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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, 
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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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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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