimento das 

colônias, e consequentemente a mortes destes insetos, como por exemplo a perda de habitats, 

introdução de doenças, o uso indiscriminado ou incorreto de agrotóxicos, etc. (GOULSON 

et al 2015; BIESMEIJER; SLAA, 2006). O efeito negativo de diferentes inseticidas sobre 

os sistemas vitais para a sobrevivência das abelhas têm sido bastante estudado (BOVI; 

ZALUSKI; ORSI, 2018; OLIVEIRA et al 2014; CRUZ  et al 2010; CATAE et al 2014; 

GREGORC et al 2016; FORFERT et al 2017; NICODEMO et al 2014), sendo que um 

desses sistemas afetados pelo uso de agrotóxicos é o sistema imune, já que é um dos 

principais responsáveis tanto pela defesa, quanto pela homeostase do organismo das abelhas 

(SOUTHWICK, 1983; SZYMÁS; JEDRUSZUK, 2003).  

O sistema de defesa dos insetos inclui o sistema imune inato e social (LAVINE; 

STRAND, 2002), sendo que o sistema imune social compreende ações coletivas para evitar 

a contaminação do grupo (ex.: limpeza do ninho, evitar locais contaminados, não permitir a 

entrada de outros insetos ou então insetos contaminados, etc.) (MEUNIER, 2015), enquanto 

que o sistema imune inato compreende fatores intrínsecos ao indivíduo, que permitem o 

reconhecimento e morte de invasores, sendo dividido em barreiras físicas e fisiológicas (ex.: 

tegumento e mucos intestinais) (CRUZ-LANDIM, 2009; LAVINE; STRAND, 2002), e 

também em barreiras celulares e inflamatórias, que envolvem dois tipos de reações, as 

reações celulares, que compreendem a atividade das células de defesa chamadas hemócitos, 

e reações humorais, que são as atividades desempenhadas pela hemolinfa, como coagulação 

e melanização, realizadas por diferentes proteínas presentes na mesma (ARMSTRONG; 

MELCHIOR; QUIGLEY, 1996; CRUZ- LANDIM, 2009; KAVANAGH; REEVES, 2004). 

Diversas pesquisas já demonstraram que o uso de diferentes ingredientes ativos pode 

afetar diretamente o sistema imune das abelhas, seja a sua atividade celular ou humoral. 

Tanto que, trabalhos realizados com abelhas adultas ou larvas de Apis mellifera demonstram 

que há alterações na quantidade de hemócitos circulantes frente a contaminação com 

diferentes tipos de agrotóxicos, sejam eles inseticidas neonicotinoides (imidacloprido, 

tiametoxam, tiacloprido e clotianidina) ou então outras classes de inseticidas 

(organofosforados, organoclorados e piretóides) e insumos agrícolas (fungicidas e 

acaricidas). Alguns desses estudos demonstram que há um aumento na quantidade de 
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hemócitos após a contaminação com esses diferentes agrotóxicos como resposta do sistema 

imune (ALAUX et al 2010; DOMINGUES et al 2017; VIDAU et al 2011) contudo, outras 

pesquisas relatam uma redução no número de hemócitos que pode ser explicada pela saúde 

das colônias utilizadas para os testes, pois colônias que apresentam diferentes níveis de 

infecção, seja por vírus, ácaros ou bactérias, podem ser imunosuprimidas devido ao 

sinergismo dessas moléculas químicas e de fatores bióticos, o que reduz a quantidade de 

hemócitos (BRANDT et al 2016; BRANDT et al 2017; LÓPEZ et al 2017). Além das 

alterações nas quantidades de hemócitos, os agrotóxicos também podem afetar a transcrição 

de genes da imunidade, produção de enzimas oxidativas ou detoxificantes (GARRIDO et al 

2013; GREGORC et al 2012; TAVARES et al 2017), ou a regulação de fatores de 

transcrição antivirais, deixando as abelhas susceptíveis a vírus, como o vírus da asa 

deformada (DI PRISCO et al 2013).  

Embora os trabalhos citados tenham realizado a avaliação do sistema imune das abelhas 

frente a diferentes agentes externos, os métodos utilizados para realizar essas avaliações, 

como as contagens, são pouco específicos, sendo necessária uma forma mais precisa de 

avaliação desse sistema, como o cultivo in vitro das células do sistema imune, os hemócitos, 

o que permitirá avaliar e compreender de maneira mais específica a resposta do sistema 

imune das abelhas frente aos diferentes ingredientes ativos utilizados principalmente nas 

lavouras, permitindo determinar moléculas que sejam mais seletivas ao inseto alvo, bem 

como o desenvolvimento de uma agricultura mais sustentável (AZEVEDO et al 2020).  

O cultivo in vitro permitirá realizar experimentos diretamente sobre as células do sistema 

imune das abelhas, que além de garantir especificidade, também permitirá controlar 

variáveis ambientais, reprodutibilidade, além de mais agilidade, quando comparado aos 

experimentos in vivo (ALVES; GUIMARÃES, 2010; ROGERO et al 2003). Essa área de 

pesquisa tem se desenvolvido bastante nos últimos anos (IKONOMOU; SCHNEIDER; 

AGATHOS, 2003; SMAGGHE; GOODMAN; STANLEY, 2009), como o trabalho de 

Müller e colaboradores (1999) em que obtiveram uma linhagem celular de hemócitos do 

mosquito Anopheles gambie que se manteve viável por dois anos. Também a pesquisa de 

Samakovlis e colaboradores (1992) que conseguiu estabelecer uma linhagem celular de 

hemócitos de Drosophila para testar genes supressores de tumor, bem como de Gateff (1998) 

que utilizou cultivos de hemócitos de Drosophila para testar os mesmos genes supressores 

de tumor.  

Apesar de ainda não terem sido estabelecidas linhagens celulares de abelhas 

imortalizadas (GENERSCH et al 2013), há diversas culturas primárias com células 

neuronais e intestinais de A. mellifera (GASCUEL et al 1991; GASCUEL et al 1994; 

MÖCKEL et al 2009; POPPINGA et al 2012). Porém, a pesquisa com hemócitos de abelhas 

é bastante escassa, sendo realizadas em períodos inferiores a 24 horas, buscando demonstrar 
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o efeito de patógenos, dietas e ferimentos na cutícula, sobre o sistema imune das abelhas em 

curtos períodos de tempo (NEGRI et al 2012; NEGRI et al 2013; NEGRI et al 2014; NEGRI 

et al 2015), demonstrando assim a necessidade de pesquisas destinadas ao cultivo in vitro de 

hemócitos de abelha que possam ser utilizadas para testes específicos, como os testes 

ecotoxicológicos, que demandam um período de tempo pré determinado para serem 

avaliados (OECD, 1998a; OECD, 1998b; OECD, 2013), preenchendo assim uma importante 

lacuna na pesquisa sobre abelhas e seu essencial sistema de defesa. Dessa forma, o objetivo 

deste trabalho foi padronizar métodos confiáveis e em condições controladas para o cultivo 

in vitro de hemócitos de A. mellifera africanizada (híbrido). 

 

2. Material e métodos 

2.1. Material biológico 

Favos de abelhas A. mellifera africanizada contendo larvas em primeiro instar foram 

coletados de três colônias não parentais e saudáveis, localizadas no apiário do Departamento 

de Biologia, Instituto de Biociências da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro 

- São Paulo - Brasil (Latitude: 22°23'48.1"S; Longitude: 47°32'33.1"W), durante dias em 

que a temperatura ambiente era 32oC (± 2oC). Posteriormente, os favos foram 

acondicionados em estufa incubadora, com temperatura regulada a 34oC (± 2oC) e umidade 

a 90% (± 5%), no Laboratório de Ecotoxicologia e Conservação de Abelhas (LECA) do 

Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da UNESP. Após o período de aclimatação, as 

larvas foram criadas de acordo com o método proposto por Aupinel e colaboradores (2005, 

2007) com algumas adaptações para A. mellifera africanizada (comunicação pessoal), sendo 

acondicionadas em placas acrílicas e mantidas em caixas plásticas em estufa incubadora 

BOD (demanda biológica de oxigênio) com temperatura (32±2oC) e umidade (90±5%) 

constantes, e foram alimentadas diariamente até atingirem o quinto instar larval, em fase pré-

defecante, quando ainda é possível observar o intestino repleto de material com coloração 

amarelada (alimento) (CRUZ-LANDIM, 2009; FRANCOY et al 2006; MICHELETTE; 

SOARES, 1993). 

 

2.2. Dissecção e cultura das células do sistema imune 

Primeiramente todo o material utilizado para cultivo in vitro foi previamente 

autoclavado, bem como os procedimentos foram todos realizados em câmara de fluxo 

laminar, previamente limpa com álcool 70% e esterilizada com luz ultravioleta durante 25 

minutos. Os utensílios utilizados foram esterilizados dentro da câmara de fluxo laminar com 

luz ultravioleta durante 25 minutos, evitando-se assim qualquer tipo de contaminação dos 

materiais necessários para dissecação e cultivo in vitro das células.  



 
 

69 

Após o preparo dos materiais, as larvas pré-defecantes foram previamente anestesiadas 

em baixa temperatura (4 oC) por 5 minutos, e desinfectadas por meio de imersão em álcool 

70% durante 1 minuto e posterior lavagem por duas vezes em água autoclavada durante 1 

minuto em cada lavagem, de maneira a retirar o excesso de álcool (modificado de 

FURTADO et al 2013; MARTINS et al 2011; GENERSCH et al 2013), e deixadas para 

secar sobre papel filtro autoclavado durante aproximadamente 2 minutos. Posteriormente, 

foi realizada a extração da hemolinfa conforme metodologia descrita no capítulo 1, que 

permitiu extrair aproximadamente 10 μL de hemolinfa pura de cada larva, sem contaminação 

com outras células ou partes de tecidos. 

Para iniciar o cultivo in vitro, realizou-se um pool de 30 larvas de 3 colônias diferentes 

(10 de cada colônia), sendo retirados 10 μL de hemolinfa de cada larva, que foram 

acondicionados em tubos de polipropileno de 1,5mL previamente autoclavados. Esse 

material foi centrifugado a 16,100 x g durante 12 minutos a 4 oC, permitindo a formação de 

um pellet de células (modificado de CHAN; HOWES; FOSTER, 2006). Na câmara de fluxo 

laminar, o material sobrenadante (hemolinfa) foi descartado. 

Ao finalizar o isolamento dos hemócitos, essas células foram gentilmente 

homogeneizadas com auxílio de uma pipeta (NEGRI et al 2014; NEGRI et al 2015) e 

diluídas em 18uL de meio de cultura puro previamente preparado, contendo apenas 1% de 

gentamicina. Posteriormente, essa solução foi distribuída em placas de 12 poços estéreis 

(Kasvi®), sendo acondicionados 2 mL de solução em 9 poços, e nos 3 poços restantes foram 

acondicionados 2 mL de meio de cultura puro com 1% de gentamicina, para servir como 

controle. Em seguida, as placas foram acondicionadas em estufas incubadoras BOD dentro 

de caixas plásticas previamente limpas com álcool 70%, com temperatura (32 oC) e umidade 

(80%) constantes (GENERSCH et al 2013), livres da adição de CO2 (PUDNEY; VARMA; 

LEAKE, 1979). Por conseguinte, foram avaliadas durante um período pré-determinado de 

24, 48, 72 e 96 horas.  

Os meios testados para a padronização do cultivo in vitro foram: Grace's (G) (SAFC 

Biosciences®); Schneider (Sch) (Sigma-Aldrich®); e Leibovitz (L-15) (Sigma-Aldrich®), 

preparados conforme as instruções do fabricante, porém com pH ajustado para 6.6, valor do 

pH da hemolinfa das larvas (RACHINSKY; HARTFELDER, 1998). 

 

2.3. Avaliação do cultivo celular 

2.3.1 Avaliação sob microscópio de contraste de fase 

Durante todo o período determinado para o cultivo in vitro, as placas de cultura foram 

observadas sob microscópio invertido com contraste de fase (Carls Zeiss®, modelo 

Primovert). As observações foram realizadas em diferentes contrastes (Ph1/0,3 e Ph2/0,3) e 

aumentos (objetivas aumento de 4, 10, 20 e 40X; ocular aumento 10X), o que permitiu 
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avaliar o desenvolvimento e manutenção das células cultivadas, bem como realizar análises 

morfológicas, por meio de fotomicrografias obtidas a partir de uma câmera digital (Carls 

Zeiss®, modelo Axiocam 105 color) acoplada ao microscópio invertido. Para aquisição das 

imagens utilizou-se o software Zen 2.3 lite. 

 

2.3.2 Contagem celular 

A fim de determinar o desenvolvimento e viabilidade das células cultivadas in vitro 

foram realizadas contagens dos diferentes poços da placa de cultura. Primeiramente, foram 

coletados 8 μL da suspensão celular (células + meio de cultura) e diluídos em 24 μL de 

solução salina para insetos (0.1 M NaCl; 0.003 M KCl; 0.002 M CaC12; 0.002 M NaHCO3), 

a fim de se obter uma solução que permitisse a visualização em microscópio de campo claro 

e posterior contagem das células. Após ser realizada a diluição da suspensão celular em 

solução salina para insetos, uma nova diluição foi realizada, utilizando-se 10 μL da 

suspensão celular + solução salina para insetos e 10 μL de corante vital azul de Tripan 0,2% 

(Sigma-Aldrich®). Ao final obteve-se uma solução de suspensão celular, solução salina para 

insetos e azul de Tripan 0,2% diluída 10x, que permitiu a contagem das células presentes no 

cultivo in vitro por meio da câmara de Neubauer (Marienfield, Lauda-Konigshofen®), onde 

foram contados 5 quadrantes diferentes. O número total de células foi obtido pela seguinte 

fórmula, pré-estabelecida (DOMINGUES et al 2017) para obtenção do número de células 

contadas: 
 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜	𝑑𝑒	𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠/	𝑚𝐿 = ?º	@A	BéCDCEF	BG?HE@EF
?º	@A	IDE@JE?HAF	BG?HE@GF	

× 𝐹. 𝐷.		 × 𝐹. 𝐶.  

 
O fator de diluição (F.D.) das amostras é 10, pois a solução analisada foi diluída 10 

vezes e, o fator de correção (F.C.) é 104, número este pré-estabelecido para câmara de 

Neubauer. 

 

2.4. Caracterização celular 

 

Para realização da caracterização das células presentes no cultivo in vitro, utilizou-se 

uma técnica de análise morfológica. Para tanto, utilizaram-se imagens obtidas a partir do 

microscópio invertido com contraste de fase e comparou-se com imagens de outros trabalhos 

com hemócitos de larvas de abelha A. mellifera no mesmo estágio de desenvolvimento 

também obtidas com microscópio invertido, em que é realizado o cultivo de hemócitos 

durante 24 horas, utilizando-se 3 diferentes meios de cultura para insetos, meio Grace’s 

(GIM, Hyclone®), TC-100 (Sigma®) e Excell-405 (Sigma®) (NEGRI et al 2013; NEGRI et 

al 2014).  



 
 

71 

As medições celulares foram feitas com o programa ImageJ permitindo caracterizar 

morfologicamente os hemócitos da larva de abelha A. mellifera africanizada. Foram 

realizadas duas medições diferentes nas imagens, uma medindo o comprimento celular, 

verificando-se o ponto onde poderia se obter a medida mais longa da célula, e outra medida 

verificando a largura celular, também verificando-se o ponto onde poderia se obter a medida 

mais larga da célula (Figura 1). Essas medições foram realizadas nas imagens presentes nos 

artigos citados e nas imagens obtidas por fotomicrografia durante essa pesquisa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 – Esquema demonstrando como foram realizadas as medições nas células. (A) medições 
realizadas nas imagens obtidas a partir do cultivo in vitro realizado nesta pesquisa (objetiva 40x), 
verificando a largura e comprimento. Linhas tracejadas indicam como foi realizada a medição do 
comprimento e largura nas células. 
 

2.5 Análise estatística 

 

As análises da quantidade de células nos diferentes meios e tempos testados foram 

comparadas utilizando-se o programa R (R Core Team). Primeiramente, foi verificada a 

normalidade dos dados por meio do teste Shapiro-Wilk e os dados obtidos foram submetidos 

à análise ANOVA e, posteriormente foram submetidos ao teste de Tukey ao nível de 1 e 5% 

de probabilidade de erro (p<0,001 e p<0,005). 

Para a caracterização celular, inicialmente também foi utilizado o programa R (R Core 

Team), onde foi testada a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, e verificou-se que os dados 

eram paramétricos, sendo então submetidos à análise ANOVA, que avaliou a variância entre 

as duas variáveis testadas (comprimento e largura das células) (MAGALHÃES; LIMA, 

2002). 
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3. Resultados 

 
3.1. Avalição e contagem do cultivo celular 

3.1.1 Meio de cultura Grace's (SAFC Biosciences®) 

Os resultados estatísticos, obtidos a partir dos dados de contagens das células presentes 

no cultivo in vitro nos diferentes horários propostos (24, 48, 72 e 96 horas) demonstraram 

que no meio Grace houve um aumento contínuo na quantidade de hemócitos cultivados de 

larvas de abelha A. mellifera africanizada, superior aos outros meios testados, sendo possível 

observar essa diferença significativa no número de células representadas na Figura 2, onde 

também estão plotadas as médias das quantidades de células contabilizadas em cada um dos 

tempos propostos. As imagens obtidas a partir de microscopia de contraste de fase 

confirmam a proliferação celular ao longo do tempo, principalmente após 96 horas de cultivo 

no meio Grace (Figura 3). 

 
Figura 2 - Comparação da quantidade de hemócitos contados durantes os quatro diferentes tempos 
propostos (24, 48, 72 e 96 horas) para os três meios testados (Grace, L-15 e Schneider). Valores 
plotados abaixo das barras representam as médias da quantidade de células contadas para cada um 
dos meios nos diferentes tempos. Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem estatisticamente 

entre si pelo teste de Tukey ao nível de 1% de probabilidade de erro. Hemocyte/ mL: hemócitos/ mL. 
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Figura 3 - Fotomicrografias em contraste de fase do cultivo in vitro de hemócitos de larvas de 
abelhas A. mellifera africanizada em meio de cultura Grace. (A) cultivo celular após 24 horas de 
incubação em aumento de 100X (Ph1); (B) cultivo celular após 24 horas de incubação em aumento 
de 200X(Ph1); (C) cultivo celular após 24 horas de incubação em aumento de 400X (Ph2); (D) 
cultivo celular após 48 horas de incubação em aumento de 100X (Ph1); (E) cultivo celular após 48 
horas de incubação em aumento de 200X (Ph1); (F) cultivo celular após 48 horas de incubação em 
aumento de 400X (Ph2); (G) cultivo celular após 72 horas de incubação em aumento de 100X (Ph1); 
(H) cultivo celular após 72 horas de incubação em aumento de 200X (Ph1); (I) cultivo celular após 
72 horas de incubação em aumento de 400X (Ph2); (J) cultivo celular após 96 horas de incubação 
em aumento de 100X (Ph1); (K) cultivo celular após 96 horas de incubação em aumento de 200X 
(Ph1); (L) cultivo celular após 96 horas de incubação em aumento de 400X (Ph1). 
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3.1.2 Meio de cultura Leibovitz's (L-15) (Sigma- Aldrich®) 

Para as células incubadas no meio L-15, durante os diferentes tempos propostos (24, 

48, 72 e 96 horas) houveram dados estatísticos diferentes do meio Grace. Os resultados 

demonstraram que o meio L-15 não foi tão satisfatório quanto o meio Grace para manutenção 

dos hemócitos de larvas de abelha A. mellifera africanizada em cultura (Figura 2). Porém, 

avaliando o meio isoladamente, observamos que na contagem de 48 e 72 horas houve um 

aumento significativo no número de células presentes no cultivo in vitro quando comparada 

a contagem de 24 horas (Figura 4D - 4I). No entanto, a proliferação celular não se manteve, 

e houve redução no número de células com 96 horas de cultivo. As imagens obtidas a partir 

de microscopia de contraste de fase também auxiliam na observação dos hemócitos, e a 

proliferação celular durante os tempos de 48 e 72 horas no meio L-15 (Figura 4). 

Figura 4 - Fotomicrografias em contraste de fase do cultivo in vitro de hemócitos de larvas de 
abelhas A. mellifera africanizada em meio de cultura L-15. (A) cultivo celular após 24 horas de 



 
 

75 

incubação em aumento de 100X (Ph1); (B) cultivo celular após 24 horas de incubação em aumento 

de 200X (Ph1); (C) cultivo celular após 24 horas de incubação em aumento de 400X (Ph1); (D) 
cultivo celular após 48 horas de incubação em aumento de 100X (Ph1); (E) cultivo celular após 48 
horas de incubação em aumento de 200X (Ph1); (F) cultivo celular após 48 horas de incubação em 
aumento de 400X (Ph1); (G) cultivo celular após 72 horas de incubação em aumento de 100X (Ph1); 
(H) cultivo celular após 72 horas de incubação em aumento de 200X (Ph1); (I) cultivo celular após 
72 horas de incubação em aumento de 400X (Ph2); (J) cultivo celular após 96 horas de incubação 
em aumento de 100X (Ph1); (K) cultivo celular após 96 horas de incubação em aumento de 200X 

(Ph1); (L) cultivo celular após 96 horas de incubação em aumento de 400X (Ph2). Setas vermelhas 
indicam aglomerados de células, característicos de hemócitos. 
 

3.1.2 Meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich®) 

O meio Schneider, em comparação aos outros meios, foi o que apresentou o 

desempenho menos satisfatório para a manutenção dos hemócitos de larvas de abelha A. 

mellifera africanizada, tanto que ao compará-lo com todos os outros meios, nos mesmos 

tempos, ele apresenta a menor quantidade de células (Figura 2). No entanto, ao ser avaliado 

isoladamente, pode-se observar que houve um aumento significativo de hemócitos no 

período de 24 horas para 48 horas; porém essa melhora no desempenho não se manteve nos 

tempos de 72 e 96 horas, havendo uma drástica redução no número de células, praticamente 

retornando aos valores iniciais obtidos na contagem após 24 horas de incubação. As imagens 

obtidas a partir de microscopia de contraste de fase também auxiliam na observação da 

proliferação dos hemócitos durante 48 horas, e posterior redução após 72 e 96 horas de 

cultivo (Figura 5). 
 
 



 
 

76 

Figura 5 - Fotomicrografias em contraste de fase do cultivo in vitro de hemócitos de larvas de 
abelhas A. mellifera africanizada em meio de cultura Schneider. (A) cultivo celular após 24 horas de 
incubação em aumento de 100X (Ph1); (B) cultivo celular após 24 horas de incubação em aumento 
de 200X (Ph1); (C) cultivo celular após 24 horas de incubação em aumento de 400X (Ph2); (D) 
cultivo celular após 48 horas de incubação em aumento de 100X (Ph1); (E) cultivo celular após 48 
horas de incubação em aumento de 200X (Ph1); (F) cultivo celular após 48 horas de incubação em 
aumento de 400X (Ph2); (G) cultivo celular após 72 horas de incubação em aumento de 100X (Ph1); 
(H) cultivo celular após 72 horas de incubação em aumento de 200X (Ph1); (I) cultivo celular após 
72 horas de incubação em aumento de 400X (Ph2); (J) cultivo celular após 96 horas de incubação 
em aumento de 100X (Ph1); (K) cultivo celular após 96 horas de incubação em aumento de 200X 
(Ph1); (L) cultivo celular após 96 horas de incubação em aumento de 400X (Ph2). Setas vermelhas 
indicam aglomerados de células, característico de hemócitos. 
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3.2 Caracterização celular 

 

A caracterização celular realizada a partir da análise morfológica (medições) permitiu 

determinar inicialmente que as células presentes no cultivo in vitro são hemócitos. Tal 

constatação foi possível devido a capacidade da célula se “espalhar” pela superfície em que 

se encontra, obtendo um formato alongado (Figura 6).  

 

Figura 6 - Fotomicrografias das células cultivadas com formato alongado, demonstrando que estão 
se espalhando pela superfície da placa de cultura. (A) células cultivadas no meio Grace, após 24 
horas de incubação; (B) células cultivadas no meio L-15, após 24 horas de incubação; (C) células 
cultivadas no meio Schneider, após 24 horas de incubação. Setas indicam algumas das células 
alongadas, que foram medidas para caracterização celular. 
 

 As medições celulares (comprimento e largura) permitiram observar que as células 

presentes nos artigos citados (Negri et al 2013; Negri et al 2014), que realizam o cultivo de 

hemócitos de larvas de abelha A. mellifera, possuem dimensões muito semelhantes às 

cultivadas in vitro durante esta pesquisa, não havendo diferença estatística entre as medições 

(Tabela 1), permitindo afirmar que as células cultivas eram hemócitos de larvas de abelhas 

A. mellifera africanizada que haviam sido ativadas e se aderiram a superfície plástica da 

placa de cultura. 

 
 Tabela 1 – Análise estatísticas das medições realizadas nas células cultivadas nos artigos citados 
em comparação com as medições realizadas com as células cultivadas na presente pesquisa. 

 F crítico > F = não há diferença estatística entre os dados avaliados. p > 0,05. 
 
 
4. Discussão 

O cultivo in vitro de hemócitos de larvas de abelha A. mellifera africanizada, realizado 

no presente trabalho, permitiu determinar inicialmente um meio de cultura adequado para a 

incubação dessas células. O meio Grace é recomendado, uma vez que apresentou a maior 

Dados 
avaliados 

Grau de liberdade Soma dos quadrados (SQ) Valor de F Valor de F crítico Valor de p 

Comprimento 19 370,290729 0,413826 4,413873419 0,528145 
Largura 19 22,9070748 3,663455 4,413873419 0,071654 
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quantidade de células após a contagem realizada em câmara de Neubauer, bem como 

também pôde ser observada a proliferação celular (Figura 3).  

Apesar dos três diferentes meios testados serem comumente utilizados em pesquisas 

com células de insetos, o meio Grace foi o que melhor se adaptou ao cultivo in vitro dos 

hemócitos. Uma possível justificativa para o desempenho desse meio é o fato de ser o que 

mais se aproxima da composição da hemolinfa (RACHINSKY; HARTFELDER, 1998). Já 

o meio L-15 foi desenvolvido inicialmente para cultura de células de mamíferos, mas é 

bastante aplicado em culturas de células de insetos (GENERSCH et al 2013). O meio 

Schneider, formulado especificamente para insetos e comumente utilizado no cultivo de 

células de Drosophila (ECHALIER, 1976; SCHNEIDER, 1978), possui a mesma 

quantidade de componentes (vitaminas, aminoácidos, sais inorgânicos, dentre outros) que o 

meio Grace porém, em quantidades inferiores, o que pode ter sido essencial para a 

manutenção dos hemócitos in vitro. Sendo assim, atesta-se a necessidade de testar diversos 

meios descritos na literatura, para definir qual se adequará corretamente ao tipo celular 

(LYNN, 1996).  

Interessantemente, foi observada uma característica típica dos hemócitos, a capacidade 

de se espalharem pela superfície na qual se encontram. Essa característica foi descrita como 

uma forma de ativação da célula, ou seja, quando há o reconhecimento de alguma partícula 

invasora, seja ela patogênica ou não, a célula se adere a superfície estranha formando 

pseudópode no intuito de englobar o invasor, sendo essa ativação um processo irreversível 

para a célula, ou seja, os hemócitos não poderão ser inativados, estando aptos a desencadear 

mais efeitos imunitários, como a produção de fenoloxidase e consequente melanização da 

hemolinfa (DEAN et al 2004; DAVIES; PRESTON, 1985; CLARK; PECH; STRAND, 

1997; NEGRI et al 2013; NEGRI et al 2014). Porém, como pôde ser visto nas 

fotomicrografias (Figura 3, 4 e 5), as células alongadas (ativadas) não representam a maior 

parte das células presentes na cultura, pois os hemócitos que não foram ativados, 

considerados hemócitos em repouso, não são aderentes à superfície plástica da placa de 

cultura e permanecem suspensos (ELEFTHERIANOS et al 2009; GILLESPIE; KANOST, 

1997). Para o cultivo in vitro com o intuito de testar agentes externos sobre essas células é 

necessário que a maioria delas não estejam ativadas, permitindo que seja observada a sua 

atividade apenas após a após a exposição ao composto químico a ser testado. 

Outra característica dos hemócitos, que também foi observada, é a aglomeração, 

representando também uma característica de defesa, pois quando os hemócitos se aglomeram 

eles podem formar cápsulas ou nódulos em torno do agente invasor (LEVIN et al 2005; 

RATCLIFFE; ROWLEY, 1975; YU; KANOST, 2004). Existem formas de evitar esse tipo 
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de aglomeração com a adição de anticoagulantes, como o EDTA (ácido etilenodiamino tetra-

acético) (COODIN; CAVENEY, 1992; NEGRI et al 2014), porém ao adicionar esse tipo de 

componente no cultivo in vitro é possível que não se obtenha a resposta adequada dos 

hemócitos quando forem confrontados com algum agente externo, pois aglomeração é uma 

resposta imunitária. 

Com relação ao período estabelecido para a manutenção do cultivo in vitro dos 

hemócitos, ele foi determinado especificamente para futuros testes de toxicidade com 

diferentes ingredientes ativos presentes no mercado. Esses testes de toxicidade são pré-

estabelecidos, tanto para abelhas adultas (OECD 1998a, 1998b) quanto para larvas (OECD 

2013). O período de 96 horas é o período máximo de exposição aguda proposto pelo guia de 

avaliação para dos danos e mortes causados pelos insumos químicos em abelhas adultas; já 

para larvas, o protocolo publicado propõe uma aplicação única do insumo no alimento larval 

durante o quarto dia de desenvolvimento, e então são realizadas as avaliações dos mesmos 

durante as próximas 72 horas após a contaminação. Dessa forma, o período de 96 horas para 

análise dos hemócitos em cultura se adequaria tanto para a avaliação dos efeitos dos dos 

agrotóxicos para abelhas adultas, quanto para larvas, pois integra os períodos máximos de 

exposição aguda para avaliação do efeito de agrotóxicos em ambos os estágios de 

desenvolvimento.  

No entanto, são necessários mais estudos para afirmar se os hemócitos cultivados in 

vitro de larvas também podem ser utilizados para avaliação do sistema imune de abelhas 

adultas. Negri e colaboradores (2014) afirmaram que a atividade dos hemócitos de abelhas 

adultas, ao serem avaliadas individualmente são diferentes das atividades das células de 

larvas, porém, alegam que a atividade multicelular, ou seja, atividade realizada por diversas 

células, como o encapsulamento ou nodulação, são iguais em ambos os estágios de 

desenvolvimento. Neste contexto, há a necessidade de mais pesquisas para aferir a 

viabilidade da utilização da mesma cultura celular para testar a atividade do sistema imune 

em ambos os estágios, bem como as variações que podem ocorrer após o período de 

incubação e maneiras mais aprofundadas de caracterização. 
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6. DISCUSSÃO GERAL 

O cultivo in vitro consiste em técnicas que permitem a manutenção e 

desenvolvimento de células, tecidos e órgãos em meios artificiais (CARVALHO; ARAÚJO, 

2008). As técnicas de cultivo in vitro são essenciais para a compreensão do funcionamento 

dos organismos, pois permitem que as análises sejam realizadas diretamente nas células/ 

tecidos de interesse, garantindo maior especificidade aos experimentos, bem como permitem 

o controle das variáveis ambientais, o que torna os ensaios facilmente reprodutíveis 

(ALVES; GUIMARÃES, 2010; ROGERO et al. 2003). Em alguns casos possibilita que haja 

proliferação celular, aumentando o número de células que podem ser testadas (HOFFMANN 
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et al. 2017), a manipulação das células cultivadas, bem como a identificação de patógenos e 

compreensão do sistema imune - patógeno (VISVESVARA, 2002), etc.  

Apesar do cultivo in vitro de células de diversos seres vivos serem realizados 

frequentemente, os procedimentos para estabelecimento de um novo cultivo envolvem 

diversos passos, como: o preparo dos espécimes que serão utilizados, desde sua idade, 

estágio de desenvolvimento, assepsia, controle das variáveis ambientais no dia da coleta, etc. 

Ainda, é necessário determinar qual meio de cultura é mais viável para proliferação celular, 

determinar se as células envolvidas no cultivo são aderentes ou suspensas, as condições 

ideais para o crescimento dessas células (como a temperatura, umidade, gás carbônico, etc.), 

e uma quantidade mínima de células necessárias para o início da cultura e, posteriormente, 

também é preciso caracterizar essas células (MÜLLER, 1999a; MÜLLER, 1999b; LOBB et 

al. 2015; LYNN et al. 2018; FREYER; HARMS, 2017). Sendo assim, o estágio de 

desenvolvimento da abelha, bem como a variação de hemócitos nesses diferentes estágios 

juntamente com as variações ambientais de coletas foram inicialmente avaliadas. Também 

foram testadas as diversas técnicas de extração de hemolinfa de larvas descritas na literatura, 

bem como foram propostas novas técnicas. 

A avaliação da quantidade de hemócitos nos diferentes estágios de desenvolvimento 

das abelhas mostrou que ocorrem variações significativas no número de hemócitos em todas 

as idades avaliadas. Essa variação pode ser dada por diversos fatores, como redução dos 

gastos energéticos da colônia (SCHMID et al. 2008), variações nas quantidades de proteínas 

e enzimas (RANDOLT et al. 2008), perda de habitats que pode modificar a alimentação 

(GOULSON et al. 2015; SZYMÁS; JEREDRUSZUK, 2003), casta a qual pertence a abelha 

(HYSTAD et al. 2017), mas principalmente, pela expressão de diferentes genes de 

imunidade, que são bastante modificados de acordo com a idade das abelhas (WILSON-

RICH; DRES; STARKS, 2008).  

Além disso, a temperatura também foi um fator que influenciou significativamente, 

ao nível de 0,01% de confiabilidade, a quantidade de hemócitos circulantes na hemolinfa 

dentre todos os tratamentos testados (diferentes temperaturas). A temperatura pode 



 
 

86 

influenciar na quantidade de hemócitos circulantes, pois variações extremas na temperatura 

externa pode inviabilizar a coleta adequada de alimentos, ocasionando a falta de nutrientes 

que faz com que a colônia precise reduzir o gasto energético, afetando, consequentemente, 

a nutrição da cria e das operárias que recebem menos alimentos ou de menor qualidade 

proteica (AMDAM et al. 2004). Essa redução do gasto energético promove a redução da 

expressão de genes da imunidade, relacionados a manutenção da defesa celular das abelhas, 

reduzindo o número de hemócitos circulantes (STEINMANN et al. 2015),  o que torna as 

abelhas adultas e larvas mais susceptíveis a doenças e parasitas, principalmente em baixas 

temperaturas (STARKS et al. 2000). 

Assim, verificou-se que tanto a idade das abelhas, quanto as condições ambientais, 

como a temperatura, alteram a quantidade de hemócitos circulantes na hemolinfa. Foi 

possível observar que um choque térmico, mesmo durante um curto espaço de tempo (10 

minutos) causava redução na quantidade de hemócitos, quando comparadas com abelhas que 

não foram afetadas por baixas temperaturas. Tal impacto foi avaliado quantitativamente, 

tanto em adultas quanto larvas, por meio da contagem total de hemócitos. Desta forma, 

estabeleceu-se que a coleta de hemolinfa, para isolamento de hemócitos, em baixas 

temperaturas não são adequadas, pois há uma redução significativa na quantidade dessas 

células em todos os estágios de desenvolvimento avaliados, nos levando a estabelecer uma 

temperatura ideal para coleta, que pode variar de 30 a 34 oC.  

Também foi necessário estabelecer qual o estágio de desenvolvimento da abelha A. 

mellifera mais adequado para a coleta de hemolinfa destinada ao cultivo in vitro, uma vez 

que a quantidade de células circulantes existentes e características da hemolinfa, como a 

atividade de enzimas oxidantes variam de acordo com tais estágios. Sendo assim, o estágio 

de desenvolvimento da abelha A. mellifera que melhor atendeu aos nossos objetivos foi o 

estágio larval, que além de possuir uma maior quantidade de hemócitos circulantes, sofre 

uma menor melanização da hemolinfa, a qual prejudica a sobrevivência dos hemócitos fora 

do organismo (SCHMID et al. 2008; WILSON-RICH; DRES; STARKS, 2008); porém, a 

dificuldade de extração de uma hemolinfa de alta qualidade e não contaminada de acordo 
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com os métodos de extração descritos na literatura, nos levou a estabelecer um novo método 

de extração que atendesse nossos objetivos.  

Diversas técnicas descritas na literatura para extração da hemolinfa foram testadas, 

como o uso de agulhas, pinças e capilares (CHAN; HOWES; FOSTER, 2006; GILLIAM; 

SHIMANUKI, 1970; RANDOLT et al. 2008; RICHARDSON et al. 2018; TRIPATHI; 

DIXON, 1968; WILSON-RICH; DRES; STARKS, 2008); contudo, tais métodos de 

extração da hemolinfa de larvas não se mostraram tão bem definidos como os métodos de 

extração descritos para abelhas adultas (BORSUK et al. 2017; GARRIDO et al. 2013b; 

SZYMAŚ; JEDRUSZUK, 2003). Os artigos que utilizam a extração de hemolinfa larval 

focam, principalmente, no estudo de características da hemolinfa, como por exemplo, 

avaliação de proteínas nela existentes (CHAN; HOWES; FOSTER, 2006; CREMONZ; DE 

JONG; BITONDI, 1998; RANDOLT et al. 2008) e, não especificamente para o cultivo in 

vitro. Sendo assim, a presença de outros tipos celulares na hemolinfa não inviabiliza tais 

protocolos, já que são mais específicos e normalmente possuem diferentes etapas de 

processamento.  

As amostras extraídas de acordo com as técnicas propostas na literatura apresentaram 

uma elevada turbidez, inexistente na coleta de hemolinfa de abelhas adultas e, para certificar 

a sua pureza, passaram por avaliação sob microscópio de luz. A visualização permitiu 

observar diferentes tipos celulares, sendo que grande parte correspondia às células do corpo 

gorduroso. Essa coleta errônea acontece porque as larvas ainda não possuem os sistemas 

completamente diferenciados e organizados (CHAPMAN, 1998; ROAT; CRUZ-LANDIM, 

2010; TAVARES et al. 2017). Além disso, o corpo gorduroso preenche praticamente toda a 

cavidade das larvas, facilitando a extração deste tecido. Ainda, os intestinos estão localizados 

próximos ao local frequentemente utilizado para a punção lateral da hemolinfa, o que facilita 

a contaminação com fluídos gastrointestinais (CHAPMAN, 1998; CRUZ-LANDIM, 2009). 

Portanto, devido à dificuldade de extração de uma hemolinfa pura, foi necessário 

estabelecer um método específico para esta finalidade. A extração com a tesoura 

oftalmológica, com a realização de um pequeno corte na região da cabeça, além de permitir 
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a coleta de uma quantidade maior do que as outras técnicas, aproximadamente 20 μL, 

apresentou alta qualidade e ausência de outros tipos celulares, que não os hemócitos.  

Ainda, visando uma avaliação rápida, barata e eficaz, estabelecemos uma avaliação 

baseada na turbidez da amostra coletada. Tal turbidez é obtida pela quantidade de sólidos 

solúveis presentes na amostra, que foi corroborada pelas análises das amostras feitas sob 

microscópio de luz. Sendo assim, estabeleceu-se uma faixa em NTUs (unidades de turbidez 

nefelométricas) em que as amostras de hemolinfa se mostram satisfatórias quanto à 

qualidade e ausência de tipos celulares indesejados. O intervalo de confiança estabelecido 

para que a leitura dada em NTU seja aceitável como uma hemolinfa límpida e pura é de 

22.432 até 24.504.  Os valores de referência estabelecidos servirão como padrão para futuros 

testes com esse tipo de material, que dependam de amostras não contaminadas.  

Após a padronização dos parâmetros iniciais, necessários para o inicio do cultivo in vitro, 

realizaram-se testes com os diferentes meios de cultura propostos. O meio que mais se 

adequou a manutenção dos hemócitos das larvas de abelha A. mellifera africanizada foi o 

meio Grace. Uma possível justificativa do desempenho desse meio de cultura é a sua 

composição, pois ele é mais parecido com a hemolinfa das larvas de abelha, bem como 

possui a maior quantidade de componentes quando comparado aos outros meios avaliados 

(RACHINSKY; HARTFELDER, 1998). Tais resultados demonstram a necessidade de testar 

diversos meios descritos na literatura, para definir qual se adequará corretamente ao tipo 

celular (LYNN, 1996). 

Com a escolha do melhor meio para o cultivo in vitro dos hemócitos, houve a necessidade 

de determinar o tipo de célula que estava sendo cultivado, a fim de garantir que eram 

hemócitos. Para tanto, uma forma de análise morfológica foi utilizada, realizada a partir de 

medições celulares que eram comparadas com outros trabalhos realizados com hemócitos de 

abelha A. mellifera no mesmo estágio (NEGRI et al 2013; NEGRI et al 2014). Essa 

característica dos hemócitos que foi averiguada é a capacidade de alongamento da célula, 

causada pelo reconhecimento de alguma partícula invasora, seja ela patogênica ou não, 

fazendo a célula se aderir a superfície estranha e formar pseudópode, no intuito de englobar 
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o invasor (DEAN et al 2004; DAVIES; PRESTON, 1985; CLARK; PECH; STRAND, 1997; 

NEGRI et al 2013; NEGRI et al 2014). A análise quantitativa dessa característica permitiu 

inferir que as células cultivadas na presente pesquisa eram hemócitos. 

Pelo exposto, conclui-se que os passos iniciais realizados para o estabelecimento da 

padronização do cultivo in vitro de hemócitos de abelha A. mellifera africanizada geraram 

diversos resultados satisfatórios, que incluíram a determinação de um estágio de 

desenvolvimento ideal para a coleta da  hemolinfa para obtenção dos hemócitos, a 

temperatura em que essa extração deverá ocorrer, bem como o método que deve-se utilizar 

para extrair corretamente a hemolinfa. Tais resultados não estão descritos na literatura e 

foram essenciais para o estabelecimento de uma cultura primária de hemócitos de abelha, 

que foi possível após a determinação de um meio de cultura adequado (Grace), que manteve 

os hemócitos das larvas de abelha A. mellifera africanizada viáveis durante 96 horas de 

incubação. 

 
7. CONCLUSÕES 

1 – Para a padronização do cultivo in vitro de hemócitos de abelha A. mellifera africanizada 

fez-se necessário determinar diversos parâmetros inicias, como a técnica de extração das 

células desejadas, a temperatura ideal (ambiental e laboratorial) para a coleta da hemolinfa, 

o número de células viáveis para o início do cultivo in vitro e, consequentemente o estágio 

de desenvolvimento da abelha que possui uma maior quantidade de hemócitos circulantes; 

 

2 – A contagem total de hemócitos permitiu estabelecer qual a melhor temperatura (32 ± 2 
oC) e estágio de desenvolvimento para a extração dos hemócitos das abelhas (larvas em 

quinto instar pré-defecantes);  

 

3 – As técnicas de extração da hemolinfa de larvas descritas na literatura não são as ideais 

para iniciar um cultivo in vitro de hemócitos, pois permitiram a contaminação da hemolinfa 

por outros tipos celulares ou fluídos gastrointestinais. Sendo assim, foi estabelecida uma 

nova técnica de extração da hemolinfa de larvas de abelha A. mellifera africanizada, na qual 

uma incisão com tesoura oftalmológica na região da cabeça da larva é realizada. A qualidade 

das amostras foi garantida por um método de análise de turbidez, determinando um intervalo 

de confiança (22.432 até 24.504 NTUs), em que a hemolinfa pode ser considerada livre de 

contaminações; 
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4 – O meio de cultura que apresentou o melhor desempenho para o cultivo in vitro de 

hemócitos das larvas de abelha A. mellifera africanizada foi o meio Grace, sem 

suplementação, apenas com 1% de gentamicina;  

 

5 – O meio Grace manteve os hemócitos viáveis por 96 horas, sendo este o período máximo 

para avaliação da exposição aguda pré-estabelecido pela OECD para avaliação dos danos 

causados pelo uso de agrotóxicos, garantindo a viabilidade de futuros testes ecotoxicológicos 

diretamente sobre as células do sistema imune das abelhas cultivadas in vitro. 
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