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Coexposição de abelha nativa e exótica ao imidacloprido e 

glifosato: uma avaliação do sistema imune  

 

Resumo 

No Brasil, 141 culturas agrícolas dependem de polinizadores, como as abelhas, que são 

responsáveis por um terço desse serviço ecossistêmico.  A espécie mais conhecida, dentre 

as abelhas,  é a Apis mellifera, uma abelha exótica. No entanto, o Brasil possui uma grande 

biodiversidade de espécies de abelhas, dentre elas a Melipona quadrifasciata, uma abelha 

nativa e sem ferrão. As populações abelhas vêm sofrendo com diferentes agentes 

estressores, entre eles os agrotóxicos, os quais de acordo com estudos impactam o 

comportamento e a morfologia das abelhas. As duas espécies do presente estudo realizam 

polinização eficientemente, porém quando a busca pelo alimento ocorre, as abelhas 

entram em contato com diferentes agrotóxicos, tais como o inseticida imidacloprido e o 

herbicida glifosato. O contato com esses agrotóxicos pode afetar o sistema imune destes 

insetos, tornando-os mais susceptíveis a doenças. Diante do exposto, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar os efeitos das concentrações subletais do imidacloprido e do glifosato, 

de forma isolada e combinada sobre o sistema imune das abelhas A. mellifera e M. 

quadrifasciata. Para a realização das técnicas, as forrageiras foram coletadas e 

alimentadas com soluções de sacarose contendo 0,0075ng imidacloprido/μL e 0,0025ng 

glifosato/μL isolados e combinados, além do grupo controle (que recebeu apenas xarope). 

Para a realização das técnicas 15 abelhas de cada grupo foram anestesiadas e expostas aos 

agrotóxicos por 48 horas. A partir disso, foram analisadas a morfologia dos trofócitos e 

enócitos por meio de microscopia de luz; o número de hemócitos circulantes na 

hemolinfa; a expressão de proteínas de choque térmico (HSP70 e HSP90), o índice de 

morte celular através da técnica de Tunel (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP 

nick end labeling) e a modulação da atividade enzimática das enzimas acetilcolinesterase 

(AChE), glicose oxidase (GOX), fenol oxidase (POX) e fosfatase alcalina (PAL). Os 

resultados mostraram que, em relação a morfologia dos enócitos e trofócitos, foi possível 

observar alterações no número de células e na morfologia das mesmas quando 



comparamos os grupos expostos ao controle. Já para a contagem do número de hemócitos, 

não observamos diferenças significativas entre os grupos para cada uma das espécies, mas 

houve diferença estatística quando comparamos A. mellifera e M. quadrifasciata. 

Complementando os resultados, a HSP70 e HSP90 apresentaram diferenças estatística 

entre a maioria dos grupos analisados, sendo que para HSP70, a abelha A. mellifera 

apresentou a maior expressão da proteína para o grupo exposto a mistura, enquanto que 

a abelha M. quadrifasciata, apresentou a maior expressão para o grupo exposto ao 

imidacloprido. Em relação a HSP90, observamos que a expressão de todos os grupos 

expostos aos agrotóxicos, foi menor quando comparado ao controle para a espécie 

exótica. Já a análise dos dados para a espécie nativa, demostrou que os grupos expostos 

apresentaram maior expressão quando comparados ao controle. Para a técnica de Tunel, 

não observamos marcação para nenhuma das espécies analisadas. Diante da análise das 

enzimas, observamos que para a AChE não houve diferença significativa entre grupos e 

nem entre espécies. Para a enzima GOX, houve diferença significativa apenas entre as 

espécies para os grupos expostos ao imidacloprido e a mistura. Porém, para as enzimas 

POX e PAL, observamos uma diferença estatística quando comparamos as espécies 

analisadas dentro todos os grupos. A partir dos resultados, podemos concluir que, os 

agrotóxicos isolados e combinados causam alterações no corpo gorduroso, na expressão 

de proteínas HSPs e na atividade enzimática, que podem comprometer o sistema imune 

das abelhas forrageiras de ambas as espécies. 

Palavras-chave: Apis mellifera; Melipona quadrifasciata; corpo gorduroso; hemolinfa, 

HSPs, atividade enzimática 

  



Native and exotic bee co-exposure to imidacloprid and glyphosate: an 

immune system assessment  

Abstract 

In Brazil, 141 crops depend on pollinators, including bees, which are responsible for a 

third of this ecosystem service. The best-known species is Apis mellifera, an exotic bee. 

However, Brazil has a great biodiversity of bee species, including Melipona 

quadrifasciata, a native and stingless bee. Bees have been suffering from different 

stressors, including pesticides, which, according to studies, impact the behavior and 

morphology of bees. Both species perform pollination efficiently, but when they search 

for food, the bees come into contact with different pesticides, such as the insecticide 

imidacloprid and the herbicide glyphosate. Contact with these pesticides can affect the 

immune system of these insects, making them more susceptible to diseases. This work 

was to evaluate the effects of sublethal concentrations of imidacloprid and glyphosate, 

alone and in combination, on the immune system of A. mellifera and M. quadrifasciata 

bees. The forage bees were collected and divided into groups to be fed sucrose solutions 

containing 0.0075ng imidacloprid/μL, 0.0025ng glyphosate/μL, and the solution with the 

combination of the two pesticides at the same concentrations, in addition, to the control 

group and acetone control group. To perform the techniques, 15 bees from each group 

were anesthetized 48 hours after the beginning of the exposure. From this, the 

morphology of trophocytes and enocytes was analyzed using light microscopy; the 

number of circulating hemocytes in the hemolymph; the expression of heat shock proteins 

(HSP70 and HSP90), the cell death rate using the Tunel technique (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) and the modulation of the 

enzymatic activity of the enzymes acetylcholinesterase (AChE), glucose oxidase (GOX), 

phenol oxidase (POX) and alkaline phosphatase (PAL). The results showed that, about 

the morphology of the enocytes and trophocytes, it was possible to observe changes in 

the number of cells and their morphology when comparing the groups exposed to the 

control. As for counting the number of hemocytes, we did not observe significant 

differences between the groups for each of the species, but there was a statistical 

difference when comparing A. mellifera and M. quadrifasciata. Complementing the 

results, HSP70 and HSP90 showed statistical differences between most of the groups 

analyzed. For HSP70, the A. mellifera bees showed the highest protein expression for the 



group exposed to the mixture, whereas the bee M. quadrifasciata showed the highest 

protein expression for the group exposed to imidacloprid. Regarding HSP90, we observed 

that the expression of all groups exposed to pesticides was lower when compared to the 

control for the exotic species, while the analysis of the data for the native species showed 

that the exposed groups showed greater expression when compared to the control. For the 

Tunel technique, we did not observe any marking for any of the analyzed species. The 

analysis of enzymes, showed that for AChE there was no significant difference between 

groups or between species. For the GOX enzyme, there was a significant difference only 

between the species for the groups exposed to imidacloprid and the mixture. However, 

for POX and PAL enzymes, we observed a statistical difference when we compared the 

species analyzed within all groups. From the results, we can conclude that isolated and 

combined pesticides cause changes in the fat body, HSPs expression, and enzymatic 

activity, which can compromise the immune system of forage bees of both species. 

 

Keywords: Apis mellifera; Melipona quadrifasciata; fat body; hemolymph, HSPs, 

enzymatic activity. 
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1.Introdução Geral 

Nos ecossistemas, as relações entre os indivíduos são extremamente importantes 

e interdependentes. Dentre essas relações, destaca-se a polinização é uma das mais 

importantes, pois permite a manutenção das angiospermas (KLEIN et al., 2007), por 

garanti a reprodução cruzada, a variabilidade genética e a qualidade de frutos (BROSI; 

BRIGGS, 2013). As abelhas são os polinizadores de 90% das angiospermas e 80% dos 

vegetais de interesse econômico (NOGUEIRA-COUTO, 1998). Na maioria das regiões 

geográficas, as abelhas são os representantes mais predominantes da entomofilia 

(KREMEN et al., 2007), sendo que no Brasil às espécies sem ferrão é atribuída a 

polinização de 40 a 90% das áreas naturais, dependendo do ecossistema considerado 

(EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2008).  

Na agricultura também é crescente o interesse pela polinização por abelhas, pois 

em uma avaliação de 141 culturas, concluiu-se que 85 delas são dependentes de 

polinizadores, sendo que na ausência de polinizadores, a produção pode sofrer uma 

redução de 40 a 100% (BPBES, 2019). Também melhora a produção de sementes em 41 

culturas, dentre elas a canola, que é terceira oleaginosa mais produzida mundialmente e 

atualmente é utilizada como fonte de biodiesel (GARIBALDI et al., 2013; GIANNINI et 

al., 2015a; SANDHU SK, SINGH G, 2018). Segundo Freitas (2015) as abelhas polinizam 

73% das plantas utilizadas na alimentação e 42% das espécies mais plantadas no mundo. 

De acordo com o Plataforma Intergovernamental sobre Biodiversidade e Serviços 

Ecossistêmicos (IPBES) acredita-se que existam 81 milhões de colônias Apis mellifera 

Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) no mundo, as quais produzem cerca de 1,6 

milhões de toneladas de mel por ano (IPBES, 2016). No Brasil, a produção em 2020 foi 

de 51.507 toneladas de mel ao ano (MDIC, 2022). Quanto à polinização relacionada a 

produção agrícola realizada pelas abelhas, o Brasil gera uma receita de 12 a 14 bilhões de 

dólares ao ano, segundo uma avaliação que considerou os valores das culturas 

dependentes de polinizadores em 2013 listadas pelo IBGE (GIANNINI et al., 2015; 

NOVAIS et al., 2016; BPBES, 2019).  

Nosso país abriga inúmeras espécies de abelhas, com os mais diferentes hábitos, 

tamanhos e graus de organização, sendo que a mais conhecida é a espécie introduzida, A. 

mellifera. No Brasil, essa espécie é resultante do cruzamento entre quatro subespécies 

europeias, sendo elas A. m. mellifera; A. m. ligustica; A. m. caucasia e A. m. carnolia com 

a subespécie africana, A. mellifera scutellata dando origem ao híbrido A. mellifera 

africanizada (KERR; BUENO, 1970). É uma espécie com alto grau de organização, ou 
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seja, possuem rainha, zangão e operária, e as atividades são distribuídas entre essas 

últimas, de acordo com suas idades. Considerada uma espécie de fácil manejo devido ao 

alto número de indivíduos por colônia e a fácil adaptabilidade em diferentes ambientes, 

hoje é encontrada em grande parte das Américas, o que faz com que seja apontada como 

espécie modelo para diferentes estudos (KLEIN et al., 2007).  

Além da espécie exótica o Brasil possui uma grande diversidade de abelhas 

nativas sem ferrão, que pertencem a tribo Meliponini, a qual está inclusa na Família 

Apidae. As abelhas sem ferrão povoam as regiões tropicais a mais de 65 milhões de anos 

(MICHENER, 2007). A tribo Meliponini apresenta uma diversidade de morfologia, 

construção de ninhos, comportamento, porte grande e número populacional. No Brasil 

nós temos a ocorrência de cerca de 244 espécies de abelhas sem ferrão, sendo que algumas 

delas estão correndo risco de extinção devido a vários fatores (KERR, 1996; DE 

MENEZES PEDRO, 2014), o que é preocupante, uma vez que estimativas indicam que 

essa tribo é responsável pela polinização de 40 a 90% das árvores nativas brasileiras 

(KERR et al., 1996; COLETTO-SILVA 2005; RODRIGUES 2005). 

Dentre as espécies de abelhas sem ferrão, temos a  Melipona quadrifasciata 

Lepeletier, 1836 (Hymenoptera: Apidae) que é eussocial,  tem potencial para polinização 

em estufas, é capaz de realizar a polinização por vibração, devido a sua musculatura 

torácica, que libera o pólen das anteras poricidas (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 

2008). Além disso, essa espécie produz mel, ninhos perenes e mantêm operárias e machos 

em todas as épocas do ano (CHAM et al., 2019).  

No meio ambiente, diversos fatores colocam as abelhas em risco, como 

desmatamento e fragmentação de habitats (IPBES, 2016). Esses fatores levam a redução 

da mata nativa, o que faz com que as abelhas busquem seus recursos em áreas agrícolas 

e, dessa forma, fiquem mais expostas aos agrotóxicos, tanto oralmente quanto por contato 

(NUNES et al., 2007). Quando as abelhas entram em contato com concentrações subletais 

de agrotóxicos, embora elas não causem diretamente a morte dos indivíduos, podem 

ocorrer danos irreversíveis, como por exemplo: alterações no comportamento e no voo, o 

que compromete a alimentação de toda a colônia, pois com voos mais curtos ou em menor 

frequência, a oferta de recursos nas colônias é reduzida (DECOURTYE et al., 2004);  

alterações morfológicas como aumento da eliminação de células e perda da borda em 

escova que protege o intestino e viabiliza a absorção de nutrientes (CATAE et al., 2014a; 

COSTA et al., 2015; JACOB et al., 2015); alterações no sistema imune e na modulação 

de atividade enzimática (ASSIS et al., 2020; ALMASRI, 2021).   
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Dentre os inseticidas mais utilizados em escala mundial estão os neonicotinoides. 

O imidacloprido foi o primeiro inseticida desse grupo a aparecer no ranking dos 10 

ingredientes ativos mais utilizados no Brasil em 2016, com uma venda de 9.165,9 

toneladas (IBAMA, 2016). Em 2020, ele e ainda constava nesta listagem com 9.401,65 

toneladas vendidas (IBAMA, 2020). O imidacloprido tem ação sistêmica, ou seja, mesmo 

quando aplicado na raiz ou nas sementes, é translocado pela seiva da planta e chega ao 

pólen e ao néctar (GOULSON, 2013a). Essa classe de inseticidas é agonista da 

acetilcolina, pois se liga ao receptor nicotínico da acetilcolina e não é facilmente 

degradado pela enzima acetilcolinesterase, o que impede o impulso nervoso de cessar e 

provoca hiperexcitação, podendo ocasionar a morte (TOMIZAWA; CASIDA, 2003).  

Os neonicotinoides provocam diversos efeitos nas abelhas como alterações 

morfofisiológicas nos órgãos, morte celular (CATAE et al., 2014a), hiperexitação 

(ROSSI et al., 2013), dificuldades no forrageamento (SILVA et al., 2016) e disfunções 

mitocondriais neuronais (MOFFAT et al., 2019). De acordo com Powner et al, (2016) o 

imidacloprido também provoca queda na produção de ATP nas abelhas, o que 

compromete diversas funções do organismo, como defesa do sistema imune e absorção 

de nutrientes.  

Além dos inseticidas, os herbicidas também estão entre os mais utilizados na 

agricultura. De acordo com Freitas e Pinheiro (2010) os herbicidas podem reduzir a 

quantidade de flores silvestres das quais os insetos retiram seus recursos. No Brasil, o 

herbicida mais utilizado é o glifosato, com uma comercialização correspondente a 

246.017,51 toneladas do ingrediente ativo (IA) em 2019 (IBAMA, 2020). Ele funciona 

como herbicida não seletivo, sistêmico e pós-emergente (aplicado após o nascimento da 

planta) (ZHANG; JIANG; OU, 2011), agindo na inibição enzimática nas plantas, por 

meio da enzima 5- enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs). Essa enzima é 

responsável pela síntese dos aminoácidos aromáticos essenciais (fenilalanina, tirosina e 

triptofano) (TONI; SANTANA, 2006).  

Em um estudo realizado nos Estados Unidos constatou-se a presença de resíduos 

do glifosato e de seus metabólitos em 69 amostras de mel que estavam à venda, dentre as 

quais 6 amostras eram brasileiras. Do total de amostras 59% continha resíduos acima do 

limite de quantificação do método que era de 15 partes por bilhão (RUBIO; GUO; KAMP, 

2014). De acordo com Balbuena et al., (2015b) o glifosato pode gerar um estresse 

fisiológico, que dependendo da concentração em que a abelha for exposta pode causar 

danos permanentes e afetar, inclusive, a coleta de alimentos. 
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Um estudo realizado por Toledo e Guillén (2014) entre as espécies A. mellifera e 

Tetragonisca angustula Latreille, 1811 (Hymenoptera: Apidae) expostas oralmente a 

concentrações subletais de glifosato observou que as abelhas que se alimentaram com 

uma solução que continha 50% de agrotóxico morreram mais rápido do que as abelhas 

alimentadas somente com a solução controle. A exposição oral de A. mellifera a 

concentrações de glifosato produziu alterações na sensibilidade sensorial e déficits 

cognitivos em operárias dessa espécie (HERBERT et al., 2014).  

O uso de agrotóxicos é comum nas culturas agrícolas, porém o uso de misturas de 

agrotóxicos é uma prática, com restrições na legislação brasileira, de acordo com a 

instrução normativa Nº 40, de 11 de outubro de 2018, a qual permite a mistura de 

agrotóxicos em tanque, desde que haja recomendação técnica. Apesar dessa restrição a 

mistura é muito realizada, a fim de reduzir os custos, número de entradas na área de 

cultivo, volume de água, compactação do solo, entre outros fatores (GUIMARÃES, 

2014).  

Em 1985 as recomendações para mistura de tanque foram retiradas do oficio 

DIPROF/SDSV 198/85 que continha as instruções de uso de agrotóxicos encaminhado 

pelo Ministério da Agricultura à ANDEF (Associação Nacional de Defesa Vegetal) 

(LIMA, 1997). Dessa forma as misturas estavam proibidas, porem após muitos atos como 

moções e reuniões, em 1995 foi publicada a portaria no 67, permitindo que as empresas 

incluíssem recomendações de misturas nos rótulos. Após diversos questionamentos essa 

portaria foi revogada em 2002 pela Instrução Normativa no 46 (BRASIL, 2002a). A partir 

de então aconteceram diversas discussões a respeito e, no entendimento da AENDA 

(Associação Brasileira dos Defensivos Genéricos) (AENDA, 2011), a mistura era de 

responsabilidade de quem a praticasse. De acordo com o Decreto 4.074/02 (BRASIL, 

2002b) os produtos só podem ser prescritos observando-se as recomendações em rótulo 

e bula, dessa forma uma mistura não pode ser prescrita.  

Porém, de acordo com uma pesquisa realizada com 500 profissionais em 17 

estados brasileiros, constatou-se que 97% utilizam a mistura de tanque (GAZZIERO, 

2015). Diante disso, foi estabelecida uma instrução normativa com recomendações a 

respeito das misturas, que estabelece, entre outras coisas, que é necessário um receituário 

emitido pelo profissional responsável e que elas devem passar por testes em universidades 

ou empresas (DOU, 2017). A associação de substâncias pode ter efeitos aditivos, 

sinergísticos, antagônicos potencializador, sendo que a combinação dos inseticidas e 

herbicidas, ainda é pouco estudada.  



 

19 

 

Dentro de uma colônia, o contato com múltiplas substâncias é um fenômeno 

comum (LAMBERT et al., 2012), pois, durante o forrageamento os indivíduos entram 

em contato com diversos agrotóxicos e acabam transportando-os para dentro das colônias. 

A ação dos agrotóxicos, isolados e/ou combinados pode afetar o sistema imune dos 

indivíduos da colônia (BRANDT et al., 2017).  

Um estudo realizado por Pettis e colaboradores (2013), mostrou que em todas as 

amostras de pólen coletado pelas abelhas diretamente das flores de culturas como melão, 

havia em média 10 diferentes tipos de agrotóxicos, dentre eles neonicotinóides, 

carbamatos e piretróides, variando de 23 a 51 ppb, valor excedente a dose responsável 

por matar 50% das abelhas (DL50) da maioria das substâncias detectadas. Os autores 

concluíram que a ingestão do pólen contendo resíduos causou imunossupressão nas 

abelhas. Devido ao comprometimento da imunidade, a sua organização social e a alta 

densidade populacional, as abelhas podem propagar rapidamente doenças entre os 

indivíduos da colônia (CAPELLA; HARTFELDER, 1998).  

As abelhas apresentam a imunidade social desenvolvida, a qual consiste em uma 

estratégia baseada em um comportamento de defesa, como a limpeza da colônia 

(CREMER; ARMITAGE; SCHMID-HEMPE, 2007; CRAUSER et al., 2010) e a 

imunidade individual, representada pelas barreiras dos sistemas digestórios e respiratórios 

(DUNN, 1986; BULET et al., 1999) além de respostas celulares e humorais.  

Um dos mecanismos de resposta imune, é a alteração no número de hemócitos, 

principais representantes da imunidade celular que se encontram livres na hemolinfa ou 

aderidos a parede dos órgãos (LAVINE; STRAND, 2002; CRUZ-LANDIM, 2009). O 

termo hemócito inclui, entre outros, os plasmócitos e os granulócitos (EL-MOHANDES; 

NAFEA; FAWZY, 2010). Os plasmócitos aumentam quando a abelha é exposta a algum 

agente estressor e é capaz de fagocitar Já o granulócito desempenha a função de 

encapsular também pode e fagocitar agentes estranhos (SIVA-JOTHY; MORET; 

ROLFF, 2005). Além disso, os hemócitos também estão envolvidos no processo de 

cicatrização (KRAUTZ; AREFIN; THEOPOLD, 2014; DUBOVSKIY et al., 2016).  

Outro mecanismo de resposta imune é o corpo gorduroso, local onde ocorre a 

maior parte da síntese de peptídeos antimicrobioanos (PAMs), ligados diretamente a 

resposta humoral (ILYASOV et al., 2012). O corpo gorduroso é classificado em dois 

tipos, de acordo com a sua localização: quando está abaixo do tegumento ou entre os 

músculos intersegmentais é chamado de parietal ou subepidermal, e quando localizado 
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junto ao sistema digestório ou reprodutor é chamado de perivisceral (CRUZ-LANDIM, 

2009).  

Dentre os tipos de células que compõe o corpo gorduroso estão os trofócitos e os 

enócitos. Os trofócitos são importantes para o metabolismo, pois são responsáveis pela 

síntese da maior parte dos peptídeos antimicrobianos da hemolinfa (CRUZ-LANDIM, 

2009) e é considerado o principal reservatório de nutrientes (LOCKE, 1984). Os enócitos, 

por sua vez, participam da biotransformação de substâncias químicas por meio da 

oxidação realizada pela enzima citocromo P450 NADPH redutase (LYCETT et al., 2006). 

Outra função do corpo gorduroso é a metabolização de agrotóxicos, para facilitar a 

excreção e evitar que danifiquem o organismo dos indivíduos (ABDALLA; 

DOMINGUES, 2015).  

Quando os agrotóxicos não são degradados o organismo das abelhas ativa outros 

meios para manter a homeostase, como a produção de HSPs. Diante da exposição a 

fatores estressores, como agrotóxicos, a quantidade de HSPs tende a aumentar, para 

responder a esse estresse as células desenvolvem o processo de resposta ao choque 

térmico (HSR) (MEYER; SILVA, 1999). Estudos apontam que existe uma relação entre 

a resposta ao choque térmico e a ativação do sistema imune, pois uma exposição a agentes 

tóxicos aumenta a tolerância ao estresse devido a expressão dos genes alvos das respostas 

de choque térmico (MCKINSTRY et al., 2017; WOJDA, 2017a).  

As HSPs atuam, principalmente, na proteção e manutenção de processos celulares 

vitais, dentre eles, o transporte de proteínas para dentro dos compartimentos celulares 

como reticulo endoplasmático e mitocôndria, dobramento de proteínas, impedimento da 

agregação de proteínas indesejáveis, degradação de proteínas instáveis, controle de 

proteínas reguladoras, entre outras (MARIMOTO; TISSIERES; GEORGOPOULOUS, 

1994; YOKOYAMA et al., 2000; KREGEL, 2002). As HSPs também são usadas para 

fins de monitoramento do meio ambiente celular, uma vez que altos níveis de sua 

expressão tem a finalidade de proteger a célula da presença de algum agente tóxico 

(BIERKENS, 2000). 

As proteínas de choque térmico são classificadas de acordo com sua massa 

molecular e com suas sequências de aminoácidos (LINDQUIST, 1988). Destacam-se 

duas famílias: HSP70, a mais conservada filogeneticamente, que durante as situações de 

estresse pode inibir a morte celular, pois suprime os danos mitocondriais e a fragmentação 

nuclear, funcionando como antiapoptótica (MOSSER et al., 1997; MEYER; SILVA, 

1999; GARRIDO et al., 2001); e HSP90, muito estudada porém sem um papel claramente 
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definido durante a exposição do organismo a um agente tóxico, devido aos diferentes 

efeitos que gera nas células expostas de acordo com o estimulo (GARRIDO et al., 2001). 

Segundo um estudo realizado por SILVA-ZACARIN et al., (2006), quando o 

inseto é exposto aos agrotóxicos, a produção de HSP70 e HSP90 aumenta para impedir 

danos maiores nas células dos órgãos e prevenir a morte celular. Caso a morte celular 

ocorra, pode acontecer a quebra do DNA durante o processo, o que dará origem a 

extremidades 3’–OH, as quais são detectadas pela técnica de Tunel (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). Dessa forma o uso de técnicas que 

detectam variações na expressão de HSP e quebras na cadeia de DNA podem nos indicar 

quais os possíveis impactos de concentrações subletais de agrotóxicos nas células das 

abelhas.  

Outra forma de analisar os efeitos causados pelos agrotóxicos nas abelhas é por 

meio da atividade enzimática, pois de acordo com Carvalho e colaboradores (2013), as 

respostas enzimáticas podem ser alteradas quando as abelhas são expostas a diferentes 

agrotóxicos. Muitas enzimas tem sido atualmente utilizadas como biomarcadores 

fisiológicos quando as abelhas são expostas aos agrotóxicos isolados e combinados 

(KAIRO et al., 2017; ALMASRI et al., 2021). Dentre essas enzimas, algumas tornam-se 

relevantes de acordo com a resposta fisiológica que se procura compreender quando as 

abelhas são expostas à determinados agrotóxicos.  

A Acetilcolinesterase (AChE) tem a função de controlar a passagem do impulso 

nervoso, uma vez que ela degrada a acetilcolina e interrompe a passagem do impulso 

nervoso (BADIOU et al., 2007) A enzima Fosfatase alcalina (PAL), por sua vez, tem a 

função de clivar grupos fosfato, dessa forma é considerada uma enzima digestiva, 

diretamente ligada aos processos metabólicos (MOSS 1992), bem como ao sistema imune 

de acordo com Kairo e colaboradores (2017). Já as enzimas Fenol Oxidase (POX) e 

Glicose oxidase (GOX) estão relacionadas ao funcionamento do sistema imune das 

abelhas (KAIRO et al., 2017). Desta forma a análise da possível modulação destes 

biomarcadores nos organismos das abelhas é uma ferramenta promissora para avaliar o 

sistema imune. Portanto tal conhecimento auxiliará no entendimento de como o 

imidacloprido e o glifosato isolados e combinados podem interferir na imunidade 

individual das abelhas, bem como na alteração da atividade enzimática.   

Diante da contextualização apresentada, o presente estudo visou compreender 

quais são os impactos que a exposição ao neonicotinóide imidacloprido e ao herbicida 

glifosato, de forma isolada e combinada, causa no sistema imune das abelhas, uma vez 
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que esse é o responsável pela proteção contra fungos, bactérias, substâncias tóxicas, entre 

outros agentes (PIRES et al., 2018). O declínio da eficiência desse sistema compromete 

a viabilidade da colônia inteira a longo prazo, prejudica o desempenho da polinização e 

consequentemente, a diversidade de plantas em área naturais e a quantidade e a qualidade 

da produção de alimentos, justificando a necessidade de condução de estudos dessa 

natureza. 
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 2. Objetivo Geral:  

Avaliar os efeitos de concentrações subletais do imidacloprido e do glifosato, de 

forma isolada e combinada sobre o sistema imune das abelhas A. mellifera africanizada e 

M. quadrifasciata. 

 

2.1 Objetivos específicos:  

Avaliar os efeitos isolados e combinados das concentrações subletais do 

imidacloprido (0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng glifosato/μL) após 

48 horas de exposição, sobre o sistema imune de ambas as espécies por meio da: 

• Analisar morfológica dos trofócitos e enócitos do corpo gorduroso, para verificar 

possíveis alterações.  

• Contar o número de hemócitos, a fim de verificar se a exposição altera a 

capacidade do sistema imune; 

• Avaliar a expressão de proteínas de choque térmico (HSP70 e HSP90); 

• Analisar a ocorrência de morte das células, por meio da técnica de TUNEL. 

• Elucidar os efeitos dos agrotóxicos sobre por meio da modulação da atividade das 

enzimas AChE, GOX, POX e PAL para. 

 

3. Material e Método 

Os métodos para a coleta do material biológico e para a exposição aos agrotóxicos 

são os mesmos para os três capítulos e estão descritos a seguir. 

 

3.1 Material biológico 

As forrageiras das espécies Melipona quadrifasciata e Apis mellifera africanizada 

foram coletadas no Centro de Estudos de Insetos Sociais, - da Universidade Estadual 

Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus Rio Claro. Foram utilizadas três colônias 

diferentes, para garantir a variabilidade genética.  As abelhas foram acondicionadas em 

potes plásticos de 250mL (10 abelhas por pote/concentração), previamente furados para 

entrada de ar e fornecimento de alimento (solução de sacarose 50% v/v). Os experimentos 

foram conduzidos em estufa para demanda bioquímica de oxigênio (B.O.D) com 

temperatura de 28ºC ± 1ºC para M. quadrifasciata, e 32º C ± 1º C para A. mellifera 
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africanizada. A umidade relativa para ambas foi de 70% ± 5%, de acordo com o protocolo 

da OECD (1998b) estabelecido para A. mellifera e adaptado para M. quadrifasciata. 

 

3.2 Exposição aos agrotóxicos  

As abelhas foram expostas a concentrações subletais oferecidas no alimento ad 

libitum (sacarose e água 1:1, v/v). Os testes toxicológicos foram padronizados, com o uso 

do inseticida Dimetoato solubilizado em água, e posteriormente diluído no alimento. De 

acordo com a OECD (1998b), este ingrediente ativo é considerado padrão, devido a sua 

estabilidade durante os testes, dessa forma realizamos o teste com esse ingrediente ativo. 

Para garantir que os efeitos encontrados durante as analises seriam devido a exposição 

aos agrotóxicos analisados no presente trabalho. A concentração recomendada de 

dimetoato para A. mellifera é relatada dentro de um intervalo de 0,10-0,35 μg i.a/abelha 

(GOUGH; MCINDOE; LEWIS, 1994). A mesma concentração foi testada e ajustada para 

a espécie M. quadrifasciata. 

As análises foram realizadas após 48 horas do início da exposição das abelhas a 

concentrações subletais do imidacloprido e do glifosato, de forma isolada e combinadas. 

As abelhas do grupo controle receberam o alimento sem inseticida. Não foi realizado um 

controle acetona, uma vez que os cálculos indicaram que o valor de acetona que chegava 

na concentração utilizada era mínimo, e estava dentro dos padrões estabelecidos pela 

OECD. O inseticida imidacloprido (Sigma-Aldrich) foi solubilizado em 15% de acetona 

e 85% de água e, posteriormente, foram realizadas sucessivas diluições no alimento 

(Figura 1). Para obtermos a concentração a qual as abelhas foram expostas, realizamos 

uma média entre os resultados de trabalhos que calcularam a CL50 (concentração letal 

média) para as duas espécies estudadas, como Costa et al (2015) e Soares-Lima (2017) e 

obteve-se a concentração de 0,0075 ng de imidacloprido/μL de dieta (CL50/1000). 
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Figura 1: Diluição seriada do inseticida imidacloprido. 

 

Para o herbicida glifosato, diluído em água, a concentração recomendada, para 

controle de plantas daninhas, está dentro da faixa de 1,4 ng de glifosato/μL a 3,7 de 

glifosato/μL (COUTURE; LEGRIS; LANGEVIN, 1995; GIESY; DOBSON; 

SOLOMON, 2000; SOLOMON; THOMPSON, 2003). Como trabalhamos com 

concentrações subletais, a média dos valores citados acima foi dividida por 1000, assim 

como a CL50 do imidacloprido, dessa forma, a concentração utilizada foi de 0.0025 ng de 

glifosato/μL de dieta (Figura 2). 
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Figura 2: Diluição seriada do herbicida glifosato. 
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Os resultados do presente trabalho serão apresentados em forma de artigo: 

 

1º artigo, referente ao capítulo 1:  

Agrotóxicos isolados e combinados afetam o sistema imune das abelhas? 

 

2º artigo, referente ao capítulo 2:  

Mistura de inseticida e herbicida em concentrações subletais induz ao estresse celular no 

corpo gorduroso de abelhas  

 

3º artigo, referente ao capítulo 3:  

Resposta enzimática em abelhas exótica e nativa expostas a agrotóxicos  
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4. Capítulo 1 

O artigo referente a este capítulo será submetido para publicação na Chemosphere. 

 

Agrotóxicos isolados e combinados afetam o sistema imune 

das abelhas? 

Tatiane Caroline Grella1, Adna Suelen Dorigo1, Osmar Malaspina1, Roberta Cornélio 

Ferreira Nocelli2. 

1 Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Biociências, Campus de Rio 

Claro. 

2 Universidade Federal de São Carlos (UFSCar), Campus Araras. 
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4.1 Resumo 

O sistema imune inato das abelhas Apis mellifera e Melipona quadrifasciata é 

responsável pela reação celular do organismo, que está relacionada com os hemócitos 

presentes na hemolinfa. Além dos hemócitos, o corpo gorduroso também é de extrema 

importância para o sistema imune das abelhas, atuando no processo de desintoxicação do 

organismo. A exposição das abelhas a agrotóxicos pode causar alterações na capacidade 

de defesa do sistema imune inato, uma vez que alteram a quantidade de hemócitos e a 

morfologia das células do corpo gorduroso. Agrotóxicos de ação sistêmica, como o 

imidacloprido, chegam ao néctar e ao pólen representando um risco para as abelhas, assim 

como, o herbicida glifosato que também pode apresentar riscos, causando alterações 

morfológicas e fisiológicas. Devido a isso, o presente trabalho teve como finalidade 

avaliar os efeitos do imidacloprido e do glifosato isolados e combinados em forrageiras 

de A. mellifera e M. quadrifasciata por meio das técnicas de contagem de hemócitos e da 

análise morfológica das células do corpo gorduroso. Para isso, as abelhas foram coletadas 

e alimentadas com soluções de sacarose contendo diferentes concentrações de 

agrotóxicos isolados e combinados (0,0075ng imidacloprido/μL e 0,0025ng 

glifosato/μL). Para a realização das técnicas, 15 abelhas de cada grupo foram anestesiadas 

após 48 horas do início da exposição oral. Para a técnica com hematoxilina e eosina, as 

abelhas foram dissecadas para coleta do corpo gorduroso. Em seguida o material passou 

pelo protocolo de dupla coloração, e os cortes foram analisados e fotografados em foto-

microscópio de luz e avaliados quantitativamente. Já para a coleta de hemolinfa, seguimos 

o método descrito por Butolo e colaboradores (2021), utilizamos a câmara de Neubauer 

para a contagem de hemócitos e o programa Rstudios para a análise estatística. A partir 

das realizações das técnicas observamos que houve alteração na morfologia dos trofócitos 

e enócitos quando comparamos os grupos expostos ao controle para ambas as abelhas. 

Para a contagem de hemócitos não observamos diferença estatística entre os grupos 

analisados para ambas as espécies, porém, observamos diferença estatística entre as 

espécies analisadas.  De acordo com os resultados observados, podemos inferir que a 

exposição das abelhas aos agrotóxicos, isolados e combinados, pode comprometer o 

funcionamento do sistema imune inato das abelhas, uma vez que afeta a morfologia dos 

trofócitos e enócitos, e consequentemente funções do organismo, como reserva de 

nutrientes, desintoxicação, síntese de proteínas da hemolinfa, dentre outras.   
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Melipona quadrifasciata. 
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4.2 Introdução 

As abelhas, assim como os demais insetos, não têm a capacidade de adquirir um 

sistema imune, uma vez que não possuem memória imunológica. Assim, apresentam um 

sistema que é dividido em imune social e imune inato (LAVINE; STRAND, 2002). O 

sistema imune social tem a função de evitar infecções na colônia, por isso ele atua em 

ações como, limpeza do ninho, aplicação de substâncias antimicrobianas, proteção do 

ninho contra insetos contaminados, presença de fungos, entre outros (MEUNIER, 2015). 

Já o sistema imune inato é o responsável por proteger o organismo do indivíduo, sendo 

constituído por barreiras físicas e celulares.  

As barreiras físicas consistem no tegumento, protegendo os órgãos internos, 

contra a entrada de agentes externos, e as barreiras físicas no intestino, que protege o 

organismo caso algum agente contaminante seja ingerido (LAVINE; STRAND, 2002; 

CRUZ LANDIM, 2009). As barreiras celulares são responsáveis por dois tipos de reação 

nos insetos, a humoral e a celular. A primeira é responsável pelos processos de coagulação 

da hemolinfa e melanização das ações das proteínas. A segunda está relacionada com o 

hemócitos presentes na hemolinfa (KAVANAGH; REEVES, 2004; ARMSTRONG; 

MELCHIOR; QUIGLEY, 1996; CRUZ-LANDIMM, 2009). 

Os hemócitos tem diversas funções nos organismos das abelhas, dentre elas 

fagocitose, encapsulamento, secreção de enzimas, coagulação da hemolinfa, 

citotoxicidade, dentre outras que sofrem variações de acordo com a idade do indivíduo 

(GILLESPIE et al., 1997; LAVINE; STRAND, 2002; CRUZ-LANDIM, 2009). Além dos 

hemócitos, o corpo gorduroso também é de extrema importância para o sistema imune 

das abelhas, uma vez que é fundamental no processo de desintoxicação do organismo 

(GONG; DIAO, 2017). 

O corpo gorduroso é um tecido composto por células de origem mesodérmica, os 

trofócitos, e de origem ectodérmica, os enócitos (CRUZ-LANDIM, 2009). Possui grande 

importância em diversos processos no organismo das abelhas, como nutrição, reprodução, 

e desintoxicação (LI et al., 2019). O corpo gorduroso também é responsável pela síntese 

de diversas proteínas presentes na hemolinfa (CRUZ-LANDIM, 2009; ARRESE; 

SOULAGES, 2010; LI et al., 2019). 

A quantidade de células presentes na hemolinfa são fundamentais para que o 

organismo consiga se defender de forma eficiente contra agentes abióticos, como os 

agrotóxicos, por meio da melanização, por exemplo (CRUZLANDIM, 2009). Diversos 

trabalhos mostram que a exposição das abelhas a agrotóxicos pode causar alterações na 
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capacidade de defesa do sistema imune inato, a exemplo de respostas antivirais, super 

expressão das enzimas de desintoxicação, produzidas no corpo gorduroso e intestino 

médio (ALAUX et al., 2010; GARRIDO et al., 2013; MASON, 2013). Isso pode ocorrer 

porque os agrotóxicos alteram a quantidade de hemócitos circulantes na hemolinfa e a 

morfologia das células do corpo gorduroso, afetando seu desempenho (BRANDT et al., 

2016, 2017; DOMINGUES et al., 2017; TAVARES et al., 2017). 

Do acordo com Chan e colaboradores (2006) as abelhas possuem apenas 2/3 dos 

genes de imunidade quando comparada a outros insetos, o que significa que os danos 

causados podem ser intensificados, ainda mais os danos causados pela exposição a 

inseticidas, como o imidacloprido e herbicidas, como o glifosato. Ambos estão dentre os 

ingredientes ativos mais utilizados em culturas no Brasil.  

Estudos mostram que os agrotóxicos de ação sistêmica, como o imidacloprido, 

atingem o néctar e o pólen, representando um risco alto para as abelhas (DECOURTYE; 

DEVILLERS, 2010; RONDEAU et al., 2014; POTTS et al., 2016;). Resíduos desses 

inseticidas já foram detectados em pólen de diversas plantas (DAVID et al., 2015; 

PETTIS et al., 2013). Concentrações subletais do inseticida imidacloprido podem levar a 

diversas consequências, como alteração morfológicas, fisiológicas, comportamentais, 

dentre outras (BLACQUIÈRE et al., 2012; BRANDT et al., 2017; ALMASRI et al., 2021; 

DE ASSIS et al., 2022). 

Assim como o inseticida, o herbicida também pode causar alterações morfológicas 

e fisiológicas, como relataram Faita e colaboradores (2018) que discutiram o impacto do 

glifosato nas deformações da mitocôndria, na produção de moléculas químicas e na 

regulação térmica (HELMER et al., 2015). Abraham e colaboradores (2018) também 

observaram uma alta mortalidade das abelhas expostas ao herbicida glifosato. 

Nos últimos anos, uma das maiores preocupações acerca do declínio de 

populações de abelhas está o fato de que, no ambiente agrícola, elas podem estar expostas 

a ação de agrotóxicos de forma isolada, mas também de forma combinada, o que pode 

potencializar ou anular os efeitos dos agrotóxicos (PILLING; JEPSON, 1993). A 

compreensão dos efeitos de uma mistura para as abelhas é uma grande lacuna no 

conhecimento (HAVARD; LAURENT; CHAUZAT, 2020; SIVITER et al., 2021; DI 

NOI et al., 2021). Além disso, as avaliações de risco focam em efeitos letais, e os atuais 

debates enfatizam a necessidade de uma abordagem mais holística em relação a isso, a 

exemplo da inserção de efeitos subletais.  
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De acordo com Tosi e colaboradores (2022) é grande a falta de informações a 

respeito dos efeitos subletais dos agrotóxicos para as abelhas, o que não permite uma 

avaliação precisa dos danos que concentrações subletais podem causar.   Sgolastra e 

colaboradores (2016) analisaram o efeito subletal da mistura de um inseticida 

neonicotinoide com um fungicida e observaram que a exposição induziu a morte das 

abelhas Apis mellifera, Bombus terrestres e Osmia bicornis. Ultimamente, o aumento da 

mortalidade e a perda de colônias de abelhas tem sido associado a uma competência 

imunológica prejudicada (GÄTSCHENBERGER et al., 2013; ALAUX et al., 2014; 

STEINMANN et al., 2015). 

O uso desses agrotóxicos pode afetar o sistema imune das abelhas e 

consequentemente a homeostase do organismo, podendo levar o indivíduo a morte 

(BOŻENA; JĘDRUSZUKB, 2003). Dessa forma, a análise da quantidade de hemócitos 

e da morfologia das células do corpo gorduroso é essencial para avaliar os efeitos dos 

agrotóxicos nas abelhas (MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006). Devido a isso, o 

presente trabalho teve como finalidade avaliar os efeitos sobre o sistema imune, do 

inseticida imidacloprido e do herbicida glifosato isolados e combinados em forrageiras 

de A. mellifera e M. quadrifasciata através das técnicas de contagem de hemócitos e 

análise morfológica das células do corpo gorduroso. 

 

4.3 Material e Método 

4.3.1 Microscopia de luz: Coloração de hematoxilina e eosina 

Para a análise das células de corpo gorduroso através da técnica de dupla coloração 

foram utilizadas 15 abelhas de cada grupo experimental (0,0075ng imidacloprido/μL e 

0,0025ng glifosato/μL), sendo 5 abelhas de cada colônia. As abelhas foram anestesiadas 

em freezer (cerca de 3 minutos) e, em seguida, passaram pela dissecção. Após a dissecção 

dos abdomens, os mesmos foram fixados em paraformoldeído 4% por 24 horas em 

temperatura ambiente e estabilizados em Tampão Fosfato de Sódio (PBS), pH 7,4 e 0,1 

M, também por 24 horas em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizado o protocolo 

padrão para inclusão em historesina Leica para análises morfológicas. Os blocos 

confeccionados a partir da inclusão, foram seccionados com 5μm de espessura em um 

micrótomo (Leica). Em seguida, os cortes foram colocados em lâminas histológicas, e 

passaram pela dupla coloração com Hematoxilina e Eosina estabelecido por Junqueira; 

Junqueira (1983). Posteriormente, foram secas e montadas em DPX (Distrene Plasticiser 

Xylene), meio de montagem permanente. Os cortes foram analisados e fotografados em 



 

34 

 

foto-microscópio de luz Leica utilizando-se o programa DP Controller para aquisição das 

imagens. Foram analisadas 60 fotomicrografias de cada grupo experimental, dessa forma 

feitas 4 fotos de cada abelha para cada grupo experimental.  

 

4.3.2 Coleta de hemolinfa 

Para a coleta da hemolinfa foram utilizadas 15 abelhas de cada grupo 

experimental, sendo 5 de cada colônia. A hemolinfa foi extraída seguindo o método 

descrito por Butolo e colaboradores (2021), que consiste em anestesiar as abelhas 

previamente a 4oC. Em seguida foram retiradas as cabeças com o auxílio de uma tesoura 

oftalmológica e 5uL de hemolinfa foi coletada de uma abertura presente no tórax com o 

auxílio de uma micropipeta, posteriormente, a hemolinfa foi acondiciona em microtubos 

de polipropileno de 1,5mL (um abelha por microtubo). 

 

4.3.3 Contagem total de hemócitos 

Após a extração de 5uL de hemolinfa de cada indivíduo, a mesma foi misturada 

com 5uL do corante azul de metileno 2% (v/v).  Em seguida, foi colocado 5uL da solução 

em cada lado da câmara de Neubauer e, com auxílio do microscópio de luz de campo 

claro (OLYMPUS, modelo BX51) e objetiva de 40X (aumento final de 400X), procedeu-

se a contagem em 5 quadrantes da câmara (Figura 1).  

 

Figura 1: Aumento da câmara de Neubauer demonstrando os 5 quadrantes onde foram 

realizadas as contagens dos hemócitos presentes. Fonte: (AZEVEDO et al., 2020) 
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Após a contagem do número de hemócitos, foi utilizada a fórmula adaptada por 

Domingues e colaboradores (2017) para obter o valor de hemócitos/mL de hemolinfa. 

 

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. 

 

4.3.4 Análise estatística  

Em relação as células do corpo gorduroso, a análise realizada foi qualitativa. 

Dessa forma, as comparações foram realizadas em relação a dados da literatura e ao grupo 

controle. Já para o número de hemócitos presentes na hemolinfa os dados originais ou 

transformados pelo método de Box-Cox (1964) não atenderam as pressuposições do 

modelo da análise de variância (normalidade e homogeneidade). Dessa forma, fez-se uso 

do teste de comparação das medianas.  O procedimento utilizado consiste em um teste 

não paramétrico para múltiplas amostras independentes. Em resumo, o teste da mediana, 

que é disponibilizado pela função median.test do pacote “agricolae” (Mendiburu et al., 

2019) do programa R (R Core Team, 2021) foi projetado para examinar se várias amostras 

vieram de populações com a mesma mediana. 

 

4.4. Resultados 

A partir da realização da técnica de hematoxilina e eosina observamos que para A. 

mellifera (Figura 2) e M. quadrifasciata (Figura 3) as alterações nos trofócitos aumentou 

no grupo exposto ao inseticida imidacloprido quando comparado aos demais grupos. Em 

relação a morfologia dos trofócitos, observamos aumento da vacuolização e invaginação 

nuclear quando comparamos, qualitativamente, os grupos expostos ao controle. 

Já em relação aos enócitos notamos uma queda nas alterações das células para os 

grupos expostos quando comparados ao controle, para a abelhas exótica A. mellifera 

(Figura 2B). Para a abelha nativa M. quadrifasciata observamos a mesma queda para o 

grupo exposto ao glifosato em relação aos demais grupos analisados (Figura 3C).  Além 

da diferença na quantidade de células também observamos que a morfologia do enócitos 

apresentou vacuolização e formato irregular nos grupos expostos aos agrotóxicos.  



 

36 

 

 

 

Figura 2: Fotomicrografias dos enócitos e trofócitos do corpo gorduroso parietal de 

forrageiras de A. mellifera africanizada após 48 horas de exposição aos agrotóxicos 

imidacloprido (0,0075ng imidacloprido/μL) e glifosato (0,0025ng glifosato/μL)  por via 

oral. Secções histológicas coradas com hematoxilina e eosina. (A) Controle; (B) 

Imidacloprido; (C) Glifosato; (D) Mistura. en = enócito, tr = trofócito, cp = células 

pericárdicas, seta preta indica enócitos com morfologia atípica. 
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Figura 3: Fotomicrografias dos enócitos e trofócitos do corpo gorduroso parietal de 

forrageiras de M quadrifasciata após 48 horas de exposição aos agrotóxicos 

imidacloprido (0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng glifosato/μL)  por 

via oral. Secções histológicas coradas com hematoxilina e eosina. (A) Controle; (B) 

Imidacloprido; (C) Glifosato; (D) Mistura. en = enócito, tf = trofócito, seta preta indica 

enócitos com morfologia atípica. 

 

A partir das contagens de hemócitos na hemolinfa das forrageiras de A. mellifera 

e M. quadrifasciata, observamos que o material coletado estava límpido e apresentava 

poucos hemócitos. Quando analisamos os dados para os diferentes grupos analisados, 

verificamos que não houve diferença estatística entre os grupos de A. mellifera e nem de 

M. quadrifasciata. Porém, observamos diferença estatística entre as duas espécies quando 
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comparamos o grupo imidacloprido, a espécie M. quadrifasciata apresentou um número 

mais elevado de hemócitos por mililitro de hemolinfa quando comparada a espécie A. 

mellifera (Figura 4 e 5).  

 

Figura 4: Fotomicrografias dos hemócitos da hemolinfa de forrageiras de M. 

quadrifasciata após 48 horas de exposição aos agrotóxicos por via oral.  Hemolinfa 

corada com azul de metileno a 2% e observada na câmara de Neubauer. (A) Controle; (B) 

Imidacloprido; (C) Glifosato; (D) Mistura. As setas pretas indicam os hemócitos. 
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Figura 5: Boxplot mostrando os hemócitos/mL de hemolinfa. Apis mellifera em vermelho 

e Melipona quadrifasciata em azul. As comparações foram feitas entre os grupos para 

ambas as espécies e entre as duas espécies.  Médias seguidas pelas mesmas letras 

minúsculas (comparações entre os grupos para a mesma espécie) e maiúsculas 

(comparações entre as espécies para cada grupo) não diferem significativamente pelo 

teste de Tukey (P= 0,05). 

 

4.5 Discussão  

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, observamos que a morfologia 

e a quantidade de células do corpo gorduroso sofrem alterações de acordo com os 

diferentes agrotóxicos, aos quais as espécies são expostas. De acordo com Abdalla e 

Domingues (2015), o corpo gorduroso é considerado um importante órgão para 

avaliações toxicológicas em abelhas. Diversos trabalhos concluíram que o corpo 

gorduroso é um órgão altamente responsivo a fatores estressores, como os agrotóxicos 

(ALVES; SERRÃO; MELO, 2010; SOUSA et al., 2013; DOMINGUES et al., 2017; 

BALSAMO et al., 2020; DE ASSIS et al., 2022). 

No presente estudo, ambas as espécies analisadas (A.mellifera e M. 

quadrifasciata) apresentaram um aumento nas alterações de trofócitos após 48 horas da 

exposição ao imidacloprido quando comparados aos demais grupos estudados, o que pode 

ser indicio de que o inseticida neonicotinóide utilizado neste estudo pode estar 

comprometendo a atividade dos trofócitos, os quais tem diversas funções, como reserva 

de nutrientes, síntese de proteínas da hemolinfa e desintoxicação (CRUZ-LANDIMM, 

2009; LOCKE, 1984; GRZELAK; KUMARAN, 1986;). 
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Diversos estudos realizados com neonicotinóides relataram alterações nos 

trofócitos quando expostos a inseticidas isolados, como Assis e colaboradores (2022) que 

verificaram alterações morfológicas nas células do corpo gorduroso exposto ao 

imidacloprido. Os resultados encontrados pelos autores corroboram com o presente 

trabalho, uma vez que os trofócitos expostos aos agrotóxicos apresentaram diferenças 

morfológicas em relação ao controle, como aumento de vacuolização e de invaginação 

nuclear.  A partir das observações realizadas, podemos inferir que os trofócitos das 

abelhas expostas aos agrotóxicos responderam com mecanismos para desintoxicação do 

organismo, uma vez que o aumento de ramificações ao redor do núcleo são indícios de 

maior atividade celular (LOCKE, 1984). 

Além de ter a função de desintoxicar o organismo, os trofócitos também são 

essenciais no processo de armazenamento de energia na forma de glicogênio (PAES DE 

OLIVEIRA; CRUZ-LANDIM, 2003). No presente trabalho observamos um aumento na 

vacuolização dessas células, o que pode ser indicio de aumento da reserva energética, que 

pode ser uma estratégia de proteção do organismo, uma vez que a presença de agrotóxicos 

afeta a absorção de nutrientes pelo intestino, e portanto, seria necessário retirar nutrientes 

dos trofócitos, que são células especializadas em armazenar essas moléculas (LOCKE, 

1984; GRZELAK; KUMARAN, 1986;; PAES DE OLIVEIRA; CRUZ-LANDIM, 2003; 

CAMPBELL et al., 2016). 

Outra célula presente no corpo gorduroso é o enócito, os quais estão distribuídos 

entre os trofócitos e possuem diversas funções como a síntese de hidrocarbonetos 

(ROMER; EMMERICH; NOWOCK, 1974), síntese de hormônios (LYCETT et al., 

2006), regulação de genes e mecanismos de desintoxicação (TAKEUCHI et al., 2007;  

CHAPMAN, 2013). No presente trabalho observamos uma queda nas alterações dos 

enócitos nos grupos expostos aos agrotóxicos em relação ao controle para a espécie 

exótica A. mellifera, característica que se repetiu para a espécie nativa M. quadrifasciata 

quando comparamos o grupo exposto ao glifosato em relação aos demais. A partir das 

observações realizadas no presente trabalho, podemos inferir que a exposição da abelha 

A. mellifera e M. quadrifasciata aos agrotóxicos pode causar danos ao organismo, uma 

vez que a queda nas alterações célulares pode comprometer a desintoxicação. 

Outra observação realizada durante o estudo foi em relação a morfologia dos 

enócitos, os quais apresentaram aumento da vacuolização e formato celular irregular para 

todos os grupos expostos aos agrotóxicos isolados ou combinados, diferente do grupo 

controle, no qual os enócitos apresentaram morfologia típica, que consiste em um formato 
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elíptico, com contornos bem delimitados, ausência de grânulos no citoplasma e núcleo 

central (DA CRUZ-LANDIM, 1983; DEAN; LOCKE; COLLINS, 1985; MARTINS; 

RAMALHO-ORTIGÃO, 2012). Esses dados corroboram com o estudo realizado por 

Assis e colaboradores (2022) que observaram vacuolização e alterações nucleares nos 

enócitos dos grupos expostos ao imidacloprido e a piraclostrobina de forma isolada e 

combinada, concluindo que o inseticida causou maiores danos aos enócitos quando 

comparados ao fungicida. Outros trabalhos também observaram alterações nos enócitos, 

como Domingues e colaboradores (2017) que expuseram abelhas ao neonicotinoide 

tiametoxan e observaram enócitos com formatos atípicos.  

Uma hipótese para a alteração morfológica nos enócitos é o estresse sofrido por 

essas células quando expostas aos agrotóxicos, os quais podem inativar as mesmas. 

Cousin e colaboradores (2013) observaram enócitos com volume reduzido em larvas 

expostas a herbicida e enfatizaram a sensibilidade dos enócitos expostos a concentrações 

de agrotóxicos. Diversos trabalhos mostram a importância do corpo gorduroso no 

organismo, uma vez que ele é fundamental no processo de metabolização dos agrotóxicos 

(AMIRESSAMI, 1973; LYCETT et al., 2006; COUSIN et al., 2013; ABDALLA; 

DOMINGUES, 2015; LI; YU; FENG, 2019c; BALSAMO et al., 2020). Alterações no 

número e na morfologia de células do corpo gorduroso podem afetar o contato e a troca 

de metabólitos que esse órgão tem com a hemolinfa, prejudicando assim todo o processo 

de desintoxicação do organismo quando exposto a algum agrotóxico (ROMA; BUENO; 

CAMARGO-MATHIAS, 2010).  

A análise dos resultados obtidos em relação a quantidade de hemócitos por 

mililitros de hemolinfa das abelhas forrageiras das espécies A. mellifera e M. 

quadrifasciata, revelou que a quantidade de hemócitos é baixa, em relação as larvas 

analisadas por Butolo e colaboradores (2021) que observaram um número cerca de quatro 

vezes maior de hemócitos por mililitros. Os insetos holometábolos sofrem drásticas 

mudanças morfológicas e fisiológicas ao longo do seu desenvolvimento, as células da 

hemolinfa podem diferir significativamente quando comparamos as larvas aos adultos 

(NEGRI et al., 2014, 2015). 

Dessa forma, o número baixo de hemócitos encontrado no presente trabalho pode 

estar relacionado a idade dos indivíduos, uma vez que são abelhas forrageiras, ou seja, 

são as mais velhas dentro da colônia e por isso desenvolvem essa função. De acordo com 

Schmid e colaboradores (2008) o estágio de desenvolvimento das abelhas afeta a 

quantidade de hemócitos circulantes na hemolinfa, os autores observaram uma redução 
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no número de hemócitos com o aumento da idade.  A partir disso os autores concluíram 

que isso pode ocorrer devido a um mecanismo de redução dos gastos energéticos e por 

isso ocorreria a substituição da defesa celular pela defesa humoral, o que seria explicado 

pelo aumento da enzima fenol oxidase em forrageiras quando comparadas a recém 

emergidas (CHAN; HOWES; FOSTER, 2006). Dessa forma, as abelhas forrageiras 

utilizam uma outra forma de defesa do organismo, uma vez que ocorre a queda no número 

de hemócitos circulantes na hemolinfa.  

Ao compararmos os diferentes grupos de cada uma das espécies notamos que não 

houve diferença estatística entre eles, o que pode ser justificado pelo tempo de exposição 

ou pela concentração de agrotóxicos isolados e combinados. Ambas as possibilidades 

podem explicar a ausência de alteração no número de hemócitos durante a análise. Porém, 

quando comparamos as duas espécies analisadas no presente trabalho, observamos que 

para o grupo controle o número de hemócitos foi maior para M. quadrifasciata em relação 

a A. mellifera, o que pode ser um indicio de que as respostas a fatores estressores são mais 

eficazes em M. quadrifasciata, uma vez que as populações de hemócitos refletem a 

capacidade de resposta das abelhas a estresses como a exposição a agrotóxicos 

(MARRINGA et al., 2014).   

Um trabalhos na literatura com exposição prolongada, constatou queda no número 

de hemócitos de A. mellifera quando exposta a três inseticidas, dentre eles o imidacloprido 

(BRANDT et al., 2016, 2017), o que pode afetar o sistema imune das abelhas. Porém 

outros estudos constataram aumento no número de hemócitos após a exposição das 

abelhas aos agrotóxicos, sinalizando que o sistema imune está reagindo a exposição ao 

agente tóxico (ALAUX et al., 2010; VIDAU et al., 2011; DOMINGUES et al., 2017).  

Quando ocorre a exposição a agrotóxicos por via oral, as moléculas de agrotóxicos 

são rapidamente absorvidas pelo intestino e entram em contato com a hemolinfa. A 

hemolinfa, por sua vez, realiza uma troca de metabólitos com células do corpo gorduroso 

que estão ao redor do vaso dorsal. Em seguida, entra no vaso dorsal e é bombeada para o 

cérebro (LA MORANDIN, 2003; DA CRUZ LANDIM, 2009; CHAPMAN, 2013). Dessa 

forma, quando um inseticida neonicotinóide afeta as células da hemolinfa ou do corpo 

gorduroso, a metabolização dos compostos tóxicos pode ficar comprometida e atingir o 

cérebro das abelhas, fazendo com que os compostos cheguem no seu órgão alvo, devido 

a sua acao neurotóxica. Pode ocorrer então a morte dos indivíduos por hiperexcitação, 

uma vez que os inseticidas como o imidacloprido agem se ligando nos receptores 

nicotínicos dos neurônios pós sinápticos, mas por não serem reconhecido pela enzima 
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acetilcolinesterase, não ocorre a degradação da ligação, o que e provoca a passagem 

constante do impulso nervoso (TOMIZAWA et al., 1995).  

 Dessa forma, estudos que analisem como ocorre a metabolização dos 

agrotóxicos nas células da hemolinfa e do corpo gorduroso ainda são necessários, 

especialmente para as espécies sem ferrão, pois existem poucos estudos sobre esse 

sistema para essas abelhas. Devido a isso, Hladik e colaboradores (2018) alertam sobre a 

importância de estudos.com espécies nativas, uma vez que a maioria das pesquisas 

encontradas na literatura é focada em A. mellifera. Para este fim, o presente trabalho 

fornece subsídios para futuras pesquisas a respeito dos impactos de agrotóxicos isolados 

e combinados em espécies nativas e exóticas.  

A partir dos resultados do presente trabalho, concluímos que os agrotóxicos 

imidacloprido e glifosato isolados e combinamos não apresentaram diferença estatística 

em relação a quantidade de hemócitos presente na hemolinfa quando comparamos os 

grupos expostos ao grupo controle, porém afetaram a morfologia das células do corpo 

gorduroso das espécies A. mellifera e M. quadrifasciata, demostrando sua toxicidade para 

esse tecido. 
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O artigo referente a este capítulo será submetido para publicação na Agriculture, 

Ecosystems and Environment. 
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5.1 Resumo 

As abelhas contribuem para a reprodução cruzada de plantas, aumentando a qualidade de 

frutos e sementes. Entre as espécies sociais temos Apis mellifera e Melipona 

quadrifasciata. Durante a polinização, as abelhas podem ser expostas a agrotóxicos, como 

o inseticida imidacloprido e o herbicida glifosato, isoladamente e em combinação. A 

exposição pode causar danos em nível celular, como o aumento da proteína de choque 

térmico (HSP), entre as quais temos as famílias HSP70 e HSP90. As HSPs podem ser 

usadas como biomarcadores para monitorar as respostas celulares e vários estímulos 

ambientais. A exposição aos agrotóxicos também pode causar a morte celular, a qual é 

possível analisar utilizando técnicas que marcam a quebra de DNA durante o processo de 

morte (Método de Tunel). Sendo o corpo gorduroso um tecido fundamental para a 

homeostase e desintoxicação foram aplicadas a técnica de imunomarcação das HSP70, 

HSP90 e o método de Tunel para detecção de morte celular em abelhas A.mellifera e M. 

quadrifasciata expostas a concentrações subletais do inseticida imidacloprido e do 

herbicida glifosato, isolados e combinados. As abelhas foram coletadas e alimentadas 

com soluções de sacarose contendo 0,0075ng imidacloprido/μL, 0,0025ng glifosato/μL, 

a mistura dos dois agrotóxicos nessas concentrações, além do grupo controle. Após 48 

horas, 15 abelhas de cada grupo foram anestesiadas e dissecadas para coleta do corpo 

gorduroso parietal. Em seguida, o material foi submetido as técnicas propostas, passou 

por um protocolo para análise em microscópio confocal e os resultados foram analisados 

usando o programa Rstudios. A partir dos resultados obtidos, observamos que dentre os 

grupos analisados, o grupo exposto à mistura foi o que apresentou a maior expressão de 

HSP70 para A. mellifera e o menor para M. quadrifasciata. Quanto à HSP90, observamos 

que o grupo exposto ao glifosato apresentou maior expressão proteica em M. 

quadrifasciata e a menor para A. mellifera. Já em relação ao método de Tunel não 

observamos marcação de morte celular em nenhum grupo analisado. O aumento da 

expressão de HSPs pode ser um indicativo de uma resposta de proteção do corpo 

gorduroso e consequentemente do sistema imune inato. Estudos mostram que estressores 

ambientais, como agrotóxicos, podem afetar a capacidade imunológica das abelhas. A 

partir dos resultados podemos concluir que a exposição ao imidacloprido e ao glifosato 

causou um aumento na expressão de HSP70 e HSP90 e colocou em risco o sistema 

imunológico das abelhas, porém não levou as células a morte. 



 

62 

 

 

Palavras-chave: Apis mellifera; Melipona quadrifasciata; HSP; morte celular 

  



 

63 

 

5.2 Introdução  

No Brasil, grande parte da produção agrícola depende da polinização pelas abelhas 

(Giannini et al. 2015a, b), pois elas contribuem para a reprodução cruzada das plantas, 

aumentando a qualidade dos frutos e das sementes (RICKETTS et al., 2008; DEVKOTA; 

DHAKAL; THAPA, 2016). Durante o processo de polinização, as abelhas são expostas 

a diversos agrotóxicos, os quais comprometem as funções básicas dos indivíduos e da 

colônia, como forrageamento, sistema imune, reprodução, memória, comportamento, 

entre outros (TOSI et al., 2018).  O uso exacerbado e indiscriminado de agrotóxicos está 

afetando diversas espécies de abelhas. 

Dentre essas espécies, temos Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae), uma 

espécie exótica com um grande número de indivíduos por colônia e hábito generalista 

(FREE, 1980) e Melipona quadrifasciata Lepeletier, 1836 (Hymenoptera: Apidae), uma 

espécie nativa, com menor número de indivíduos por colônia e capaz de realizar a 

polinização por vibração (EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2008). Ambas as 

espécies são importantes polinizadores de culturas agrícolas de importância econômica. 

Durante o forrageamento nestas áreas podem entrar em contato com diversos agrotóxicos 

como o inseticida imidacloprido e o herbicida glifosato, de forma isolada ou simultânea. 

O inseticida imidacloprido pertence a classe dos neonicotinoides, é sistêmico e 

tem a capacidade de translocar pela planta (CASIDA; DURKIN, 2013; GOULSON, 

2013b). O herbicida glifosato é seletivo, sistêmico e pós-emergente (ZHANG; JIANG; 

OU, 2011). De acordo com Faita e colaboradores (2018) a presença de glifosato no 

alimento pode causar danos celulares, alteração no comportamento e redução na 

população. Em campo, o uso desses agrotóxicos não ocorre apenas de forma isolada, mas 

também de forma combinada (GUIMARÃES, 2014), o que pode gerar diversos efeitos, 

como os aditivos, antagônicos e sinérgicos. Em estudos realizados, Petter e colaboradores 

(2012), constataram que algumas misturas de inseticidas e herbicidas não são propícios 

para a realização de misturas, como o glifosato misturado com o tiametoxam, um 

inseticida pertencente a mesma classe do imidacloprido. 

Quando as abelhas são expostas a esses compostos de forma isolada ou 

combinada, diversos danos a nível celular, podem ser causados, como aumento da 

proteína de choque térmico (HSP) (MEYER; SILVA, 1999) e até morte celular. Diversas 

famílias de HSP são reconhecidas, de acordo com a massa molecular, a sequência de 

aminoácidos e a função de cada uma delas (BASHA; O`NEILL; VIERLING, 2012;  

ARRIGO, 2013). As proteínas de choque térmico desempenham diversas funções, dentre 
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as quais se destaca o dobramento de proteínas, a manutenção da síntese de proteínas, 

sinalização celular, transcrição e metabolismo (CLARE; SAIBIL, 2013; RÖHL; 

ROHRBERG; BUCHNER, 2013). Quando algum fator estressor altera uma proteína, a 

HSP se liga a essa proteína e auxilia no redobramento da mesma, garantindo a homeostase 

das proteínas intracelulares (SHORTER, 2011; CLARE; SAIBIL, 2013). 

Dentre as famílias de HSPs, a HSP70 é a maior delas, contém muitas isoformas 

diferentes e possuem função antiapoptótica (EVGEN’EV; GARBUZ; ZATSEPINA, 

2014), uma vez que seu aumento é observado para prevenir danos celulares, como 

constatou Alqarni e colaboradores (2019) quando analisaram a expressão de HSPs em 

abelhas forrageiras após um estresse térmico e constataram que HSP70 é uma das 

primeiras proteínas de choque térmico a ter um aumento na sua expressão. Outra família 

de HSPs é a HSP90 que compõem a classe de proteínas de choque térmico mais abundante 

e melhor conservadas evolutivamente (QIAO et al., 2015; SUN et al., 2015; LU et al., 

2016). Elas podem atuar em diversos tecidos, mas ainda não tem sua função pré ou pós 

apoptótica bem definida (MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006).  

As HSPs podem ser usadas como biomarcadores para monitorarmos as respostas 

celulares a diversos estímulos ambientais (NAZIR; SAXENA; CHOWDHURI, 2003). 

Além das HSPs uma forma de analisar os efeitos dos agrotóxicos nas células das abelhas 

é por meio da técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling), que constata a fragmentação de DNA através da extremidade 3’OH que fica 

exposta e passível de marcação após o processo de morte celular se iniciar 

(MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006; TAVARES et al., 2015).  

Existem estudos que realizaram essas três técnicas em diversos órgãos, como 

intestino, túbulo de Malpighi e cérebro, mas o presente trabalho é o primeiro a realizar 

essas técnicas com o corpo gorduroso parietal das abelhas, o que fundamental para o 

entendimento dos efeitos dos agrotóxicos, visto que o corpo gorduroso é fundamental 

para a homeostase do organismo, pois participa de diversas funções, como produção de 

proteínas da hemolinfa (LAW; WELLS, 1989), reserva de energia, produção de peptídeos 

(FERRANDON et al., 2007), desintoxicação do organismo entre outras (ARRESE; 

SOULAGES, 2010). Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo analisar os 

efeitos de concentrações subletais do inseticida imidacloprido, e do herbicida glifosato 

isolados e combinados nas células do tecido gorduroso parietal de Apis mellifera e 

Melipona quadrifasciata por meio da análise dos biomarcadores HSP70, HSP90 e da 

técnica de TUNEL. 
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5.3 Material e método 

As etapas de coleta do material biológico e exposição aos agrotóxicos foram descritas 

anteriormente. 

 

5.3.1 Microscopia confocal 

Para a realização das técnicas para a detecção de HSP70, HSP90 e método de 

Tunel foram utilizadas 60 abelhas para cada técnica no total, sendo 15 abelhas para cada 

um dos 4 grupos experimentais (controle, imidacloprido, glifosato e mistura), que 

correspondem a 5 abelhas de cada colônia (triplicata). As abelhas foram anestesiadas em 

freezer a -4oC, por cerca de 3 minutos e em seguida, o corpo gorduroso parietal foi 

dissecado e fixado em paraformoldeído 4% tamponado por 4 horas em temperatura 

ambiente. Em seguida foi colocado tampão em PBS (Phosphate Buffered Saline), pH 7,4 

e 0,1 M, por 24 horas e, na sequência, incluído em agarose Low Melting (ANRESCO) do 

tipo II. Os blocos gerados no processo de inclusão foram seccionados com 100μm de 

espessura através de um Vibrátomo (Leica), e  as secçõescolocadas em lâminas Starfrost 

(Knittel Glass). Para cada técnica foram analisadas 6 lâminas de cada grupo experimental, 

que correspondem a 6 indivíduos. 

5.3.2 Detecção de HSP70 e HSP90 

Tanto para imunomarcação da HSP70 quanto da HSP90, os procedimentos foram 

os mesmos. Os cortes foram permeabilizados com Triton X-100 a 0,5% por 10 minutos 

em temperatura ambiente. Depois passaram por 4 banhos de PBS de 2 minutos e foram 

incubadas em solução com o anticorpo primário anti-HSP (Invitrogen), diluído em PBS 

(1:100), e mantidos 1 hora a 37º C, em câmara úmida. As secções foram lavadas 3 vezes 

em PBS, incubadas com anticorpo secundário conjugado com Cy5 diluído em PBS 

(1:500) por 1 hora a temperatura ambiente e lavadas 3 vezes de 5 minutos cada com PBS. 

Para finalizar, as lâminas foram montadas com o meio de montagem Prolong® Gold 

Antifade (Molecular Probes). A técnica de HSP necessita de controle negativo, para 

verificar se a marcação não é uma fluorescência natural do órgão. A análise da marcação 

foi realizada por meio de um microscópio confocal de varredura a laser (Leica TCS-SP5) 

de acordo com os seguintes parâmetros Smart Gain: 1000; Smart Offset: 1%; Pinhole: 

67,90; Line: 8; Frame: 2; Resolution: 1024 x 1024; Speed: 400Hz; Lazer: 10%; Number 

of steps: 6; Z-size: 30 um; Comprimento de onda: 633 e Objetiva 40x. Para a aquisição 

das imagens foi utilizado o software Leica Application Suite-AF. 
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5.3.3 Detecção de morte celular (Tunel) 

As lâminas foram recobertas com solução de proteinase K (20 μg/mL em 10Mm 

Tris-HCl, pH 7,5) por 15 minutos, a temperatura ambiente e câmara úmida. Em seguida, 

lavadas em 4 banhos de PBS de 2 minutos cada. Posteriormente foi colocado 50 μL da 

solução de Tunel, realizada de acordo com o protocolo do Kit, AP “In Situ Cell Death 

Detection” (Roche). As lâminas foram então montadas com o meio de montagem Prolong 

Gold Antifade (Molecular Probes). A técnica de Tunel necessita de 2 controles, sendo um 

positivo, onde é adicionado 1 passo, no qual colocamos 20uL de DNase sobre os cortes, 

uma enzima que quebra o DNA, nesse caso a marcação ocorre obrigatoriamente. Já no 

controle negativo não adicionamos o fluoróforo para verificar se a marcação não é algo 

espontâneo do órgão.  

A marcação foi visualizada por meio de um microscópio confocal de varredura a 

laser (Leica TCS-SP5) de acordo com os seguintes parâmetros Smart Gain: 900; Smart 

Offset: 1%; Pinhole: 67,90; Line: 8; Frame: 2; Resolution: 1024 x 1024; Speed: 400Hz; 

Lazer: 10%; Number of steps: 6; Z-size: 30 um; Comprimento de onda: 488 e Objetiva 

40x. Para a aquisição das imagens foi utilizado o software Leica Application Suite-AF. 

 

5.3.4 Análise estatística  

A partir das aquisições das imagens das técnicas de HSP70, HSP90 e Tunel, o 

material foi analisado utilizando o software Leica Application Suite-AF, no qual foram 

estabelecidas 3 áreas, de mesmo tamanho para todos as micrografias, para realizar as 

medições de intensidade de luz (fluorescência) em relação a área escura, sem 

imunomarcação.  

Os dados obtidos foram submetidos a testes de normalidade e homogeneidade. Os 

fatores espécies e tratamentos foram considerados como causas de variação isolados. 

Dessa forma, dado o atendimento dos pré-requisitos da Análise de Variância, foi testada 

a interação envolvendo os fatores espécie e tratamentos em esquema fatorial 2 x 4, ou 

seja, 2 espécies de abelhas versus 4 tratamentos. Para os dados em que ambos os requisitos 

foram atendidos, foram realizadas análises estatísticas comparativas usando o teste de 

Tukey, que está incluso no pacote Exp.Des.pt  (Ferreira et al., 2021) do programa R (R 

Core Team, 2021). Quando os pré-requisitos da análise de variância não foram atendidos, 

foi aplicado o teste de Friedman, que está incluso no pacote “agricolae” (Mendiburu et 

al., 2019). 



 

67 

 

 

5.4 Resultados 

De acordo com as análises realizadas podemos observar que, a espécie A. 

mellifera apresentou diferença significativa (P < 0,05) da expressão de HSP70 entre todos 

os grupos experimentais (Tabela 1), , sendo que a expressão de HSP70 foi maior no grupo 

exposto à mistura do inseticida imidacloprido e do herbicida glifosatoenquanto  a 

expressão mais baixa se deu no grupo controle, seguido do grupo exposto ao glifosato 

isolado. 

Em M. quadrifasciata, podemos observar que (Tabela 1) não houve diferença 

estatística na expressão da proteína HSP70 entre o grupo controle e o grupo exposto ao 

glifosato. Porém, o grupo exposto ao imidacloprido apresentou a expressão mais elevada 

d de HSP70, oposto do que ocorreu com o grupo exposto à mistura, o qual obteve a 

expressão mais baixa. 

Ao compararmos as duas espécies (Tabela 1), foi possível observar que houve 

diferença significativa (P < 0,05) entre elas para todos os grupos analisados, sendo que a 

espécie nativa apresentou maior expressão de HSP70 em todos os grupos, exceto para o 

grupo exposto a mistura. 

 

Tabela 1: Expressão de HSP70 no corpo gorduroso parietal para as espécies Apis 

mellifera e Melipona quadrifasciata após 48 horas de exposição aos agrotóxicos 

imidacloprido (0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng glifosato/μL) por 

via oral. Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas (comparações dentro das 

colunas) e maiúsculas (comparações dentro das linhas) não diferem significativamente 

pelo teste de Tukey (P= 0,05). 

 

Grupos Espécies 

Apis mellifera Melipona quadrifasciata 

Controle 15.58±1.42 aA 44.99±2.89 aB 

Imidacloprido 36.60±1.65 bA 74.61±1.94 bB 

Glifosato 26.92±1.68 cA 40.46±2.52 aB 

Mistura 45.16±1.60 dA 22.28±1.22 cB 
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Quando analisamos os resultados obtidos através da técnica de HSP90 para a 

espécie A. mellifera (Tabela 2), observamos que não houve diferença estatística entre o 

controle e o grupo exposto ao imidacloprido, tão pouco entre esse e o grupo exposto à 

mistura. Já o grupo exposto ao glifosato diferiu estatisticamente de todos os demais 

grupos analisados. 

Para a espécie M. quadrifasciata, não observamos diferença estatística na 

expressão da proteína HSP90 (Tabela 2) entre o controle e o grupo exposto a mistura e 

nem entre esse e o grupo exposto a imidacloprido. No entanto, o grupo exposto ao 

glifosato diferiu significativamente (P < 0,05) em relação aos demais grupos, assim como 

para a espécie exótica. 

Quando comparamos as duas espécies analisadas (Tabela 2), podemos observar 

que não houve diferença estatística para o grupo controle, porém para os demais grupos 

ocorrem diferenças significativas, sendo que os valores da expressão de HSP90 foram 

maiores para M. quadrifasciata quando comparado à A. mellifera em todos os grupos 

(Figura 1).  

Em relação a técnica de Tunel não obtivemos marcação em nenhum grupo 

analisado, conforme mostra a Figura 2. 

 

Tabela 2: Expressão de HSP90 no corpo gorduroso parietal para as espécies Apis 

mellifera e Melipona quadrifasciata após 48 horas de exposição aos agrotóxicos 

imidacloprido (0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng glifosato/μL)  por 

via oral. Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas (comparações dentro das 

colunas) e maiúsculas (comparações dentro das linhas) não diferem significativamente 

pelo teste de Tukey (P= 0,05). 

 

Grupos Espécies 

Apis mellifera Melipona quadrifasciata 

Controle 41.84±4.4 aA 41.85±1.9 aA 

Imidacloprido 37.71±3.5 abA 47.04±1.7 bB 

Glifosato 28.15±1.7 cA 58.56±2.9 cB 

Mistura 33.27±2.1 bA 

 

44.70±1.5 abB 
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Figura 1: Corpo gorduroso parietal de M. quadrifasciata com aplicação da técnica de 

HSP70. Controle (A); Controle negativo (B); Grupo exposto ao imidacloprido (0,0075ng 

imidacloprido/μL)  (C); Grupo exposto ao glifosato (0,0025ng glifosato/μL)   (D) e Grupo 

exposto a mistura (E). As setas indicam as células com expressão de HSP70 no citoplasma 

e o círculo o local onde estão as células na imagem. 
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Figura 2: Corpo gorduroso parietal de M. quadrifasciata após 48 horas de exposição aos 

agrotóxicos imidacloprido (0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng 

glifosato/μL) por via oral.  Técnica de Tunel. Zoom do controle positivo (A); Controle – 

com zoom (B); Controle negativo (C) Grupo exposto ao imidacloprido (D); Grupo 

exposto ao glifosato (E) e Grupo exposto a mistura (F). As setas indicam os núcleos.  
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5.5 Discussão  

A proteostase se refere a homeostase da síntese, dobramento, função e degradação 

das proteínas do indivíduo (VABULAS et al., 2010;  MCKINSTRY et al., 2017). Quando 

a proteostase não está em equilíbrio isso afeta diversas funções do organismo, como o 

sistema imune, o que pode ser analisado a partir da expressão de HSP70 e HSP90 nas 

células do corpo gorduroso parietal das abelhas.  

A partir dos resultados obtidos podemos observar as diferenças estatísticas na 

expressão de HSP70 entre todos os grupos da espécie A. mellifera, o que não se repetiu 

para a espécie M. quadrifasciata, uma vez que não houve diferença entre o controle e o 

grupo exposto ao glifosato, porém houve diferença estatística entre os demais grupos 

expostos ao inseticida imidacloprido e ao herbicida glifosato isolados e combinados 

(EVGEN’EV; GARBUZ; ZATSEPINA, 2014).  

Dessa forma, foi possível observar que para A. mellifera a expressão de HSP70 no 

grupo controle foi basal, uma vez que esse grupo não foi exposto a nenhum agrotóxico. 

Já para os demais grupos houve um aumento na expressão de HSP70 quando comparados 

ao controle, sendo que a expressão mais baixa foi observada no grupo exposto ao glifosato 

e a expressão mais alta no grupo exposto a mistura. A partir desses resultados podemos 

inferir que para A. mellifera a mistura do inseticida imidacloprido com o herbicida 

glifosato teve efeito sinérgico, pois aumentou a expressão de HSP70, o que pode ser um 

indício de resposta de proteção do corpo gorduroso parietal, e consequentemente do 

sistema imune inato do indivíduo, uma vez que o corpo gorduroso atua ativamente no 

sistema imune das abelhas. De acordo com Wojda (2017b) existem diversos trabalhos 

mostrando o papel fundamental das HSPs no sistema imune das abelhas, pois quando os 

indivíduos são expostos a estressores a expressão das proteínas de choque térmico 

aumenta (ALTINCICEK; KNORR; VILCINSKAS, 2008; ADAMO, 2010). 

Para M. quadrifasciata observamos que a expressão de HSP70 para o grupo 

controle não diferiu estatisticamente do grupo exposto ao glifosato, o que pode ser indicio 

de que para M. quadrisfasciata a concentração de glifosato utilizada (0,0025 ng de 

glifosato/μL de dieta) ou o tempo de exposição não foi suficiente para causar danos às 

células do corpo gorduroso parietal, dessa forma a expressão de HSP70 se manteve basal, 

o que pode ser importante para o organismo, pois de acordo com Mattson e Calabrese 

(2010) um desequilíbrio leve na homeostase do organismo pode levá-lo a ficar mais 

tolerante a fatores estressantes de maior intensidade. 
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A espécie nativa (M. quadrisfasciata) exposta à concentração utilizada de 

imidacloprido (0,0075 ng de imidacloprido/μL de dieta) apresentaram uma alta 

considerável na expressão de HSP70 quando comparado aos demais grupos, o que pode 

indicar o efeito da molécula de neonicotinoide no sistema imune da espécie M. 

quadrifsaciata, pois de acordo com Brandt e colaboradores (2016) os estressores 

ambientais, como os agrotóxicos, também podem afetar a capacidade imunológica das 

abelhas (DI PRISCO et al., 2013). Em relação à mistura podemos observar que a 

expressão de HSP70 foi mais baixa quando comparada a todos os grupos, inclusive ao 

controle, a partir disso podemos concluir que para a espécie M. quadrifasciata a 

combinação do imidacloprido com o glifosato tiveram ação antagônica. 

Quando comparamos as duas espécies em relação a expressão de HSP70 nas 

células do corpo gorduroso parietal após 48 horas da exposição ao inseticida 

imidacloprido e ao herbicida glifosato isolados e combinados, podemos observar que a 

expressão de HSP70 no citoplasma das células é maior para M. quadrifasciata quando 

comparada à A. mellifera para todos os grupos, inclusive o controle, o que pode ser uma 

evidência de que as células do corpo gorduroso de M. quadrifasciata foram mais afetadas 

pela exposição aos agrotóxicos, o que pode comprometer o sistema imune dos indivíduos.  

O corpo gorduroso é responsável pela síntese de imunoproteínas, o que o torna, 

de acordo com Hetru e colaborados (1998) um tecido fundamental na imunocompetência 

das abelhas. O estudo do corpo gorduroso é um bom bioindicador celular da 

imunocompetência das abelhas, das condições do sistema imune e da resposta imune do 

organismo (KEELEY, 1985; KORNER; SCHMID-HEMPEL, 2005; ALAUX et al., 

2010; VESTERLUND et al., 2014). Além da síntese de imunoproteínas, o corpo 

gorduroso é responsável por diversas outras funções, como homeostase, armazenamento 

de nutrientes em excesso, reserva energética e atividade metabólica (LAW; WELLS, 

1989; ARRESE; SOULAGES, 2010; VANDERPLANCK et al., 2021). 

Também podemos observar, a partir da comparação entre as duas espécies que a 

mistura do inseticida com o herbicida teve efeito oposto, uma vez que para A. mellifera o 

grupo exposto a mistura teve a maior expressão de HSP70 entre os demais grupos e para 

M. quadrifasciata o grupo exposto à mistura apresentou a menor expressão de HSP70 

quando comparado aos demais grupos A partir desse resultado podemos concluir que as 

células do corpo gorduroso parietal de A. mellifera foi mais afetada pela mistura. Visto o 

papel fundamental do corpo gorduroso não apenas no sistema imune das abelhas, mas 

também no armazenamento e reserva de energia do organismo (ARRESE; SOULAGES, 
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2010), a expressão elevada de HSP70 no grupo exposto à mistura é de extrema 

importância para manter a homeostase do organismo.  

Quando analisamos a expressão de HSP90 para A. mellifera podemos observar 

que a expressão não diferiu expressivamente entre os grupos, principalmente entre o 

grupo controle e o grupo exposto ao imidacloprido. Provavelmente, na concentração 

utilizada do inseticida imidacloprido a expressão basal de HSP70 tenha sido suficiente 

para evitar os danos às células do corpo gorduroso parietal. A expressão de HSP90 

também não apresentou diferença estatística entre o grupo imidacloprido e mistura, 

indicando novamente que os danos foram contidos pela HSP70 que tem seu papel bem 

estabelecido de antipoptótica (EVGEN’EV; GARBUZ; ZATSEPINA, 2014). 

Para a espécie M. quadrifasciata observamos uma semelhança na expressão de 

HSP90 quando comparamos todos os grupos, uma vez que os valores da expressão de 

HSP90 são bastante próximos. Estatisticamente, podemos observar que a expressão do 

grupo mistura não apresentou diferença em relação ao grupo controle, o que indica que 

os agrotóxicos combinados nas concentrações e tempo utilizados podem não ser capazes 

de promover alterações fisiológicas nos indivíduos, pois de acordo com Feng e 

colaboradores (2010) a proteína HSP90 está envolvida em diversas funções fisiológicas. 

Dessa forma, quando não observamos diferenças estatísticas em relação ao controle, 

podemos concluir que não houve nenhum tipo de alteração causada pela mistura dos 

agrotóxicos. 

Quando comparamos as duas espécies de abelhas em relação à expressão de 

HSP90 verificamos que o nível basal de ambas é muito próximo, uma vez que o grupo 

controle das duas espécies não apresentou diferença estatística. Enquanto os grupos 

expostos aos agrotóxicos isolados ou combinamos apresentaram diferença estatística. A 

expressão de HSP90 foi mais elevada para M. quadrifasciata quando comparada a A. 

mellifera, o que pode indicar que os agrotóxicos podem ter causado diversos danos às 

células do corpo gorduroso parietal da espécie nativa, pois diversos trabalhos mostraram 

que a proteína HSP90 pode atuar em diversas vias quando o organismo é afetado por 

algum agente estressor (HELMBRECHT; ZEISE; RENSING, 2000; TSUTSUMI; 

NECKERS, 2007). Danos causados nas células do corpo gorduroso podem afetar diversas 

atividades do organismo, como produção de peptídeos e desintoxicação (FERRANDON 

et al., 2007; VANDERPLANCK et al., 2021), o que poderia comprometer diversas 

atividades não só do indivíduo, mas da colônia como um todo. 
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Para o teste de Tunel não observamos morte celular durante a análise das imagens 

capturadas, o que pode indicar que as proteínas de choque térmico HSP70 e 90 foram 

eficientes no processo de auxiliar o organismo a recuperar sua homeostase (BOWEN; 

MORGAN, 1993; GARRIDO et al., 2001) mesmo após a exposição a concentrações de 

imidacloprido e glifosato isolados e combinamos, sem causar danos as células do corpo 

gorduroso parietal, como a quebra de DNA que pode levar a morte celular (PETROS; 

OLEJNICZAK; FESIK, 2004). O presente trabalho corrobora com dados da literatura, 

como Rossi e colaboradores (2013) que também observaram que as proteínas de choque 

térmico foram capazes de evitar a morte celular nos túbulos de Malpighi de forrageiras 

A. mellifera quando expostas ao imidacloprido. 

Diversos trabalhos também analisaram os efeitos de agrotóxicos na expressão de 

proteínas de choque térmico, como Décio P. (2019) que analisou os efeitos do tiametoxam 

em corpos pedunculados de A. mellifera após 1, 3 e 5 dias após a exposição. Os autores 

constataram um aumento na expressão de HSP70 e HSP90, porém a ausência da marcação 

de morte celular pela técnica de Tunel o que, segundo as conclusões do referido trabalho, 

podem ser indícios de que as HSPs foram capazes de evitar a morte celular. Tavares e 

colaboradores (2015) analisaram larvas de A. mellifera expostas a subdoses de 

tiametoxam e constataram alterações morfológicas, como condensação cromatínica, 

eliminação de células entre outras, porém não observou diferença entre os grupos controle 

e os grupos expostos ao inseticida pela técnica de HSP90, mas observou marcação pela 

técnica de Tunel. Dessa forma os autores concluíram que a proteína de choque térmico 

não estaria protegendo o organismo com tanta eficiência, o que levou morte celular. 

No presente trabalho, podemos concluir que a exposição das espécies de abelhas 

ao imidacloprido e glifosato causaram, de forma geral, aumento na expressão de HSP70 

e HSP90, o que evitou a quebra no DNA das células do corpo gorduroso parietal e 

manteve o equilíbrio homeostático do organismo, garantindo que os processos realizados 

pelo corpo gorduroso, como armazenamento de excesso de nutrientes, participação na 

atividade metabólica, realização da síntese e utilização da reserva energética e 

participação na síntese de proteínas da hemolinfa, continuassem em equilíbrio.  
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6. Capítulo 3:  

O artigo referente a este capítulo será submetido para publicação na Ecotoxicology and 

Environmental Safety. 
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6.1 Resumo 

As abelhas atuam como polinizadoras de plantas cultivadas e silvestres. Existem 

diferentes tipos de polinizadores, mas abelhas são consideradas as mais importantes 

devido à sua relação com as flores na busca por alimento.  Dentre as abelhas, temos a 

espécie Apis mellifera e Melipona quadrifasciata, uma abelha social sem ferrão. Durante 

a polinização em áreas agrícolas, as abelhas podem ficar expostas a diversos produtos 

químicos, como o inseticida imidacloprido e o herbicida glifosato. Diante dos riscos aos 

quais as abelhas estão expostas ao longo da sua vida, o sistema imune é de extrema 

importância para a sua sobrevivência. Umas das formas de entendermos como o sistema 

imune das abelhas responde a exposição aos agrotóxicos é por meio da análise da 

atividade de enzimas especificas, que podem ser utilizadas como biomarcadores 

fisiológicos de exposição. Devido a isso, selecionamos quatro enzimas, a 

acetilcolinesterase (AChE), a glicose oxidase (GOX), a fenol oxidase (POX) e a fosfatase 

alcalina (PAL), relacionadas aos processos de desintoxicação e de grande importância 

para o sistema imune para serem avaliadas A. mellifera e M. quadrifasciata expostas ao 

inseticida imidacloprido e ao herbicida glifosato isolados e combinados (0,0075ng 

imidacloprido/μL e 0,0025ng glifosato/μL). Para isso, as abelhas foram coletadas e 

alimentadas com soluções de sacarose contendo diferentes concentrações de agrotóxicos 

isolados e combinados (0,0075ng imidacloprido/μL e 0,0025ng glifosato/μL). Para a 

realização dos testes, 15 abelhas de cada grupo foram anestesiadas após 48 horas do início 

da exposição. Em seguida, os abdomens foram retirados e passaram pelo protocolo de 

extração enzimática, análise em espectrofotômetro e posterior avaliação estatística 

utilizando o programa Rstudios. Analisando os grupos expostos em relação ao controle, 

observamos que a espécie A. mellifera exposta ao imidacloprido apresentou uma alta na 

atividade para as enzimas POX e AChE, sendo que essa última também apresentou alta 

no grupo glifosato. Já o grupo exposto a mistura apresentou uma queda para as enzimas 

AChE e POX. Para espécie M. quadrifasciata observamos um aumento da atividade 

enzimática em todos os grupos expostos para a enzima AChE e uma queda na modulação 

da atividade enzimática para o grupo exposto a mistura. Quando comparamos as duas 

espécies, observamos que, para a AChE e PAL M. quadrifasciata apresentou um 

aumento, já para as enzimas GOX e POX, a espécie A. mellifera foi quem apresentou o 

aumento. A queda na atividade enzimática de alguns grupos analisados neste trabalho 
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indica que os agrotóxicos estão afetando a atividade das enzimas e causando prejuízos 

para o sistema imune das abelhas, já a partir da alta na modulação da atividade enzimática 

podemos inferir que as enzimas são resultado da resposta celular para desintoxicação do 

organismo, como podemos observar para A. mellifera e M. quadrifasciata quando 

expostas aos agrotóxicos isolados. 

 

Palavras-chave: Acetilcolinesterase, glicose oxidase, fenoloxidade e fostatase alcalina 
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6.2 Introdução 

As abelhas desempenham um papel fundamental no ecossistema, pois atuam 

como polinizadoras de plantas cultivadas e silvestres. Diversas dessas 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). Dentre as abelhas encontradas no Brasil temos a espécie exótica utilizada como 

modelo nos testes toxicológicos devido ao seu alto número populacional, a facilidade na 

criação, manejo e manuseio em laboratório, Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) 

(CHAM et al., 2019) e a espécie nativa Melipona quadrifasciata (Hymenoptera: Apidae), 

a qual não possui ferrão e tem um número menor de indivíduos por colônia quando 

comparado a A. mellifera. 

As abelhas sem ferrão são consideradas espécies chave na polinização de 

ecossistemas tropicais, subtropicais e para importantes culturas agrícolas (HEARD, 1999; 

SLAA et al., 2006) . De acordo com Kerr e colaboradores (1996), as espécies sem ferrão 

são responsáveis por polinizar de 40 a 90% da vegetação nativa, dependo do bioma. 

Assim como as abelhas melíferas, as abelhas sem ferrão também podem ser utilizadas 

para a polinização de plantas nativas ou cultivadas, porém, são necessários mais estudos 

para avaliar os riscos que essas abelhas nativas correm quando estão realizando o serviço 

ecossistêmico de polinização (Cham et al., 2019). 

Ao longo da sua vida as abelhas enfrentam diversos fatores bióticos e abióticos, 

como patógenos, agrotóxicos e parasitas que podem afetar suas funções bioquímicas e 

fisiológicas, desestabilizando a homeostase e afetando, consequentemente, seu sistema 

imune (COX-FOSTER et al., 2007; MORITZ et al., 2010; HENRY et al., 2012; NAZZI; 

LE CONTE, 2016). As abelhas podem se expor a diversos agentes quando estão 

polinizando, dentre eles os agrotóxicos. Ambas as espécies citadas e analisadas no 

presente estudo estão vulneráveis a diferentes formas de exposição, dentre elas a 

exposição oral, uma vez que tanto A. mellifera quanto M. quadrifasciata coletam pólen e 

néctar que podem estar contaminados com agrotóxicos utilizados nos cultivos agrícolas. 

A espécie exótica realiza a coleta e armazenamento desse pólen, pois consomem o pólen 

processado. Já a espécie nativa realiza a coleta e consumo desse pólen ainda novo, o que 

aumenta o risco de contaminação do indivíduo e da colônia para espécies nativas quando 

comparadas as exóticas (Cham et al., 2019). Além disso, ambas utilizam o néctar coletado 

para a produção de mel, principal fonte de carboidratos. 



 

96 

 

  Dentre os agrotóxicos, temos imidacloprido, o inseticida mais utilizado 

atualmente, sendo aplicado em mais de 40 culturas no Brasil (IBAMA, 2019). Esse 

inseticida é perigoso para as abelhas devido ao alto risco de alcançarem áreas que 

contenham colônias de abelhas quando a aplicação ocorre de forma aérea. Devido à 

possível deriva, a INC nº 1, de 28/12/2012 suspendeu essa forma de aplicação, fato que 

foi reafirmado no parecer técnico do IBAMA de 2019. O imidacloprido é altamente 

prejudicial para as abelhas, pois compromete a aprendizagem olfativa, visual, a memória 

e o forrageamento (DECOURTYE et al., 2004a; HAN et al., 2010; ABBO et al., 2017; 

MANJON et al., 2018). 

Outro agrotóxico utilizado nas culturas brasileiras é o herbicida glifosato, um 

herbicida teratogênico, genotóxico (POLETTAA et al., 2009) e desregulador endócrino, 

com efeitos relevantes na contaminação ambiental e mortalidade das abelhas 

(ANTONIOU et al., 2012; FAITA et al., 2018). Ele é usado no Brasil em culturas como, 

algodão, café, cana-de-açúcar, citrus, milho, soja, entre outros (ANVISA, 2020). De 

acordo com evidências científicas, o glifosato pode afetar o voo e a sobrevivência das 

abelhas. Balbuena e colaboradores (2015a) observaram que abelhas expostas ao glifosato 

demoram mais para retornar a colônia e Abraham e colaboradores (2018) constataram a 

mortalidade de diversos indivíduos quando expostos ao glifosato. 

Além da aplicação dos agrotóxicos isolados, eles também podem ser aplicados de 

forma combinada, acarretando em efeitos sinérgicos, ou seja, quando a combinação tem 

um efeito potencializado em comparação quando os agrotóxicos são usados de forma 

isolada. Além disso, a mistura pode ter um efeito antagônico, ou seja, as moléculas podem 

ter seu potencial de ação diminuídos quando usadas em conjunto (LEHNINGER; 

NELSON; COX, 2007), o que leva ao baixo controle de pragas/plantas daninhas, levando 

à novas aplicações na busca por um controle mais eficaz. De acordo com Prado F. (2020) 

que analisou os efeitos dos agrotóxicos abamectina e difenoconazol, isolados e 

combinados em Melipona scutellaris, a mistura desses agrotóxicos causa mais 

mortalidade de abelhas quando comparada a mortalidade causada pelos agrotóxicos 

isolados.  

Diante dos riscos aos quais as abelhas estão expostas ao longo da sua vida, o 

sistema imune é de extrema importância para a sobrevivência não só do indivíduo, mas 

da colônia como um todo. O sistema imune das abelhas é composto por diversas vias de 

defesa inata baseadas em respostas humorais e celulares, como fagocitose, 

encapsulamento por melanização, formação de nódulos, entre outros (SCHMID et al., 
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2008; WILSON-RICH et al., 2009). A defesa inata desses indivíduos é composta por uma 

gama complexa de processos baseados no comportamento de higiene, específico das 

abelhas (WILSON-RICH et al., 2009; ALAUX et al., 2010). Em adição, diversos estudos 

concluíram que os agrotóxicos afetam a imunidade das abelhas e que a exposição das 

abelhas a essas moléculas afeta os processos de desintoxicação e de resposta imune do 

organismo (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007; JAMES; XU, 2012; 

GOULSON, 2013b). 

Umas das formas de entendermos como o organismo e, principalmente, o sistema 

imune das abelhas responde a exposição aos agrotóxicos é a análise da atividade 

enzimática, pois o padrão de resposta enzimática das abelhas pode ser modulado quando 

as mesmas são expostas à diferentes agrotóxicos, desta forma, elas podem ser utilizadas 

como biomarcadores fisiológicos de exposição (BADIOU-BÉNÉTEAU et al., 2012). 

Devido a isso, foram selecionadas quatro enzimas envolvidas nos processos de 

transmissão do impulso nervoso, acetilcolinesterase (AChE), resposta imune, glicose 

oxidase (GOX) e fenol oxidase (POX) e, por fim, a desintoxicação metabólica, a fosfatase 

alcalina (PAL).  

A enzima acetilcolinesterase está relacionada com o sistema nervoso das abelhas, 

uma vez que tem a função de mediar a transmissão do impulso nervoso, hidrolisando a 

acetilcolina durante as sinapses nervosas (BADIOU et al., 2008). Já a glicose oxidase 

(GOX), é uma enzima envolvida na produção de ácido glucônico, peróxido de hidrogênio 

e importante para o sistema imune (LÓPEZ-URIBE; FITZGERALD; SIMONE-

FINSTROM, 2017), enquanto que a enzima fenol oxidase (POX) é responsável pela 

produção de melanina dentro dos mecanismos de defesa, como o encapsulamento 

mediado por melanização realizado pelas abelhas (SCHMID-HEMPEL, 2005; SIVA-

JOTHY; MORET; ROLFF, 2005; WILSON-RICH et al., 2009).  Por sua vez, a fosfatase 

alcalina (PAL) tem função de digestão intracelular, pois atua nos processos de transporte 

e absorção através da hidrólise do grupo fosfato (MOSS, 1992).  

Estudos comprovam que a modulação da atividade enzimática é um bioindicador 

efetivo para avaliar a resposta ao estresse em abelhas expostas a agrotóxicos (BADIOU-

BÉNÉTEAU et al., 2012; BADAWY; NASR; RABEA, 2015). Dessa forma, o presente 

trabalho analisou a atividade dessas 4 enzimas relacionadas aos processos de 

desintoxicação e de grande importância para o sistema imune após 48 horas da exposição 

das espécies A. mellifera e M. quadrifasciata a concentrações subletais dos agrotóxicos 

imidacloprido e glifosato, isolados e combinados. 
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6.3 Material e método 

A coleta das abelhas e exposição ao inseticida imidacloprido e ao herbicida glifosato 

foram descritos anteriormente. 

 

6.3.1 Análise das atividades enzimáticas 

Após 48 horas da exposição a concentrações subletais do imidacloprido e do 

glifosato (0,0075ng imidacloprido/μL e 0,0025ng glifosato/μL) de forma isolada e 

combinada, foram coletados 15 abdomens de cada grupo experimental, alocados em 5 

tubos plásticos, sendo que cada tubo continha, 3 abdomens, das espécies A. mellifera e 

M. quadrifasciata, dos quais a atividade das enzimas AChE, GOX, POX e PAL foram 

analisadas. 

Os tubos plásticos foram pesados antes e depois de colocarmos os abdomens, para 

sabermos exatamente qual era o peso e podermos dosar o tampão de extração. Após a 

segunda pesagem, as amostras foram homogeneizadas utilizando o equipamento L-

Beader (5x10s a 30Hz) em solução de extração (40mM de tampão fosfato, 10mM de NaCl 

a pH 7,4, 1% de triton X-100 e 150uL de inibidor 200x) calculada previamente com base 

no peso dos órgãos utilizados. Em seguida os extratos foram centrifugados a 15,000g 

durante 20 minutos, após esse tempo o sobrenadante foi coletado e dividido em 5 tubos 

plásticos para a montagem da microplaca de 96 poços.  

A microplaca de 96 poços foi montada a partir de 5 réplicas de cada grupo, sendo 

que cada réplica tinha a sua triplicata (Figura 1), dessa forma foram utilizados 15 poços 

da placa para cada grupo analisado. 
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Figura 1: Esquema representativo da placa de 96 poços com os respectivos substratos do 

tecido do abdômen de Apis mellifera e Melipona quadrifasciata após 48 horas da 

exposição. Autoria própria. 

 

  

 

Após a montagem da placa com o meio extraído dos abdomens, colocamos o meio 

reacional para analisar a atividade de cada enzima. Todo o processo de extração foi 

realizado a 4º C.   

Cada meio reacional é preparado da seguinte forma: 

• AChE foi avaliada a 412nm através de 5 µL de extrato de tecido com 0,3 

mM acetilcolina iodo, 1,5 mM de DTNB e 100 mM de tampão fosfato de 

sódio pH 7,0.  

• GOX foi avaliada 430nm através de 10uL de extrato de tecido com 125 

mM de tampão KH2PO4 a pH7, 100 mM de glucose, 2,5U/200uL de 

peroxidase e 0,3 mM de O-dianisidine.  

• POX foi avaliada a 490nm através de 50uL de extrato de tecido com 10 

mM de tampão NaH2PO4, 20 mM de NaCl a pH 7,2 e 0,4 mg/mL de L-

dopa.  

• PAL foi avaliada a 410nm através 10uL de extrato de tecido com 20 µM 

de MgCl2, 2 mM de p-nitrofenil fosfato como substrato e 100 mM de 

tampão tris-HCL pH 8,5.   

Após o preparo do meio reacional e aplicação na microplaca de 96 poços, os 

ensaios enzimáticos foram medidos em espectrofotômetro (Molecular Devices). Durante 
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as leituras no equipamento a temperatura era constante, de 25º C Para todas as enzimas o 

tempo de análise foi de 5 minutos e o volume final dos poços da placa de 200uL. 

 

6.3.2 Análise estatística  

Os dados originais ou transformados pelo método de Box-Cox (1964) não 

atenderam as pressuposições do modelo da análise de variância (normalidade e 

homogeneidade). Dessa forma, fez-se uso do teste de comparação das medianas.  O 

procedimento utilizado consiste em um teste não paramétrico para múltiplas amostras 

independentes. Em resumo, o teste da mediana, que é disponibilizado pela função 

median.test do pacote “agricolae” (Mendiburu et al., 2019) do programa R (R Core Team, 

2021) é projetado para examinar se várias amostras vieram de populações com a mesma 

mediana. 

 

6.4 Resultados  

A partir das análises realizadas observamos que a atividade enzimática da 

acetilcolinesterase (AChE) para a espécie A. mellifera não apresentou diferença estatística 

entre o controle e os demais grupos, porém houve diferença significativa entre os grupos 

glifosato e imidacloprido em relação ao grupo exposto a mistura, e a atividade enzimática 

do grupo imidacloprido foi a mais alta quando comparada aos demais grupos. Enquanto 

para a espécie M. quadrifasciata, o grupo controle apresentou a menor taxa de atividade 

enzimática e diferiu estatisticamente dos grupos glifosato e mistura. Quando comparamos 

as duas espécies dentro de cada um dos grupos, observamos que houve diferença 

significativas apenas para o grupo exposto a mistura (Figura 2 e 6; Tabela 1). 

 

Figura 2: Boxplot mostrando a atividade enzimática da Acetilcolinesterase. Apis mellifera 

em vermelho e Melipona quadrifasciata em azul, após 48 horas de exposição aos 

agrotóxicos imidacloprido (0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng 

glifosato/μL) por via oral.  As comparações foram feitas entre os grupos para ambas as 

espécies e entre as espécies. Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas 

(comparações entre os grupos para a mesma espécie) e maiúsculas (comparações entre as 

espécies para cada grupo) não diferem significativamente pelo teste de Tukey (P= 0,05). 
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Tabela 1: Modulação da enzima AChE (mUA/min/mg) no abdômen de Apis mellifera e 

Melipona quadrifasciata, após 48 horas de exposição aos agrotóxicos imidacloprido 

(0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng glifosato/μL) por via oral. Médias 

seguidas pelas mesmas letras minúsculas (comparações dentro das colunas) e maiúsculas 

(comparações dentro das linhas) não diferem significativamente pelo teste de Tukey (P= 

0,05). 

 

Grupos Espécies 

Apis mellifera Melipona quadrifasciata 

Controle 450.9 ± 44.9 abA 441.6 ± 5.4 bA 

Glifosato 477.3 ± 46.4 aA 513.6 ± 15.4 aA 

Imidacloprido 483.3 ± 21.2 aA 489.1 ± 44.8 abA 

Mistura 387.5 ± 33.2 bA 504 ± 26.1 aB 

 

Para a enzima glicose oxidase (GOX) observamos que não houve diferença 

estatística quando comparamos a espécie A. mellifera exposta a diferentes grupos e nem 

quando comparamos a espécie M. quadrifasciata exposta ao inseticida e ao herbicida 

isolados e combinados. Quando comparamos as duas espécies dentro de cada grupo 

observamos diferença estatística para os grupos controle e glifosato, sendo que a espécie 

exótica apresentou uma modulação enzimática um pouco mais elevada quando 

comparada a espécie nativa (Figura 3 e 6; Tabela 2). 
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Figura 3: Boxplot mostrando a atividade enzimática da glicose oxidase. Apis mellifera 

em vermelho e Melipona quadrifasciata em azul, após 48 horas de exposição aos 

agrotóxicos imidacloprido (0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng 

glifosato/μL) por via oral. As comparações foram feitas entre os grupos para ambas as 

espécies e entre as espécies. Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas 

(comparações entre os grupos para a mesma espécie) e maiúsculas (comparações entre as 

espécies para cada grupo) não diferem significativamente pelo teste de Tukey (P= 0,05). 

 

 

Tabela 2: Modulação da enzima GOX (mUA/min/mg) no abdômen de Apis mellifera e 

Melipona quadrifasciata, após 48 horas de exposição aos agrotóxicos imidacloprido 

(0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng glifosato/μL)  por via oral. Médias 

seguidas pelas mesmas letras minúsculas (comparações dentro das colunas) e maiúsculas 

(comparações dentro das linhas) não diferem significativamente pelo teste de Tukey (P= 

0,05). 

 

Grupos Espécies 

Apis mellifera Melipona quadrifasciata 

Controle 25.1 ± 6.6 aA 9.7 ± 1.1 bB 

Glifosato 25.4 ± 15.1 aA 10.7 ± 0.2 bB 

Imidacloprido 22.9 ± 4.1 aA 16.1 ± 8.4 bA 

Mistura 20.7 ± 7.6 aA 13.1 ± 1.7 bA 
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Para a enzima POX foi possível observar uma diferença estatística entre o grupo 

exposto a mistura e o grupo exposto ao imidacloprido para a espécie A. mellifera. Quando 

comparamos o controle aos demais grupos, não observamos diferença estatística entre 

eles. Para a espécie M. quadrifasciata não observamos diferença significativa entre os 

grupos. Por outro lado, quando compramos ambas as espécies dentro de cada grupo, foi 

possível observar diferença estatística entre todos os grupos, ocorrendo uma expressão 

mais alta da enzima fenol oxidase para a espécie A. mellifera quando comparada a espécie 

M. quadrifasciata (Figura 4 e 6; Tabela 3). 

 

Figura 4: Boxplot mostrando a atividade enzimática da fenol oxidase. Apis mellifera em 

vermelho e Melipona quadrifasciata em azul, após 48 horas de exposição aos agrotóxicos 

imidacloprido (0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng glifosato/μL)  por 

via oral. As comparações foram feitas entre os grupos para ambas as espécies e entre as 

espécies. Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas (comparações entre os grupos 

para a mesma espécie) e maiúsculas (comparações entre as espécies para cada grupo) não 

diferem significativamente pelo teste de Tukey (P= 0,05). 
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Tabela 3: Modulação da enzima POX (mUA/min/mg) no abdômen de Apis mellifera e 

Melipona quadrifasciata, após 48 horas de exposição aos agrotóxicos imidacloprido 

(0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng glifosato/μL)  por via oral. Médias 

seguidas pelas mesmas letras minúsculas (comparações dentro das colunas) e maiúsculas 

(comparações dentro das linhas) não diferem significativamente pelo teste de Tukey (P= 

0,05). 

 

Grupos Espécies 

Apis mellifera Melipona quadrifasciata 

Controle 451.1 ± 45.1 abA 57.3 ± 26.8 aB 

Glifosato 477.3 ± 46.4 aA 9.5 ± 10.1aB 

Imidacloprido 484.3 ± 21.2 aA 44 ± 23.4 aB 

Mistura 399.1 ± 32.8 bA 59.1 ± 40.1 aB 

 

Para a enzima PAL observamos que não houve diferença estatística entre os 

grupos da espécie A. mellifera. Porém, houve uma diferença significativa quando 

comparamos a atividade enzimática da espécie M. quadrifasciata para o grupo mistura 

em relação aos grupos imidacloprido e controle, sendo que a atividade da enzima 

fosfatase alcalina foi mais baixa para o grupo exposto a mistura. Em relação a comparação 

entre as duas espécies observamos uma diferença estatística para todos os grupos e uma 

atividade enzimática mais elevada para a espécie nativa quando comparada a espécie 

exótica (Figura 5 e 6; Tabela 4). 
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Figura 5: Boxplot mostrando a atividade enzimática da fosfatase alcalina. Apis mellifera 

em vermelho e Melipona quadrifasciata em azul, após 48 horas de exposição aos 

agrotóxicos imidacloprido (0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng 

glifosato/μL)  por via oral. As comparações foram feitas entre os grupos para ambas as 

espécies e entre as duas espécies.  Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas 

(comparações entre os grupos para a mesma espécie) e maiúsculas (comparações entre as 

espécies para cada grupo) não diferem significativamente pelo teste de Tukey (P= 0,05). 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4: Modulação da enzima PAL (mUA/min/mg) no abdômen de Apis mellifera e 

Melipona quadrifasciata, após 48 horas de exposição aos agrotóxicos imidacloprido 

(0,0075ng imidacloprido/μL) e do glifosato (0,0025ng glifosato/μL)  por via oral. Médias 

seguidas pelas mesmas letras minúsculas (comparações dentro das colunas) e maiúsculas 

(comparações dentro das linhas) não diferem significativamente pelo teste de Tukey (P= 

0,05). 
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Grupos Espécies 

Apis mellifera Melipona quadrifasciata 

Controle 123.6 ± 11.6 aA 255.7 ± 30.1 aB 

Glifosato 109.4 ± 18.1 aA 232.2 ± 57.4 abB 

Imidacloprido 112.3 ± 18.2 aA 233.1 ± 8.3 aB 

Mistura 123.7 ± 18.2 aA 188.1 ± 12.1 bB 

 

 

 

Figura 6: Comparação da modulação da atividade enzimática entre as duas espécies para 

todas as enzimas analisadas.   

 

Espécies AChE GOX POX PAL 

Apis mellifera - C e G C; G; I e M - 

Melipona 

quadrifasciata 

M - - C; G; I e M 

 

6.4 Discussão 

A partir dos resultados obtidos, pudemos observar que a exposição das espécies 

Apis mellifera e Melipona quadrifasciata ao neonicotinóide imidacloprido e ao herbicida 

glifosato isolados e combinados causam alterações na modulação das atividades 

enzimáticas. 

A partir da análise dos resultados, obtidos para AChE, que foi analisada no 

abdômen, devido a presença do vaso dorsal e da placa motora no mesmo, podemos 

observar que para a espécie exótica A. mellifera a enzima AChE apresentou um aumento 

de atividade no abdômen para os grupos expostos ao glifosato e ao imidacloprido quando 

comparados ao controle. Esse aumento reflete a resposta do sistema nervoso do indivíduo, 

uma vez que a enzima (AChE) atua principalmente hidrolisando a acetilcolina 

interrompendo o estimulo da acetilcolina e consequente volta dos neurônios e músculos 

para o estado de repouso após a transmissão do impulso nervoso. O aumento da AChE 

pode ser explicado pelo processo de feedback positivo, uma vez que quando ela não 

consegue degradar a molécula de agrotóxico, o organismo “entende” que é necessário 
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sintetizar mais.  Dessa forma para estes grupos a exposição aos agrotóxicos isolados causa 

um aumento na passagem do impulso nervoso, o que pode levar a abelha a morrer por 

hiperexcitação, uma vez que o inseticida imidacloprido se liga aos receptores do impulso 

nervoso e promove a passagem continua do mesmo (BUCKINGHAM et al., 1997; 

SUCHAIL; DEBRAUWER; BELZUNCES, 2004). Outros trabalhos também 

constataram aumento na atividade de AChE quando expostas ao inseticida imidacloprido. 

Soares (2017) que analisou abelhas da espécie A. mellifera expostas a concentrações de 

imidacloprido e infectados por Nosema ceranae (Microsporidia: Nosematidae) e 

observaram um aumento na atividade da AChE, concluindo que estava ocorrendo um 

acúmulo de acetilcolina nas sinapses nervosas, uma vez que o inseticida imidacloprido se 

liga aos receptores nicotínicos. 

Já o aumento na modulação da AChE para o grupo exposto ao glifosato pode estar 

relacionado com a resposta do organismo em continuar hidrolisando a acetilcolina, uma 

vez que o herbicida glifosato interfere na síntese dos aminoácidos fenilalanina, tirosina e 

tripnofano (HRAC 2017), sendo os dois primeiros, pertencentes a sequência de 

aminoácidos da enzima AChE (Danial, 2004; Dvir, 2010). Dessa forma a presença de 

moléculas do glifosato pode estar provocando uma alteração na modulação dessa enzima, 

de forma que o organismo tenta aumentar a atividade, para suprir o déficit. 

O grupo exposto a mistura levou a uma queda na modulação da atividade 

enzimática da AChE, quando analisados nos abdomens de A. mellifera, o que pode ser 

indício de que não está ocorrendo a hidrolização da acetilcolina, uma vez que as 

moléculas de imidacloprido estão ligados aos canais de passagem do impulso nervoso e 

pode levar o inseto a morte, devido a passagem constante do impulso nervoso 

(BADAWY; NASR; RABEA, 2015). Dessa forma, podemos inferir que quando a espécie 

exótica é exposta a mistura do inseticida imidacloprido e do herbicida glifosato a 

atividade da enzima acetilcolinesterase fica comprometida, o que pode ser prejudicial não 

só para o indivíduo, mas a colônia como um todo. Além de afetar o processo de 

hidrolização da acetilcolina, a queda na atividade da AChE pode provocar alterações nas 

funções motoras e no comportamento das abelhas, uma vez que ela está envolvida em 

processos de aprendizagem e memória (GAUTHIER et al., 1992; WILLIAMSON; 

WRIGHT, 2013). 

A redução na atividade de ACHE também foi constatada por Badawy e 

colaboradores (2015) quando analisaram a atividade dessa enzima em A. mellifera 

exposta a quatro diferentes inseticidas. Outro estudo realizado por Han e colaboradores 
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(2019), avaliou o acetamiprido combinado com o fungicida propiconazol e constataram 

que a atividade da enzima AChE não foi afetada pela presença de agrotóxicos na 

alimentação das abelhas durante cinco dias de exposição.  

Além de ter relação com o sistema nervoso das abelhas, as enzimas analisadas 

GOX e POX  estão diretamente relacionadas com o sistema imune das abelhas,  (WHITE; 

SUBERS; SCHEPARTZ, 1963; LOVALLO; COX-FOSTER;; L, 1999). No presente 

estudo, a enzima GOX não apresentou diferença estatística em relação a nenhum grupo 

quando comparado ao controle para ambas as espécies, podendo indicar que a exposição 

de A. mellifera e M. quadrifasciata a concentrações subletais de imidacloprido e glifosato 

isolados e combinados não causaram alterações na atividade enzimática da enzima GOX. 

Isso pode ter ocorrido por diversos fatores entre eles, o tempo de exposição ter sido curto 

ou a concentração dos agrotóxicos ter sido baixa. 

As concentrações utilizadas no presente trabalho são consideradas concentrações 

subletais, ou seja, não acarretam em morte, mas tem a capacidade de causar diversos 

danos. A enzima Glicose oxidase tem como principal função catalisar a produção de 

peróxido de hidrogênio para que os produtos da colônia (mel e própolis) possam ser 

esterilizados, participando assim da imunidade social (ALAUX et al., 2010; 

BUCEKOVA et al., 2014), o que nos leva a inferir que nas concentrações e tempos 

analisados no presente trabalho a imunidade social das abelhas, que é  de forma geral a 

capacidade delas manterem a colônia limpa, não foi afetada, uma vez que a enzima GOX 

não apresentou alteração na atividade tanto para A. mellifera quanto para M. 

quadrifasciata.   

Almasri e colaboradores (2021) analisaram a atividade da enzima GOX após 

expor as abelhas A. mellifera ao parasita N. ceranae e a difeconazol ocorrendo uma queda 

na atividade da enzima GOX, indicando que a presença de múltiplos estressores pode  

afetar a resposta do sistema imune das abelhas.  Enquanto Reeves e colaboradores (2018) 

observaram aumento na atividade da enzima GOX ao expôs A. mellifera a diversos 

acaricidas, o que, segundo os autores, sugere que a exposição induziu uma resposta do 

sistema imune social das abelhas.  

Em relação aos resultados da enzima POX, no presente trabalho notamos que não 

houve diferença significativa da atividade dessa enzima quando comparamos os grupos 

expostos em relação ao controle para ambas as espécies. Porém, em A. mellifera ocorre 

uma queda na atividade da enzima no grupo exposto a mistura quando comparado ao 

grupo exposto ao imidacloprido isolado, o queindica que a mistura do herbicida glifosato 
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aumentou os danos causados pelo Imidacloprido isolado, afetando a atividade da enzima 

fenol oxidase e, consequentemente, seu sistema imune, uma vez que a avaliação da 

atividade dessa enzima pode ser considerada uma forma de analisar a imunocompetência  

das abelhas, pois ela é responsável por processos como melanização (união de hemócitos) 

e cicatrização (LAUGHTON; BOOTS; SIVA-JOTHY, 2011; GONZÁLEZ-SANTOYO; 

CÓRDOBA-AGUILAR, 2012).  

A partir dos dados encontrados no presente trabalho e na literatura podemos 

observar que a exposição das espécies a misturas de agrotóxicos pode ser prejudicial para 

o indivíduo, porém é uma prática realizada com frequência no campo para reduzir o tempo 

e os custos de aplicação (TORNISIELO et al., 2013). Essas misturas podem ter diversos 

efeitos nas abelhas, que são organismos não-alvo, como efeitos sinergísticos 

(SGOLASTRA et al., 2016; ZHU et al., 2017). Os resultados do presente trabalho 

corroboram com estudos encontrados na literatura, como Gregory e colaboradores (2022) 

que analisaram a atividade da enzima POX e constataram que houve uma queda na 

atividade enzimática em abelhas A. mellifera quando expostas a fatores agrotóxicos.  

O presente trabalho analisou ainda a atividade da enzima fosfatase alcalina (PAL), 

a qual também desenvolve funções no sistema imune, assim como mecanismos de 

transporte e processos metabólicos (VLAHOVIĆ et al., 2009; CHEN et al., 2011). Não 

foi evidenciada diferença na modulação da PAL entre os grupos de A. mellifera, porém 

houve diferenças estatísticas entre os grupos da espécie M. quadrifasciata, uma vez que 

a atividade da PAL no grupo exposto a mistura foi menor quando comparado aos grupos 

controle e imidacloprido. 

Novamente podemos notar que a mistura de agrotóxicos é prejudicial para a 

espécie nativa, uma vez que com a queda na atividade enzimática da PAL, processos 

como transporte de compostos através da membrana (DIMITRIADIS; KASTRITSIS, 

1985), absorção de nutrientes (CRUZ-LANDIM; MELO CAVALCANTE, 2003), 

captação de lipídeos, entre outros (CABRERO et al., 2004; ROBERT et al., 2013) podem 

ficar prejudicados. De acordo com Carneiro e colaboradores (2018) as espécies M. 

quadrifasciata e A. mellifera apresentam enzimas PAL em vesículas que estão localizadas 

no citoplasma de células do intestino, as quais podem estar relacionadas com o 

armazenamento de substâncias tóxicas (LIPOVŠEK; JANŽEKOVIČ; NOVAK, 2017). 

Dessa forma, a queda na atividade da PAL pode ser indício de deficiência no 

armazenamento de substâncias tóxicas, como os agrotóxicos, o que prejudicaria o 

organismo, uma vez que essas moléculas estariam circulantes. 
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De modo geral as enzimas analisadas neste estudo são de extrema importância 

para a sobrevivência das abelhas e consequentemente para a manutenção do ecossistema. 

Os dados na literatura sobre a ação e os efeitos dos agrotóxicos sobre as enzimas das 

abelhas nativas ainda são escassos, por isso é fundamental mais estudos sobre os efeitos 

dessas moléculas em todo o sistema enzimático nesses organismos. A partir dos dados 

encontrados neste trabalho podemos concluir que o grupo mais afetado foi o exposto a 

mistura, tanto para a espécie exótica quanto para a espécie nativa e também que existe 

uma diferença na atividade enzimática entre as duas espécies, porém mais trabalhos são 

necessários para entendermos quais os reais impactos dos agrotóxicos nas enzimas das 

abelhas.  
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7. Considerações finais  

De modo geral, neste estudo foram analisados os efeitos de concentrações suletais 

do inseticida imidacloprido e o herbicida glifosato isolados e combinados em abelhas 

forrageiras das espécies Apis mellifera e Melipona quadrifasciata após 48 horas da 

exposição oral. Por meio dos resultados verificamos que as concentrações subletais dos 

agrotóxicos isolados e combinamos causam diversos efeitos em ambas as espécies, 

corroborando com diversos trabalhos da literatura (MAGGI et al., 2016; DOMINGUES 

et al., 2017; DE ASSIS et al., 2022; TOSI et al., 2022). 

Quando analisamos os efeitos causados nas células do corpo gorduroso parietal e 

na quantidade de hemócitos presentes na hemolinfa, observamos que a exposição causou 

danos aos trofócitos e enócitos, porém não alterou o número de hemócitos. Esses 

resultados reforçam dados encontrados na literatura que apontam para a alta 

responsividade do corpo gorduroso quando exposto a agentes tóxicos (BALSAMO et al., 

2020; DOMINGUES et al., 2017; DE ASSIS et al., 2022). E indicam que o processo de 

metabolização desses agentes tóxicos foi eficiente nas células do corpo gorduroso, o que 

não induziu a uma diferença no número de hemócitos quando comparamos os grupos 

expostos ao grupo controle. 

A análise das respostas mediadas pelo corpo gorduroso parietal também ocorreu 

por meio das proteínas de choque térmico (HSP) e pela técnica de marcação de morte 

celular (Tunel). Através dessas técnicas pudemos observar que em diversos grupos 

expostos aos agrotóxicos isolados ou combinados, a expressão de HSP70, sofreu um 

aumento, enquanto os níveis de HSP90, que não tem um papel bem estabelecido, não 

apresentou diferença quando comparada aos demais grupos. A partir desses dados 

podemos inferir que a HSP70 foi de extrema importância e capaz de manter a homeostase 

das células do corpo gorduroso, o que corrobora com a ausência de marcação pela técnica 

de Tunel. 

Os dados encontrados através da técnica de HSP e Tunel reforçam as observações 

encontrados a partir da avaliação morfológicas e quantitativa dos hemócitos, uma vez que 

demonstram a eficiência das células do corpo gorduroso em manterem a proteostase do 

organismo e dessa forma, evitar que o imidacloprido e o glifosato isolados e combinados 

afetem o número de hemócitos ou a quantidade de morte celular. Diante do exposto, o 

presente estudo corrobora com trabalhos que demonstraram a eficiência do corpo 

gorduroso parietal como bom bioindicador celular da imunocompetência das abelhas, das 
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condições do sistema imune e da resposta imune do organismo ( KEELEY, 1985; 

KORNER; SCHMID-HEMPEL, 2005; ALAUX et al., 2010; VESTERLUND et al., 

2014). 

Outro biomarcador importante na avaliação da resposta ao estresse e do sistema 

imune das abelhas das espécies A. mellifera e M. quadrifasciata é a análise da modulação 

da atividade enzimática (BADIOU-BÉNÉTEAU et al., 2012; BADAWY; NASR; 

RABEA, 2015). O presente trabalho analisou quatro enzimas (AChE, GOX, POX e PAL), 

envolvidas em processos de desintoxicação e proteção do sistema imune e constatou que 

a maior modulação na atividade enzimática ocorreu para o grupo exposto a mistura para 

ambas as espécies.  

Dessa forma, podemos concluir que os dados do presente trabalho se 

complementam, uma vez que  a ausência de alterações na quantidade de hemócitos, na 

morte celular e na enzima GOX, podem indicar que outros meios de manter a homeostase 

do organismo estavam agindo. O aumento da HSP70, para  evitar que a célula entre no 

processo de morte celular; as alterações nas células do corpo gorduroso, indícios de 

aumento da atividade nuclear para realizar os processos de desintoxicação; modulações 

da atividade enzimática em relação ao controle e a comparação entre agrotóxicos isolados 

e combinados, para manter processos de defesa do organismo, como melanização, 

estavam atuando de forma eficaz para evitar que o organismo entrasse em colapso e 

comprometesse sua homeostase.  

De forma geral, o presente trabalho mostrou que para as concentrações e tempos 

analisados, o organismo das abelhas consegue se recuperar, porém são necessários mais 

estudos para verificar os efeitos a exposições prolongadas dos agrotóxicos isolados e das 

combinações binárias, principalmente em abelhas nativas, pois isso ainda é uma lacuna 

presente na literatura. 

Assim, o presente trabalho trouxe dados importantes para uma avaliação do 

sistema imune de espécies exóticas e nativas, expostas a concentrações subletais de 

agrotóxicos isolados e combinados. Além disso, os dados fornecem subsídios para 

embasar argumentos para conduzir discussões sobre as leis e regulamentos a respeito do 

uso de agrotóxicos  
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