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RESUMO 
 

CARNEIRO, Lenise Silva, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, novembro de 2022. 
Efeitos colaterais do imidacloprido em larvas e adultos de operárias da abelha Apis 
mellifera. Orientador: José Eduardo Serrão.  
 
A abelha Apis mellifera tem sido utilizada tanto para polinização quanto para produção de 

produtos apícolas devido a sua eficácia e ampla disponibilidade. O declínio de populações de 

abelhas tem sido reportado em vários locais como Europa e Ásia e uma das causas é a 

exposição a pesticidas. O imidacloprido é um dos inseticidas mais utilizados no mundo, pois 

possui toxicidade seletiva é neurotoxico e causa hiperexcitação e paralisa. Sendo um 

inseticida sistêmico e persistente, é capaz de translocar pelos tecidos da planta e atingir as 

abelhas através da alimentação. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar 

os efeitos colaterais do imidacloprido no intestino médio de adultas de A. mellifera e intestino 

médio e corpo gorduroso de larvas de operárias de A. mellifera. No capítulo 1, a toxicidade, 

histopatologia, citotoxicidade e expressão do gene atg1 relacionado à autofagia foram 

avaliados no intestino médio de operárias expostas oralmente ao imidacloprido. O epitélio do 

intestino médio de abelhas tratadas apresentaram a ocorrência de vacúolos citoplasmáticos, 

espaços intercelulares aumentados, desorganização da borda estriada e picnose nuclear, com 

índice de lesão de órgãos que aumenta com o tempo de exposição. As células digestivas do 

intestino médio das abelhas tratadas apresentam saliências apicais, mitocôndrias danificadas e 

autofagossomos que foram caracterizados por conteúdo com restos de organelas e alta 

expressão de atg1. Essas características indicam a ocorrência de morte celular.  No capítulo 2, 

foram avaliados os efeitos do imidacloprido no intestino médio e corpo gorduroso de larvas 

através de análises histopatológicas, citoquímicas e expressão de cdc20 para divisão celular. 

No intestino médio de larvas tratadas foi observada a desorganização da arquitetura do 

epitélio, formação de bolhas na superfície, apical, liberação de fragmentos celulares para o 

lúmen do órgão, perda de borda estriada, condensação nuclear e vacuolização citoplasmática, 

indicando morte celular. A presença de proteínas foi detectada em todo epitélio intestinal de 

larvas tratadas e controle, provavelmente são enzimas responsáveis pela digestão. O teste 

histoquímico para polissacarídeos neutros evidenciou o glicocálice, que se mostrou 

desorganizado nas abelhas expostas ao inseticida. Os trofócitos, principal célula do corpo 

gorduroso, não apresentaram alterações morfológicas entre tratamento e controle. Mas o 

citoplasma das células do tratamento apresentaram gotículas lipídicas significativamente 

menores e maior quantidade de proteínas provavelmente respostas ao estresse causado pelo 



 
 

 

inseticida. A quantidade de carboidratos não variou estatisticamente entre tratamento e 

controle o que pode estar associado à tolerância a inseticidas. A expressão de cdc20 não 

apresentou diferença significativa entre tratamento e controle de nenhum dos órgãos 

avaliados, indicando que a exposição ao inseticida não induziu divisão celular. Juntos, esses 

resultados demonstram que o imidacloprido afeta órgãos não alvo da abelha A. mellifera 

reforçando o seu impacto negativo sobre esses importantes polinizadores. 

Palavras-chave: Abelha. Corpo gorduroso. Imidacloprido. Intestino médio. Larva.  

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 



 
 

 

 
ABSTRACT 

 
CARNEIRO, Lenise Silva, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, November, 2022. 
Collateral effects of imidacloprid on larvae and adults of honey bee Apis mellifera 
workers. Adviser: José Eduardo Serrão. 
 
The honey bee Apis mellifera has been used both for pollination and for the production of bee 

products due to its efficiency and wide availability. The decline in bee populations has been 

reported in various locations such as Europe and Asia and one of the causes is exposure to 

pesticides. Imidaclopride is one of the two most widely used insecticides in the world, 

because it has selective and neurotoxic toxicity and causes hyperarousal and paralysis. Being 

a systemic and persistent insecticide, it is capable of translocating covered hairs of the plant 

and reaching the bees through feeding. In this context, the present study aims to assess the 

side effects of imidaclopride in the midgut of A. mellifera adults and the midgut and fat body 

of larvae of A. mellifera workers. In chapter 1, the toxicity, histopathology, cytotoxicity and 

expression of the atg1 gene related to autophagy were evaluated in the midgut of workers 

orally exposed to imidacloprid. The epithelium of the midgut of treated honey bees will 

present the occurrence of cytoplasmic vacuoles, increased intercellular spaces, disorganization 

of the striated border and nuclear pycnose, with an index of organ damage that increases with 

the time of exposure. The digestive cells of the midgut of the treated honey bees present 

apical saliences, damaged mitochondria and autophagosmos that are characterized by their 

content with organelle remains and high expression of atg1. These characteristics indicate the 

occurrence of cell death. In chapter 2, the effects of imidacloprid in the midgut and fat body 

of larvae were evaluated through histopathological and cytochemical analysis and expression 

of cdc20 for cell division. In the midgut of treated larvae, disorganization of the epithelial 

architecture, formation of balls on the surface, apical, release of cell fragments into the organ 

lumen, loss of the striated edge, nuclear condensation, and cytoplasmic vacuolization were 

observed, indicating cell death. The presence of proteins was detected in all intestinal 

epithelium of treated and control larvae, probably enzymes responsible for digestion. The 

histochemical test for neutral polysaccharides showed evidence of glycocalyx, which was 

disorganized in the hair exposed to the insecticide. The trophocytes, the main cell of the fat 

body, did not present morphological alterations between treatment and control. More of the 

cytoplasm of the treated cells presented significantly fewer lipid droplets and a greater amount 

of protein, probably in response to the stress caused by the insecticide. The amount of 



 
 

 

carbohydrates did not vary statistically between treatment and control, which could be 

associated with tolerance to insecticides. The expression of cdc20 did not show a significant 

difference between treatment and control of the two tested organs, indicating that exposure to 

the insecticide did not induce cell division. Together, these results demonstrate that 

imidacloprid affects organs not even those of A. mellifera beetles, reinforcing its negative 

impact on these important pollinators. 

 

Keywords: Bee. Fat body. Imidacloprid. Midgut. Larvae. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 Hymenoptera compreende mais de 150.000 espécies, conhecidas popularmente como 

abelhas, formigas e vespas (Peters et al., 2017). Inclui duas subordens Symphyta, que engloba 

os membros mais basais, e Apocrita, que é dividida em dois grupos monofiléticos Parasitica e 

Aculeata (Rasplus et al., 2010). São insetos econômica e ecologicamente importantes, uma 

vez que podem atuar como pragas (Della-Lucia et al., 2014), parasitoides (Beckage & 

Gelaman, 2004) e polinizadores (Khalifa et al., 2021). Na ordem Hymenoptera os machos se 

desenvolvem a partir de ovos não fertilizados e as fêmeas de ovos fertilizados (Rasplus et al., 

2010). São insetos holometábolos, ou seja, possuem metamorfose completa apresentando as 

fases de ovo, larva, pupa e adulto (Rembold et al., 1980). A fase larval é um período de 

alimentação e crescimento (Michelette & Soares, 1993). A transformação da larva em adulto 

ocorre através da pupa e na fase adulta ocorre a reprodução e disseminação da espécie 

(Winston, 2003).   

 A larva das abelhas é ápoda, com tegumento pouco esclerosado e cabeça bem 

definida. Em Apis mellifera a fase larval compreende cinco estágios com quatro mudas.  Os 

órgãos mais desenvolvidos são o intestino, envolvido na ingestão e digestão do alimento e o 

corpo gorduroso responsável pelas reservas energéticas (Cruz-Landim, 2009). A principal 

célula do corpo gorduroso são os trofócitos que possuem origem mesodérmica e são 

responsáveis pelo metabolismo intermediário dos insetos, desintoxicação e excreção, síntese 

da maior parte das proteínas da hemolinfa, mas durante a fase larval tem como principal 

função o armazenamento de glicogênio, lipídios e proteínas (Arrese & Soulages, 2010; Li et 

al., 2019; Skowronek et al., 2021). Dispersos entre os trofócitos são encontrados os enócitos, 

células de origem ectodérmica, que sintetizam hidrocarbonetos que fazem parte da cutícula 

(Roma et al., 2010).  

O trato digestivo das larvas e insetos adultos é dividido em três regiões: intestino 

anterior, intestino médio e intestino posterior (Snodgrass, 1935). O intestino anterior está 

relacionado com ingestão e passagem de alimento, o médio, com a digestão, absorção de 

nutrientes, defesa contra micro-organismos e sinalização e o posterior, com excreção e o 

balanço de água e íons do organismo (Caccia et al., 2019). Possui uma camada única de 

células com duas camadas musculares. A região anterior e posterior tem origem ectodérmica e 

são revestidas por cutícula, enquanto o intestino médio tem origem mesodérmica possuindo a 

matriz peritrófica. A passagem entre o intestino médio e posterior fica obstruída por toda fase 

larval e só abre no último estágio quando a larva para de se alimentar. O canal alimentar é 
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remodelado durante a metamorfose, sendo que no intestino anterior ocorre o alongamento do 

esôfago, formação do papo, e proventrículo (Dobrovski, 1951), no médio o epitélio larval é 

eliminado e novas células são formadas a partir das células regenerativas (Neves et al., 2003; 

Martins et al., 2006) e no posterior ocorre aumento de comprimento e formação do íleo e reto 

(Santos et al., 2009).  

  Alguns Hymenoptera são eussociais e podem exibir comportamentos complexos 

(Farris, 2016; Kamhi et al., 2017) e ocorrência das castas operárias e rainhas. Em A. mellifera, 

os machos, denominados zangões, e a rainha apresentam função reprodutiva e as operárias 

têm atividades que variam conforme a idade, incluindo limpeza da colônia, cuidado com as 

crias e coleta de alimento. A diferenciação das castas ocorre durante a fase larval através da 

alimentação e operárias e rainhas apresentam diferentes tamanhos (Michener, 1974).  

  As operárias adultas que atuam na coleta de alimento, formado por néctar e grãos de 

pólen contribuem de forma efetiva para a polinização das Angiospermas. O processo de 

polinização é definido pelo movimento do pólen das anteras masculinas aos estigmas 

femininos (Sukumaran et al., 2020). Animais polinizadores contribuem para a produção em 

87 culturas globais, melhorando a qualidade e quantidade da produção agrícola, com um valor 

econômico da polinização médio de 153 bilhões de euros (Khalifa et al., 2021). Neste sentido, 

A. mellifera tem sido utilizada para serviços de polinização, pois podem aumentar a 

produtividade em 96% de culturas agrícolas (Klein et al., 2007; Breeze et al., 2011). Além 

disso, produzem mel, geleia real, própolis e veneno, substâncias utilizadas na indústria 

cosmética e farmacêutica (Cornara et al., 2017; Azam et al., 2019). 

  Apesar de sua importância, as abelhas sofreram declínio em vários locais do mundo 

(Potts et al., 2010; Van Engelsdorp et al., 2011) e isso tem sido associado a fatores como 

doenças, perda de hábitat e pesticidas (Goulson et al., 2015). O Brasil é um dos maiores 

consumidores de inseticidas do mundo e o uso aumentou 152% nos últimos 15 anos (dos 

Santos et al., 2018). Dentre os inseticidas, os neonicotinoides representam um dos grupos 

mais utilizados, e o imidacloprido é um de seus representantes (Wintermantel et al., 2020). 

Ele é modulador competitivo dos receptores de acetilcolina, causando hiperexcitação e morte 

(Tomizawa & Casida, 2002). É sistêmico podendo ser transportados por todas as partes da 

planta, protegendo assim contra herbívoros (Simon-Delso et al., 2015) e pode persistir nelas 

por anos (Krupke et al., 2012).  As abelhas podem ser contaminadas pela ingestão do néctar 

ou pólen (Blacquière et al., 2012; Yang et al., 2012) e o trato digestivo é o primeiro órgão a 

entrar em contato com os pesticidas que contaminam o alimento (Denecke et al., 2018). Além 
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do intestino médio, outro órgão sujeito a ação de pesticidas é o corpo gorduroso, pois está 

associado à função de desintoxicação (Assis et al., 2021). 

  Embora sejam eficientes no controle de pragas agrícolas, os neonicotinoides, como o 

imidacloprido tem apresentado efeitos colaterais em insetos não alvos como as abelhas, 

incluindo dano cerebral com consequências na resposta olfativa atividade de forrageio (Peng 

& Yang, 2016), desorientação para navegação (Yang et al., 2012), memória (Iqbal et al., 

2018), aprendizagem visual (Colin et al., 2020),  mobilidade (Delkash-Roudsari et al., 2020) e 

comunicação através da dança (Zhang et al., 2020). Apesar de ser um inseticida neurotóxico, 

os efeitos do imidacloprido não se limitam ao sistema nervoso, podendo atingir sistemas e 

órgãos não alvos nos insetos. Ele afeta a imunocompetência pela redução da quantidade de 

hemócitos, da resposta de encapsulamento, da atividade antimicrobiana da hemolinfa, 

prejudicando a capacidade de tolerância a doenças e interfere na expressão de genes 

relacionados à imunidade (Pettis et al., 2012; Brandt et al., 2016; Tesovnik et al., 2019).  

As larvas de A. mellifera contaminadas com o imidacloprido, não têm a sobrevivência 

e o peso afetados na concentração máxima de 10 mg L-1(Dai et al, 2019), mas apresentam 

atraso no desenvolvimento, redução no ciclo de vida e alterações na expressão gênica 

relacionados à resposta imune, desintoxicação e oxidação-redução (Chen et al., 2021). Alguns 

genes relacionados à imunidade, desenvolvimento, metabolismo de lipídios e carboidratos, 

apresentam regulação negativa (Gregorc, et al., 2012, Derecka et al., 2013; Wu et al., 2017; 

Paten et al., 2022). Enquanto os níveis de mRNA para um conjunto de genes que codificam 

enzimas do citocromo P450, que atuam nos processos de desintoxicação, e Hsp70, 

relacionadas à redução do estresse celular, são regulados positivamente (Scott et al., 1998; 

Castro et al., 2013; Derecka et al., 2013).  Também foi detectada a redução da atividade da 

enzima acetilcolinesterase, que degrada a acetilcolina e encerra a transmissão do impulso 

nervoso (Delkash-Roudsari et al., 2022). 
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OBJETIVO 

 Este estudo teve o objetivo de verificar se o inseticida neurotóxico imidacloprido tem 

efeitos colaterais em órgãos não alvos de operárias de abelhas. Para tanto, foram avaliados se 

a exposição oral aguda ao imidacloprido tem efeitos de toxicidade, histopatologia, 

citotoxicidade e expressão relativa do gene atg1 para autofagia no intestino médio de 

operárias adultas de A. mellifera (Capítulo 1). Também foi avaliado se a exposição oral 

crônica ao imidacloprido tem efeitos na histopatologia, histoquímica e expressão relativa do 

gene cdc20 para divisão celular no corpo gorduroso e intestino médio de larvas de operárias 

de A. mellifera (Capítulo 2). 
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H I G H L I G H T S

• Imidacloprid may affect non-target organs

of honey Apis mellifera.

• The ingestion of this chemical by bees

causes ultrastructural changes in midgut.

• Exposure to imidacloprid induces autoph-

agy and apoptosis in the midgut of bees.
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The honey bee Apis mellifera is an important pollinator that increases the yield and quality of crops. In recent years,

honey bee populations have declined in some parts of theworld,which has been associatedwith several causes, includ-

ing pesticides used in agriculture. Neonicotinoids are neurotoxic insecticides widely used in the world with systemic

action mode contaminating nectar and pollen that may be consumed by bees. This study evaluated the side effects

of imidacloprid in the midgut of A. mellifera after acute oral exposure. Toxicity, histopathology, cytotoxicity, and ex-

pression of autophagy-related gene atg1were evaluated in honey bee workers orally exposed to imidacloprid. The es-

timated imidacloprid LC50 was 1.44 mg L−1. The midgut epithelium of bees fed on imidacloprid LC50 has the

occurrence of cytoplasm vacuoles, enlarged intercellular spaces, disorganization of the striated border, and nuclear

pyknosis, with an organ injury index that increases with time exposure. The midgut digestive cells of treated bees

have apical protrusions, damagedmitochondria, and autophagosomes that were characterized for content with organ-

elle debris and high expression of atg1. These features indicate the occurrence of high cell death in the midgut of

workers exposed to imidacloprid, which may affect the digestibility the physiology of the insect.
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1. Introduction

Pollination services are beneficial for crops (Klein et al., 2007)

because 87.5% of angiosperms are pollinated by animals (Ollerton

et al., 2011), including bees that increase the quality, quantity, and

commercial value of crops (Klatt et al., 2014; Stein et al., 2017).

Among bees, the honey bee Apis mellifera is a wide world used in agricul-

ture to increases crop yields to ca. 96% (Klein et al., 2007; Breeze et al.,

2011).

Unfortunately, bee populations have declined (Potts et al., 2010a; Van

Engelsdorp et al., 2011) probably due to multiple factors, including loss

of natural habitat, environmental degradation, parasites, pathogens, pesti-

cides, climate change, monotonous diets, and inadequate management

(Potts et al., 2010b; Van Engelsdorp et al., 2011; Goulson et al., 2015;

Grab et al., 2019).

Among the possible stressors associated with declining bee populations,

pesticides have been evaluated (Balieira et al., 2018; Castro et al., 2020;

Delkash-Roudsari et al., 2020; Farder-Gomes et al., 2021a) with emphasis

on neonicotinoids that, although banned in some regions (Wintermantel

et al., 2020), are widely used in the world (Song et al., 2020). These

chemicals are efficient in the control of insects with low toxicity to mam-

mals and persistence in the environment (Kundoo et al., 2018;

Wintermantel et al., 2020).

Neonicotinoids have a systemic action mode being transported to the

whole plant protecting against herbivores (Simon-Delso et al., 2015).

These chemicals act in the insect nervous system as competitivemodulators

of the nicotinic acetylcholine receptor in neurons, causing hyperexcitation,

lethargy, paralysis, and death (Tomizawa and Casida, 2002; Simon-Delso

et al., 2015; Matsuda et al., 2020).

Although effective in controlling agricultural pests, neonicotinoids such

as imidacloprid have side effects on non-target insects such as bees, includ-

ing brain damagewith consequences on the olfactory response, foraging ac-

tivity (Peng and Yang, 2016), navigation disorientation (Yang et al., 2012;

Li et al., 2019), memory (Iqbal et al., 2018), visual learning (Colin et al.,

2020), mobility (Delkash-Roudsari et al., 2020), neuronal apoptosis (Wu

et al., 2015) and communication through waggle dance (Zhang et al.,

2020).

Despite being a neurotoxic insecticide, the effects of imidacloprid are

not limited to the nervous system, reaching to non-target organs of the in-

sects. It affects immunocompetence reducing the number of hemocytes,

the encapsulation response, the antimicrobial activity, impairing disease re-

sistance, and the expression of immune-related genes (Pettis et al., 2012;

Brandt et al., 2016; Tesovnik et al., 2019). Imidacloprid reduces mitochon-

drial function with ATP depletion (Nicodemo et al., 2014) and alters meta-

bolic rates by decreasing the energy for bees to perform their functions in

the colony (Gooley and Gooley, 2020). It also reduces larvae survival and

causes a decrease in the size of cells in the hypopharyngeal gland (Tomé

et al., 2020).

Imidacloprid persists in plants for years (Krupke et al., 2012) and

bees can be contaminated feeding on nectar and pollen (Blacquière

et al., 2012; Yang et al., 2012) reaching to the midgut, the organ respon-

sible for the digestion and absorption (Cruz-Landim et al., 1996).

A. mellifera workers exposed to chronic sublethal doses of imidacloprid

undergo damage in the digestive cell (Catae et al., 2017). In the field,

bees are exposed to the commercial formulation of insecticides, which

in addition to the active ingredient include other substances (Mullin

et al., 2015). Despite its insecticidal potential for pest control,

imidacloprid represents a paradox for agriculture, affecting not only

pest, but also beneficial insects such as natural enemies (Martínez

et al., 2019) and pollinators (Blacquière et al., 2012; Goulson et al.,

2015).

The objective was to evaluate whether the acute oral exposure to

imidacloprid has toxicity, histopathology, cytotoxic and atg1 gene rela-

tive expression effects on the midgut of A. mellifera workers, in order to

provide new insights on the impact of this pesticide on this important

pollinator.

2. Materials and methods

2.1. Insects

Apis mellifera larvae and pupae were collected from brood combs in five

colonies at the Central Apiary of the Universidade Federal de Viçosa,

Viçosa,Minas Gerais, Brazil (20° 45′N42° 52′W) and transferred to the lab-

oratory where they were kept at 33 ± 2 °C and 70% relative humidity.

Newly-emerged (<24 h old) workers were used for the experiments

(Williams et al., 2013).

2.2. Toxicity test

The insecticide imidacloprid (Evidence®WG, 700 g kg−1 active ingre-

dient, Bayer, São Paulo, Brazil) was used in the oral acute toxicity test di-

luted in 1 L of 50% sucrose for the stock solution, adjusting 100 g L−1

insecticide for the evaluated dilutions. The toxicity of the insecticide was

determined by calculating the lethal concentrations LC25, LC50, LC75, and

LC90 under laboratory conditions following OECD guideline No. 213

(OECD, 1998). Six dilutions of imidacloprid (0.312, 0.625, 0.125, 0.25,

0.5 and 1 mg L−1 (w/v)) were adjusted in 1 mL of stock solution. The con-

trol was 50% sucrose solution without insecticide. The test was carried out

with 30 bees per 250 mL polyethylene cage in triplicate by insecticide dilu-

tion and control following the protocols of cages, incubation, and feeding

according to Williams et al. (2013). The number of dead insects was evalu-

ated every 24 h for 72 h.

2.3. Histopathology

Newly-emerged workers were fed on 50% sucrose solution with LC50

(Castro et al., 2020; Plata-Rueda et al., 2020; Farder-Gomes et al., 2021b)

imidacloprid estimated in the toxicity test. The food together with the in-

secticide was offered in two 1.5 mL vials to 30 bees kept in a 250 mL

cage (Williams et al., 2013). In the control, the workers were fed with

50% sucrose without insecticide. Five live workers were collected after

30 min, 1, 3, 6, 12, and 24 h of oral exposure to imidacloprid and control.

The bees were immobilized at−4 °C for 5 min, the midgut dissected in

the presence of 125 mMNaCl, and transferred to the Zamboni's fixative so-

lution (Stefanini et al., 1967) for 4 h at room temperature. Then themidguts

were dehydrated in a grade ethanol series (70%, 80%, 90%, and 95%) and

embedded in historesin (Leica). Slices 2 μm thickness were stainedwith he-

matoxylin (15 min), eosin (30 s), analyzed, and photographed in an Olym-

pus BX60 microscope.

2.4. Organ injury index

Ten histopathological sections per midgut of each worker obtained as

aforementionedwere randomly selected to assess the organ injury index ac-

cording to Bernet et al. (1999) caused by imidacloprid after oral exposure.

Briefly, the sum of all histological changes in the midgut was calculated per

bee with the equation Iorg = Σalt (a × w), where Iorg is the organ injury

index, Σalt is the sum of the changes, a is the score value andw is the impor-

tance factor. The scores (a) of the changes were classified as i) no occur-

rence = 0, ii) mild occurrence = 1, iii) moderate occurrence = 2 or iv)

severe occurrence = 3. The importance of factors (w) were classified as:

i) reversible damage (cell fragments released to the gut lumen and/or apo-

crine secretion) = 1, ii) generally reversible damage (cell cytoplasm

vacuolization) = 2, and iii) irreversible damage (nuclear pyknosis and/or

damaged regenerative cells) = 3.

2.5. Cytotoxicity

Five workers exposed by ingestion to imidacloprid (LC50) and five

workers in the control group fed for 24 h were dissected in 0.1 M sodium

cacodylate buffer with 0.2M sucrose, pH 7.2. Next, the midguts were trans-

ferred to 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer with
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0.2 M sucrose for 4 h at room temperature. After washing twice in the

buffer, the samples were post-fixed in 1% osmium tetroxide for 2 h,

dehydrated in graded ethanol series (70%, 80%, 90%, 95%, and 99%),

and embedded in resin LR White, following polymerization at 60 °C

for 24 h. Ultrathin sections (80–90 nm) obtained in a Sorval MT2-

BMT2-B ultramicrotome were stained with 1% aqueous uranyl acetate

for 10 min and lead citrate (Reynolds, 1963) for 3 min. The samples

were analyzed and photographed in a Zeiss EM 109 transmission

electron microscope.

2.6. Atg1 gene expression

To verify the occurrence of autophagy in the midgut cells, the expres-

sion of the atg1 gene (accession number XM_624947.5) was evaluated in

10 workers exposed to LC50 imidacloprid for 24 h and the control group

with 10 workers fed only with 50% sucrose. These bees were dissected in

125mMNaCl, the midguts were removed and transferred to TRI Reagent®

(Sigma-Aldrich) for RNA extraction, following the manufacturer's instruc-

tions. Each midgut was placed in 250 μL TRI Reagent® (Sigma-Aldrich),

macerated with autoclaved pistils, completing the volume to 500 μL, and

incubated for 20 min at room temperature. The samples were centrifuged

at 12,000 ×g for 10 min at 4 °C and the supernatant was transferred to

new tubes with 100 μL of chloroform and incubated at room temperature

for 10 min with mild inversions. The samples were then centrifuged at

12,000 ×g for 15 min at 4 °C and the aqueous phase was collected and

transferred to 250 μL of isopropanol and gently stirred for 10 min. Next,

the samples were centrifuged at 12,000 ×g for 10 min at 4 °C and the

isopropanol was discarded and the RNA pellet was washed with 500 μL

of 75% ethanol and centrifuged at 12,000×g for 5min at 4 °C. The ethanol

was carefully removed and thewashing procedurewas repeated oncemore.

The pellet was dried at room temperature overnight with the tubes opened,

suspended in 20 μL of nuclease-free water (Promega®), and stored at

−80 °C until use. The amount of RNA in each sample was quantified in a

NanoDrop® Lite spectrophotometer (Thermo Scientific) at 260 nm. All

RNA samples were treated with the Turbo DNA-free kit (Turbo DNAse

treatment and Removal Reagents), fromAmbion (Life Technologies) before

cDNA synthesis.

For cDNA synthesis, M-MuLV 200 U μL−1 (Promega) was used with

1000 ng extracted RNA, 1 μL of Oligo (dT) primer (0.5 μg μL−1) and

nuclease-free water, heated to 70 °C for 5 min, stirred and placed on ice.

Five microliters of 10× buffer, 1 μL of 200 U μL−1 M-MuLV reverse tran-

scriptase (Promega), and 6 μL of 10 mM dNTP mix were added to each

tube and incubated at 37 °C for 60 min.

The Real-time PCR (qPCR) was performed using the fluorescence

quantification kit (SYBR® Green) GoTaq® qPCR Master Mix

(Promega®) on the Eco Real Time PCR System (Illumina®). The sam-

ples nade about 100 ng cDNA and 0.1 μM of each atg1 primer (F-

AGAGAGGCAGTGAGTCCACC/R-TATTGGTTGCGAGCGAGGAA)

(Santos et al., 2015) and the reference gene (endogenous control) rpL32

(accession number AF441189) (F-CGTCATATGTTGCCAACTGGT/R-

TTGAGCCACACTTCAACAATGG) (Lourenço et al., 2008). Reactions in-

cluded initial denaturation at 95 °C for 2 min, followed by 40 cycles of

denaturation at 94 °C for 15 s, annealing and elongation at 60 °C for

1 min, and dissociation at 60–95 °C and the melting curve rated from

55 °C to 95 °C. Relative expression of atg1 levels were compared with

the endogenous control gene by the 2−ΔCt method (Livak and

Schmittgen, 2001; Yuan et al., 2006).

2.7. Statistic

Lethal concentrations (LC25, LC50, LC75, and LC90) and confidence limits

were determined by Probit analysis with the concentration-mortality curve

using the PROC PROBIT procedure of the SAS User v program. 9.0 for Win-

dows (SAS Institute, 2002). Data on midgut injury indices were submitted

to analysis of variance and the means compared with Tukey test (HSD) at

5% of significance level using SAS user v9.0 (SAS Institute, 2002). The rel-

ative expression of the atg1 gene in control and imidacloprid treatment was

compared by t-test at a 5% significance level using Graph pad5.

Table 1

Lethal concentrations of imidacloprid to Apis mellifera after 72 h of oral exposure, obtained from Probit analysis (df = 5, intercept = 3687). Chi-square values (χ2) demon-

strate adequate curve fit for P > 0.05.

N° of insects Lethal concentration Estimated concentration (mg L−1) Confidential limits 95% (mg L−1) Slop ± EP χ2 (P)

90 CL25 0.74 0.61–0.86 2.33 ± 0.16 3.43 (0.48)

90 CL50 1.44 1.26–1.64

90 CL75 2.79 2.42–3.21

90 CL90 5.08 4.20–6.45

Fig. 1. Light micrographs of midgut epithelium of Apis mellifera fed on sucrose

solution (control). [a] General aspect showing columnar digestive cells (DC) and

lumen (L). [b] Higher magnification of the epithelium showing well-developed

apical striated border (arrowhead), digestive cells (DC) with nucleus (N) rich in

decondensed chromatin, and regenerative cells (RC) in the basal portion.
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3. Results

3.1. Toxicity test

The estimated imidacloprid LC50was 1.44mg L−1with 95% confidential

limits of 1.26–1.64mg L−1. Themortality in the control was less than 1%and

the data had a good fit to the Probit model (χ2 = 3.43 P > 0.05) (Table 1).

3.2. Histopathology

In the control, themidgut epithelium ofA.melliferawas formed by a sin-

gle layer of digestive cells (Fig. 1a) with a well-developed apical striated

border and spherical nucleus with the predominance of decondensed chro-

matin (Fig. 1b). In the basal portion of the epithelium, there were scattered

nests of regenerative cells (Fig. 1b).

The midgut epithelium of bees fed with imidacloprid showed histopa-

thological damage. After 30 min and 1 h of exposure, the presence of cyto-

plasmic vacuoles is observed, which increased in quantity with the time of

exposure (Figs. 2a–f, 3a). After 3 h of exposure to imidacloprid, the midgut

showed disorganization of the epithelial architecture with increased inter-

cellular spaces (Figs. 2e, 3c, e) and disorganization of the striated edge

(Fig. 2f). After 6 h it is possible to notice the presence of cell fragments

(Fig. 3b). After 12 h and 24 h of imidacloprid LC50 feeding, digestive cell

nuclei showed evident pyknosis and a drastic change in epithelial architec-

ture with enlarged intercellular spaces (Fig. 3d, e, f).

3.3. Midgut injury index

Midgut digestive cells of A. mellifera workers orally exposed to LC50

imidacloprid had an organ injury index that increased with the exposure

Fig. 2. Lightmicrographs of midgut epithelium ofApis melliferaworkers fed on imidacloprid for 30min (a, b), 1 h (c, d), and 3 h (d, e). [a] General aspect showing epitheliumwith

columnar digestive cells (DC), lumen (L), and nested regenerative cells (RC). Note cytoplasm vacuoles (V). [b] Apical portion of the epithelium showing a striated border

(arrowhead), nucleus (N), and cytoplasm vacuoles (V). [c] General aspect showing cytoplasm vacuoles (V) in the digestive cells (DC). [d] Apical portion of the epithelium

showing the striated border (arrowhead), nucleus (N), and a great number of cytoplasm vacuoles (V). [e] Midgut epithelium showing changes in the epithelial architecture with

enlarged intercellular spaces cells (asterisk). [f] Apical portion of the midgut epithelium showing a striated border (arrowhead), nucleus (N), and enlarged cytoplasm vacuoles (V).
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time (F5.4= 32.62, P < 0.001). With 1 h of exposure to the neonicotinoid,

the injury index was higher than for bees fed for 30 min but it was similar

until 6 h of exposure (Fig. 4). At 12 h of exposure, the midgut injury index

increased to 6.6 and reached the maximum degree (10.8) after 24 h of

exposure (Fig. 4).

3.4. Cytotoxicity

The digestive cells of the midgut of the control group bees showed the

apical surface with organized microvilli, the cytoplasm was rich in mito-

chondria (Fig. 5a), rough endoplasmic reticulum (Fig. 5b), and basal region

with plasma membrane infoldings forming basal labyrinth with narrow ex-

tracellular spaces (Fig. 5c). The nucleus was rich in decondensed chromatin

and well-developed nucleolus (Fig. 5b).

Bees fed on LC50 imidacloprid showed digestive cells with disorga-

nized microvilli characterized by poor parallel arrangement (Fig. 6a),

dilated mitochondria with reduced cristae (Fig. 6a), the occurrence of

autophagosomes (Fig. 6b, e), vacuoles (Fig. 6d, f) and cytoplasm protru-

sions with electron-lucent cytoplasm with few organelles (Fig. 6c), but

in some cases rich in autophagosomes filled with organelle debris

(Fig. 6e).

3.5. Expression of the atg1 gene

The ultrastructural analyzes of the digestive cells showed the presence

of autophagic vacuoles, which were proved by the higher expression of

atg1mRNA (t=15.3, P< 0.001) in themidgut of bees exposed to the insec-

ticide in comparison with control ones (Fig. 7).

Fig. 3. Light micrographs of midgut epithelium of Apis mellifera workers fed on imidacloprid for 6 h (a, b), 12 h (c, d), and 24 h (d, e). [a] Apical portion of the epithelium

showing disorganization of the striated border (arrowhead), lumen (L), nuclei (N), and increased size cytoplasmic vacuoles (V) of digestive cells. [b] Apical portion of the

epithelium showing disorganization of the striated border (arrowhead) and cell fragments (CF) released to the lumen. [c] Disorganized digestive epithelium evidenced by

large intercellular spaces (asterisk) between the digestive cells (DC), cells with pyknotic nuclei (arrow). [d] Apical portion of the epithelium showing pyknotic nucleus

(arrow). [e] Disorganized epithelium with intercellular spaces (asterisk) between the digestive cells (DC). [f] Digestive epithelium showing enlarged intercellular spaces

between cells (asterisk) and pyknotic nucleus (arrow).
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4. Discussion

The oral LC50 value (1.44 mg L−1) of imidacloprid estimated here for

A. mellifera is similar for the same bee (1.46 mg L−1) by Catae et al.

(2017). However, the stingless bee Scaptotrigona postica workers exposed

to imidacloprid (active ingredient) have an oral LC50 (42.5 mg L−1)

(Soares et al., 2015) ca. 40-folds higher, indicating that A. mellifera may

be more susceptible to this insecticide than that stingless bee, although

the insecticides used have different compositions. Here, the commercial

formulation of imidacloprid was used for the toxicity test for a more realis-

tic scenario that occurs in thefield because the commercial formulations in-

clude mixtures of active ingredients, inert and adjuvants to increase the

penetration and propagation of the active ingredient (Mullin et al., 2015).

Neonicotinoids are persistent in soil and water and have a systemic action

mode that may contaminate nectar and pollen with the estimated LC50

(Matsuda et al., 2020) obtained here.

Histopathological analyzes of the midgut of A. mellifera workers orally

exposed to imidacloprid show the epithelium with cytoplasm vacuoles,

which were characterized as autophagic vacuoles with transmission elec-

tron microscopy due to the organelles debris as well as for the high expres-

sion level of the atg1 gene. Autophagy has a cytoprotective function and in

cases of stress, it can improve cell survival (Moreau et al., 2010; Emanuele

et al., 2018), since damaged organelles are degraded contributing to the

biomolecules turnover and cell homeostasis (Moreau et al., 2010;

Wirawan et al., 2012). Thus, the autophagy observed here may indicate a

response of A. melliferamidgut digestive cells to reduce the damage caused

by exposure to imidacloprid.

Conversely, the midgut digestive cells ofA. melliferaworkers exposed to

imidacloprid have some morphological features of apoptosis, such as en-

largement of intercellular spaces, apical protrusions, andmicrovilli disorga-

nization. These changes have been reported as a result of cytoskeleton

phosphorylation by effector caspases (Häcker, 2000; Taatjes et al., 2008).

The disruption of the cell-cell adhesion complexesmay explain the enlarge-

ment of the intercellular space (Ndozangue-Touriguine et al., 2008) here

observed. The cell cortex and microvilli are maintained by the actin cyto-

skeleton (Terra et al., 2006; Salbreux et al., 2012) which, when

disorganized by the action of caspases, results in the loss of cell shape

with the formation of apical protrusions like those here observed. The mi-

crovilli increase the cell surface, contributing to the digestion, absorption,

and ions transport, and in some bees, they can increase 230 folds the ab-

sorption surface (Serrão and da Cruz-Landim, 1995; Terra et al., 2006).

Fig. 4. Organ injury index (mean ± ep) of the midgut of Apis mellifera workers

exposed to LC50 (1.44 mg L−1) imidacloprid for 0.5, 1, 3, 6, 12 and 24 h and

control. Different letters indicate differences between treatments by the Tukey-

HSD test at 5% of significance level.

Fig. 5. Transmission electron micrographs of digestive cells from themidgut ofApis

mellifera control workers. [a] Apical region showingwell-developedmicrovilli (MV)

and apical cytoplasm rich in mitochondrial (M). [b] Perinuclear cytoplasm with the

rough endoplasmic reticulum (RER) and nucleus with nucleolus (Nu). [c] Basal

region showing plasma membrane infoldings forming basal labyrinth (BL).
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Therefore, the disorganization of microvilli caused by imidacloprid may be

harmful to nutrient absorption in the midgut of A. mellifera.

The digestive cells of bees fed on LC50 imidacloprid have apoptotic fea-

tures such as nuclear pyknosis characterized by highly condensed chroma-

tin and crescent-shaped nucleus, which has been found in cell death due to

caspases action (Häcker, 2000) that activate the endonuclease DFF40

responsible for DNA fragmentation and chromatin condensation (Liu

et al., 1998; Widłak, 2000). The nuclear mechanical stability and

chromatin anchorage depend on the nuclear lamina, formed by

lamina-type intermediate filaments (Goldman et al., 2002) and caspases

cleave this cytoskeleton protein resulting in chromatin condensation

and apoptosis (Goldman et al., 2002; Ndozangue-Touriguine et al.,

2008). Thus, the presence of pyknotic nuclei may indicates that apopto-

sis probably is occurring in the midgut digestive cells of A. mellifera

exposed to imidacloprid.

Other cell damages found in the digestive cells of honey beeworkers fed

on imidacloprid are dilated mitochondria and reduced cristae, which may

be additional evidence of apoptosis triggered by the intrinsic pathway. In

this case, changes in the outer mitochondrial membrane result in loss of

membrane potential and release of pro-apoptotic components for caspases

activation (González-Polo et al., 2005; Elmore, 2007; Emanuele et al.,

2018),whichmay explain themitochondrial alterations found in this study.

After 30 min of feeding on imidacloprid, damage to the midgut diges-

tive cells of bees occurs, and the organ injury index reaches to maximum

after 24 h. From 30 min to 6 h after exposure to the neonicotinoid, there

are reversible damage (cells fragmentation) and normally reversible dam-

age (vacuolization) inmean andmoderate degrees, but from12 h of oral ex-

posure to imidacloprid, there is the serious occurrence of reversible and

usually reversible damage and moderate occurrence of irreversible damage

(nuclear pyknosis). In cells undergoing apoptosis, about 2 h after the

Fig. 6. Transmission electronmicrographs ofmidgut digestive cells of Apis melliferaworkers fed on Imidacloprid. [a] Apical region showing disorganizedmicrovilli (MV) and

mitochondria (M) with few cristae. [b] Perinuclear region showing and autophagosomes (Au) and the nucleus (N) with condensed chromatin clumps (Cc) [c] Apical

cytoplasm protrusion (CP) with few organelles. [d] Perinuclear region of the cell with cytoplasm degeneration (*) and intense vacuolization (V). [e] Apical cytoplasmic

protrusion (CP) rich in autophagosomes (Au). [f] Basal cell region with intense vacuolization (V).
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induction of this cell death event, caspase-3 is activated, and after 14 h oc-

curs nuclear chromatin condensation (Rodriguez and Schaper, 2005). Thus,

the data obtained here show that in the early periods of exposure to

imidacloprid, the apoptosis pathway is not yet activated, and the presence

of reversible damage such as cytoplasm vacuolization is indicative of au-

tophagy as a primary cell response. Probably, with prolonged exposure to

the insecticide, the severity of damage increases, resulting in cell death.

The high expression level of mRNA for the atg1 autophagy-related gene

occurs in the midgut of A. mellifera fed on imidacloprid. The serine/threo-

nine kinase ATG1 plays an important role in the autophagy regulation,

recruiting other proteins for phagophore formation (Chan and Tooze,

2009). Increased atg1 expression has been reported to induce high levels

of autophagy followed by cell death (Scott et al., 2007), indicating that

high autophagy degree found in digestive cells of A. mellifera workers ex-

posed to imidacloprid may result in apoptotic cell death.

Our results indicate that midgut digestive cells of A. mellifera orally ex-

posed to imidacloprid undergo autophagic and apoptotic cell death. Note-

worthy, these processes may coexist (Nikoletopoulou et al., 2013) and are

controlled by BCL-2 family proteins and transcription factor P53

(Kasprowska-Liśkiewicz, 2017). Apoptosis and autophagy are responses

to stress and the accumulation of autophagic vacuoles may precede cell

death by apoptosis (González-Polo et al., 2005) and, although low

levels of autophagy contribute to cell homeostasis (Nikoletopoulou et al.,

2013), it can induce apoptosis in long-term stress (Kasprowska-

Liśkiewicz, 2017).

5. Conclusion

The results obtained here indicate that the commercial formulation of

imidacloprid, ingested by A. mellifera, has a cytotoxic effect on the midgut

causing cell death and compromising the function of this non-target

organ of the insecticide with a potential negative effect on the survival of

that important pollinator.
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RESUMO 
 
A abelha Apis mellifera é muito importante nos serviços de polinização devido à alta 

produtividade e perfil generalista na busca de recursos florais. Tem sido reportada uma 

diminuição na riqueza de espécies de abelhas e isso pode estar relacionado a fatores como a 

exposição a pesticidas. O imidacloprido é um dos inseticidas mais utilizados no mundo. É 

neurotóxico, solúvel em água e sistêmico podendo se translocar facilmente por todos os 

tecidos da planta e dessa forma atingir as abelhas através da alimentação. O objetivo foi 

avaliar se a exposição ao imidacloprido tem efeitos colaterais no corpo gorduroso e intestino 

médio de larvas de operárias de A. mellifera. No intestino médio de larvas tratadas foram 

observadas alterações como perda de borda estriada, condensação nuclear e vacuolização 

citoplasmática, indicando morte celular. A presença de proteínas foi detectada em todo 

epitélio do tratamento e controle, provavelmente enzimas responsáveis pela digestão. O teste 

histoquímico para polissacarídeos neutros evidenciou o glicocálice, que mostrou-se 

desorganizado nas abelhas do tratamento. Os trofócitos não apresentaram alterações 

morfológicas entre tratamento e controle. Mas o citoplasma dos trofócitos do tratamento 

mostraram gotículas lipídicas significativamente menores e maior quantidade de proteínas, 

provavelmente respostas ao estresse causado pelo inseticida. A quantidade de carboidratos 

não variou entre tratamento e controle o que pode estar associado à resistência a inseticidas. A 

expressão de cdc20 não apresentou diferença significativa entre tratamento e controle de 

nenhum dos órgãos avaliados, indicando que a exposição ao inseticida não induziu divisão 

celular. Esses resultados demonstram que o imidacloprido afeta órgãos não alvo da abelha A. 

mellifera reforçando o seu impacto negativo sobre esses importantes polinizadores. 
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1. INTRODUÇÃO 
Animais polinizadores contribuem para a produção em 87 culturas globais, 

melhorando a qualidade e quantidade da produção agrícola, com um valor econômico da 

polinização médio de 153 bilhões de euros (Khalifa et al., 2021). A abelha Apis mellifera tem 

sido utilizada tanto para polinização quanto para produção de mel devido a sua eficácia, 

ampla disponibilidade e perfil generalista na busca de recursos florais (Valido et al., 2019). 

Elas também produzem geleia real e veneno com propriedades antivirais, antibacterianos, 

fungicidas e, compostos de interesse medicinal utilizados em pesquisas com doenças como 

Parkinson, Alzheimer e artrite (Azam et al., 2019, Bogdanov, 2015, Wehbe et al., 2019). 

As abelhas são insetos holometábolos, ou seja, possuem metamorfose completa 

apresentando as fases de ovo, larva, pupa e adulto (Rembold et al., 1980). A fase larval é um 

período de alimentação e crescimento e apresenta cinco instares (L1, L2, L3, L4 e L5) 

(Michelette & Soares, 1993). A transformação da larva em adulto ocorre através da pupa. 

Alguns tecidos larvais são degenerados e grande parte do corpo é remodelada a partir dos 

discos imaginais ou de células indiferenciadas (Gilbert & Frieden, 1981). No fim da 

metamorfose, o adulto recém-formado destrói o opérculo, sai do alvéolo e finaliza seu 

desenvolvimento (Winston, 2003). 

Análises nos registros mundiais indicam uma diminuição na riqueza de espécies de 

abelhas, sendo que em relação a 1990, 25% menos espécies foram relatadas em 2016 (Zattara 

& Aizen, 2021). O declínio de populações de A. mellifera foi identificado na Europa, Ásia e 

EUA (Potts et al., 2010, Theisen-Jones &  Bienefeld, 2016, Van Engelsdorp et al., 2011) e as 

causas são diversas, como deficiências nutricionais, manejo inadequado, parasitas, patógenos, 

mudanças climáticas, perda de habitat e pesticidas (Goulson et al., 2015, Smith et al., 2013).  

Dentre os pesticidas, os neonicotinoides são os inseticidas mais utilizados no mundo, 

representando 25% do mercado global. Apresentam toxicidade seletiva, são eficazes em 

baixas concentrações, solúveis em água e podem ser aplicados de diversas maneiras (Alsafran 

at al., 2022, Simon-Delso et al., 2015). Atuam como moduladores competitivos dos receptores 

nicotínicos de acetilcolina no sistema nervoso causando hiperexcitação e paralisia (Simon-

Delso et al., 2015, Sparks et al., 2020). 

O imidacloprido foi o primeiro neonicotinoide registrado e ainda é o mais utilizado, 

com atividade sistêmica e de contato, podendo ser usado em várias de culturas agrícolas 

(Sheets, 2010). Apesar de seu benefício econômico para a agricultura, esse inseticida está 

sendo associado aos impactos em polinizadores, como as abelhas (Goulson, 2013).  
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Em operárias adultas de A. mellifera expostas a esse inseticida foram relatados efeitos 

colaterais como redução da imunocompetência (Brandt et al., 2016), diminuição da 

viabilidade espermática (Chaimanee et al., 2016), danos em células cerebrais (Catae et al., 

2017) e indução de apoptose e autofagia em células do intestino médio (Carneiro et al., 2022). 

Os pesticidas também podem causar efeitos para larvas de A. mellifera. O inseticida 

tiametoxan gerou atraso no desenvolvimento, larvas com duplicação do tegumento, redução 

do tamanho corporal além de condensação de células cerebrais e morte celular precoce nos 

lobos ópticos (Tavares et al., 2015; Grillone et al., 2017). O piriproxifeno causou atraso na 

diferenciação muscular (Fernandez et al., 2012) e o acaricida flumetrina induziu mortalidade 

significativa, estresse oxidativo e aumento da oxidação lipídica nas larvas (Qi et al., 2020). 

 As larvas de A. mellifera contaminadas com o imidacloprido, não têm a sobrevivência 

e o peso afetados (Dai et al, 2019). No entanto, apresentam atraso no desenvolvimento, 

redução no ciclo de vida e alterações na expressão gênica relacionados à resposta imune, 

desintoxicação e oxidação-redução (Chen et al., 2021). Alguns genes relacionados à 

imunidade, desenvolvimento, metabolismo de lipídios e carboidratos, apresentam regulação 

negativa enquanto os níveis de RNA para um conjunto de genes que codificam enzimas do 

citocromo P450 e Hsp70 são regulados positivamente (Gregorc, et al., 2012, Derecka et al., 

2013; Wu et al., 2017; Paten et al., 2022). Também foi detectada a redução da atividade da 

enzima acetilcolinesterase, que degrada a acetilcolina e encerra a transmissão do impulso 

nervoso (Delkash-Roudsari et al., 2022).  

O imidacloprido persiste no solo, na água e na planta por anos (Krupke et al., 2012, 

Alsafran et al., 2022), sendo identificado em amostras de pólen (Chauzat et al., 2006, Mullin 

et al., 2010, Codling et al., 2018), podendo contaminar as abelhas através da alimentação 

(Blacquière et al., 2012) atingindo o intestino médio (Carneiro et al., 2022) e o corpo 

gorduroso (Assis et al., 2022). 

O intestino médio é formado por um epitélio simples com células digestivas colunares 

responsáveis pela síntese de enzimas digestivas, absorção de nutrientes (Serrão & Cruz-

Landim, 1996; Carneiro et al., 2019) e componentes da matriz peritrófica (Marques-Silva et 

al., 2005; Teixeira et al., 2015). Além desse tipo, há células endócrinas que produzem 

hormônios (Neves et al., 2003), e ninhos de células regenerativas responsáveis pela reposição 

das células que morrem (Cavalcanti & Cruz-Landim, 1999; Martins et al., 2006; Fernandes et 

al., 2010). As células do intestino médio sofrem intenso desgaste devido as suas funções 

metabólicas, interagir com bactérias residentes e agir como uma barreira para compostos 

tóxicos e patógenos (Caccia et al., 2019).  
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O corpo gorduroso é um órgão multifuncional atuando no metabolismo energético, 

imunidade inata, desintoxicação, síntese de vitelogenina e controle da muda e metamorfose 

(Arrese & Soulages, 2010; Li et al., 2019; Skowronek et al., 2021). Nas abelhas ele é formado 

basicamente pelos trofócitos que são responsáveis pelo armazenamento de carboidratos, 

lipídios e proteínas e pelas demais funções do tecido. Além dos trofócitos também ocorrem 

enócitos dispersos que atuam na síntese de componentes da cutícula (Roma et al., 2010). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a exposição oral crônica ao imidacloprido tem 

efeitos na histopatologia, histoquímica e expressão relativa do gene cdc20 para divisão celular 

no corpo gorduroso e intestino médio de larvas de operárias de A. mellifera contribuindo com 

novos dados sobre o impacto do inseticida no desenvolvimento do polinizador. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1. Insetos 

Larvas de A. mellifera foram coletadas de quadros de crias de cinco colônias no 

Apiário Central da Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, Minas Gerais, Brasil (20° 45' N 

42° 52' O) e transferidos para o laboratório onde foram mantidos a 33 ± 2 °C e 70% de 

umidade relativa. 

2.2. Exposição ao inseticida 

 Para avaliar o efeito do inseticida nas larvas foram realizados três bioensaios com 

576 larvas de A. mellifera sendo 288 para controle e 288 para tratamento com imidacloprido 

(Evidence® WG, 700 g kg−1 ingrediente ativo, Bayer, São Paulo, Brasil). Larvas de 1º instar 

foram coletadas e transferidas para células de cria artificiais em polietileno com 9 mm de 

diâmetro e 8 mm de altura,  contendo com 20 µL de dieta (50% p/p de uma solução de açúcar 

(D-frutose, D-glicose e extrato de levedura) e 50% p/p de geleia real (Aupinel et al., 2005). 

As células de cria foram acomodadas em placa de cultivo celular de 48 poços, transferidas 

para dessecador contendo um pedaço de algodão com solução esterilizante (15% p/v glicerol e 

cloreto de metilbenzetonio a 0,2% p/v) e mantidas a 34 ± 1 ºC e 95 ± 5% de umidade. Do 

terceiro ao sexto dia de cada bioensaio as larvas controle foram alimentadas com a dieta e o 

tratamento com a dieta contendo 20,5 ng/g de imidacloprido com as proporções de dieta 

descritas por Tadei et al. (2020). A concentração do imidacloprido utilizada (20,5 ng/g) foi 

com base no resíduo encontrado em grãos de pólen (Mullin et al., 2010). De acordo com a 

fórmula da quantidade de pólen consumida na fase larval de Rortais et al., 2015 a 

concentração esperada para atingir as larvas através da alimentação foi de 0,7 ng/mL. 

2.3. Histopatologia 
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 Após o sexto dia de exposição, cinco larvas do controle e cinco do tratamento foram 

coletadas.  As extremidades do corpo foram cortadas e as larvas transferidas para a solução 

fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 24 h em temperatura ambiente. Em seguida, 

foram desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) por 20 min em cada 

concentração. As amostras foram embebidas em historesina (Leica). Cortes de 3 μm de 

espessura foram coradas com hematoxilina (15 min), eosina (30 s), analisadas e fotografadas 

em microscópio Olympus BX60. Essas amostras também foram utilizados para a 

quantificação de gotas lipídicas nos trofócitos do corpo gorduroso. 

2.4. Histoquímica 

 Algumas secções histológicas foram submetidas aos testes histoquímicos descritos a 

seguir, analisadas e fotografadas em microscópio Olympus BX 60.  

2.4.1. Detecção de Proteínas 

 As amostras foram incubadas em mercúrio bromofenol (100 mL de ácido acético 

2%; 0,05 g de azul de bomofenol; 1,5 g de cloreto de mercúrio) por 2 h e 15 min. Em seguida 

foram lavadas com ácido acético 0,5% por 10 min e em água corrente por 15 min, montadas e 

analisadas.  

2.4.2. Detecção de Polissacarídeos neutros e glicoconjugados 

 As amostras foram colocadas em ácido periódico 0,4% por 30 min, lavadas 

rapidamente em água destilada e transferidas para reativo de Schiff (Lillie, 1965) por 1 h no 

escuro. Por fim, lavadas em água corrente por 30 min, montadas e analisadas. 

2.5. Quantificação de proteínas, polissacarídeos e lipídios no corpo gorduroso 

 Para quantificar as quantidades de proteínas, polissacarídeos e lipídios as amostras 

submetidas aos testes histoquímicos acima, foi utilizado o programa de computador GIMP 

2.10 (GNU Image Manipulation Program software, CNET Networks, Inc., Washington, PA, 

USA) que permite, após selecionar cores, convertê-las em tons de cinza para transformá-las 

em densidade de pixels (Solomon, 2009). As imagens digitalizadas foram capturadas usando 

uma objetiva de 40x, abertura numérica 0,75 e mesmos parâmetros de iluminação. Dois 

campos de observação contendo corpo gorduroso foram selecionados aleatoriamente para 

cada larva (n = 5), totalizando 10 imagens do tratamento e 10 do controle (Soares et al., 

2016). Para análise do tamanho das gotículas de lipídios, 20 gotículas nas células do corpo 

gorduroso do tratamento e 20 do controle foram selecionadas e o diâmetro ou eixo maior foi 

medido (Fujii et al., 2022) utilizando o programa de computador Image-Pro Plus 4.5 software 

(Media Cybernetics, Silver Spring, USA). 

2.6. Expressão do gene cdc20 
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 Para verificar a ocorrência de divisão celular nas células do corpo gorduroso e 

intestino médio das larvas, a expressão do gene cdc20 (codifica proteína para saída da mitose) 

foi avaliada em nove larvas expostas ao imidacloprido e nove do grupo controle. Essas 

abelhas foram dissecadas em solução fisiológica para insetos, o corpo gorduroso e os 

intestinos médios foram removidos e transferidos para TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) para 

extração de mRNA, seguindo as instruções do fabricante. Cada amostra foi macerada em 250 

μL TRI Reagent com pistilos autoclavados. O volume foi completado para 500 μL, e 

incubado por 5 min em temperatura ambiente. Em cada amostra foram adicionados 100 μL de 

clorofórmio, agitadas vigorosamente por 15 s e incubadas à temperatura ambiente por 15 min. 

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 ×g por 15 min a 4°C e a fase aquosa, 

contendo RNA, foi coletada e transferida para 250 μL de isopropanol gelado e incubadas 

overnight no a -20ºC. As amostras foram centrifugadas a 12.000 ×g por 20 min a 4ºC, o 

sobrenadante descartado e o precipitado de RNA foi lavado duas vezes com 50 μL de etanol 

75% e centrifugado a 13.000 ×g por 10 min a 4°C. O precipitado foi seco em placa 

aquecedora a 50 ºC com os tubos abertos, seguindo-se adição de 20 μL de água livre de 

nuclease e a quantidade de RNA em cada amostra foi quantificada em espectrofotômetro 

BioDrop® µLite a 260 nm e armazenadas a -80 °C até a síntese de cDNA. 

 Antes da síntese cDNA as amostras de RNA foram tratadas com DNAse  pela adição 

de 1 μL de tampão DNAse (Jena Bioscience), 0,5 μL de DNAse I, 2 μg de RNA e 10 μL de 

H2O e incubadas a 37ºC por 10 min. Em seguida foi adicionado 1 μL de EDTA (Promega) e 

incubadas a 65 ºC por 10 min. Para dar sequência a síntese de cDNA foi acrescentado 0,5 μL 

de Oligo (dT) e incubação a 70 ºC por 5 min. A seguir foram  acrescentados 4 μL de script RT 

buffer, 1 μL de DTT, 1 μL de dNTPmix, 0,5 μL de inibidor de RNAse e 0,5 μL enzima script 

3.0 RT (Cellco). As amostras foram incubadas a 42 ºC por 10min, 55 ºC por 60 min e 70 ºC 

por 10 min. 

 Antes de avaliar o nível de expressão do gene cdc20 foi realizado um teste de 

concentração de primer (Primer Concentration Optimization Protocol – Merck - 

https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/technicaldocuments/protocol/genomics/qpcr/primer-

concentration-optimization) e as concentrações definidas foram de 0,6  μM da sequência F 

(GTGGAGGTGGTAGCTGAC) e 0,8 μM da R (TGTGCATATCCATGGCCTGA). O gene 

de controle endógeno actina (Genbank: mRNA AB023025.1) foi utilizado na concentração 

0,3 μM. Cada reação de PCR continha cerca de 100 ng de cDNA, os primers F e R nas 

concentrações indicadas anteriormente  com  volume total de 15 μL. As reações de PCR em 

tempo real (qPCR) foram realizadas usando a técnica de fluorescência com enzima do Kit 

37



 

 

molecular SARS-CoV-2 (EDx) (Bio-Manguinhos®) e SYBRGreen (Ultrascience®) no Rotor-

Gene Q® (Qiagen®) seguindo as seguintes condições: 95°C por 2 min, seguida por 40 ciclos 

a 95°C por 30 s e 60°C por 1 min. A expressão relativa dos níveis de cdc20 foi comparada 

com o gene de controle endógeno pelo método 2-ΔCt (Yuan et al., 2006).  

2.7. Estatística 

 A quantidade de proteínas, polissacarídeos, lipídios (diâmetro das gotículas lipídicas) 

do corpo gorduroso entre tratamento com imidacloprido e controle foram comparados usando 

Graph pad5 e a expressão relativa comparada entre tratamento e controle, para cada órgão, 

usando o software R. Em ambos os casos foi realizado teste t a um nível de significância de 

5%. 

 
3. RESULTADOS 
Intestino médio 

 O epitélio do intestino médio das larvas de operárias de A. mellifera é formado por 

uma camada única de células com borda estriada apical desenvolvida e núcleos esféricos com 

predomínio de cromatina descondensada. (Figura 1A). 

Em larvas que foram expostas a alimentação contaminada com imidacloprido ocorreu 

desorganização da arquitetura do epitélio, formação de bolhas na superfície, apical, liberação 

de fragmentos celulares para o lúmen do órgão, perda de borda estriada, condensação nuclear 

e vacuolização citoplasmática (Figura 1B). 

O teste com mercúrio de bromofenol revelou a ocorrência de proteínas de forma 

uniforme por todo o epitélio do intestino médio de larvas do controle e do tratamento (Figura 

1C e 1D). 

O teste de PAS evidenciou forte reação na borda estriada do epitélio do intestino do 

controle (Figura 1E), enquanto nas larvas expostas ao imidacloprido, as reações apicais foram 

pontuações irregulares evidenciando a desorganização da superfície epitelial (Figura 1F). 

Não houve diferença na expressão do gene cdc20 no intestino médio das larvas 

expostas ao inseticida e o controle (t2= 0.68, p=0,5586) (Figura 2). 
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Figura 1. Micrografias de luz do intestino de larvas de Apis mellifera. [a] Epitélio do 
intestino médio (EP) com borda estriada evidente e organizada (BE). Corpo gorduroso (CG), 
Lúmen (L), Matriz Peritrófica (MP) e Núcleo (N). [b] Intestino de larvas tratadas com 
imidacloprido. Epitélio (EP) desorganizado com células se desprendendo (+), vacuolização 
citoplasmática (V) e núcleo (N). Inserção de imagem mostrando célula com alta vacuolização 
citoplasmática e núcleo condensado (ponta de seta).  [c] Epitélio (EP) do intestino de larvas 
controle e tratadas [d] com mercúrio de bromofenol. Todas as regiões marcadas em azul 
indicam a presença de proteínas. Corpo Gorduroso (CG), Lúmen (L), Músculo (M) e Núcleo 
(N). [e] Epitélio (EP) do intestino de larvas controle e tratadas [f] com PAS. O núcleo é 
sinalizado por N e as marcações em rosa indicam a presença de polissacarídeos (seta fina). 
Corpo Gorduroso (CG) e Núcleo (N). 
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Figura 2.  Expressão relativa (média ± SD) do gene 
Apis mellifera controle e tratadas com imidacloprido. Não houve diferença entre os
tratamentos pelo teste-t (p >0,05)

 
Corpo Gorduroso 

 O corpo gorduroso das larvas de 

lipídicas bem desenvolvidas

trofócitos, alguns enócitos ocorrem no órgão, sendo

irregulares, com citoplasma acidófilo e o núcleo 

descondensada e nucléolos evidentes (Figura 

Os enócitos não exibiram alterações na morfologia nas larvas

imidacloprido (Figura 3B). 

 Não houve diferença significativa na quantidade total de lipídios do controle e 

tratamento (t8=1.76, p=0,1162)

controle apresentaram localização periférica enquanto as do tratamento estão dispersas por 

todo citoplasma e apresentam menor 

 O mercúrio de bromofenol 

citoplasma dos trofócitos (Figura 
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Não houve diferença significativa na quantidade total de lipídios do controle e 

0,1162) (Figura 4). As gotículas lipídicas dos trofócitos de abelhas 

controle apresentaram localização periférica enquanto as do tratamento estão dispersas por 

todo citoplasma e apresentam menor diâmetro (t8=11.01, p<0,0001) (Figura 

O mercúrio de bromofenol evidenciou a ocorrência de grânulos de proteína no 
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gorduroso do tratamento do que no controle (t8=5.62, p<0,0005) (Figura 

evidenciou ocorrência de depósitos de polissacarídeos nos grânulos 

no citoplasma dos trofócitos (Figura 3E e 3F), os quais foram similares em quantidade no

=1.31, p=0,2247) (Figura 7). 

Não houve diferença significativa na expressão do gene cdc20 no corpo gorduroso das 

inseticida e o controle (t2=1.81, p=0,2082) (Figura 8).
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Figura 3. Micrografias de luz do corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera. [a] Corpo 
gorduroso das larvas do controle mostrando os enócitos (E), trofócitos (T) com grandes gotas 
lipídicas no citoplasma (*). [b] Tecido de larvas tratadas com imidacloprido. Enócitos (E), 
trofócitos e gotículas lipídicas com menor diâmetro em relação ao controle (*). [c] Corpo 
gorduroso de larvas controle e tratadas [d] com mercúrio de bromofenol. O núcleo é 
sinalizado por (N) e as marcações em azul indicam a presença de proteínas (seta grossa). [e] 
Corpo gorduroso de larvas controle e tratadas [f] com PAS. O núcleo é sinalizado por N e as 
marcações em rosa indicam a presença de polissacarídeos (seta fina). 
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Figura 4. Densidade de pixels para lipídios (média ± SD) no citoplasma dos trofócitos do 
corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera controle e tratadas com imidacloprido. Não houve 
diferença significativa entre os tratamentos pelo teste-t (p > 0,05). 

 

 
Figura 5. Diâmetro das gotículas lipídicas (média ± SD) no citoplasma dos trofócitos do 
corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera controle e tratadas com imidacloprido. Houve 
diferença significativa entre os tratamentos pelo teste-t (p < 0.05). 
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Figura 6. Densidade de pixels para proteínas (média ± SD) no citoplasma dos trofócitos do 
corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera controle e tratadas com imidacloprido. Houve 
diferença significativa entre os tratamentos pelo teste-t (p <0,05). 
 

 
Figura 7. Densidade de pixels para polissacarídeos neutros e glicoconjugados  (média ± SD) 
no citoplasma dos trofócitos do corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera controle e 
tratadas com imidacloprido. Não houve diferença significativa entre os tratamentos pelo teste-
t (p > 0,05). 
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Figura 8. Expressão relativa (média ± SD) do gene 
Apis mellifera controle e tratadas com imidacloprido. Não houve diferença entre os 
tratamentos pelo teste-t (p >0,05)
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capazes de entrar no núcleo e desestruturar as laminas (Ndozangue-Touriguine et al., 2008), o 

que  explica as alterações nucleares. Os microtúbulos são responsáveis pela organização do 

conteúdo intracelular e pelo tráfego de vesículas (Alberts et al., 2015) eles são 

despolimerizados no início da fase de execução da apoptose (Ndozangue-Touriguine et al., 

2008)   e contribuem para a fragmentação do complexo de Golgi e retículo endoplasmático 

(Aki et al., 2012) que é caracterizada pelo aumento da vacuolização citoplasmática. O 

principal efeito dessas alterações no epitélio intestinal seria a redução na capacidade de 

absorção de nutrientes. 

 A reação positiva para mercúrio bromofenol em todo epitélio intestinal das larvas 

controle e as tratadas com imidacloprido indicam ampla distribuição de proteínas nesses 

órgãos. O intestino médio tem função de digestão e absorção de nutrientes (Cruz-Landim et 

al. 1996), com as células digestivas apresentando retículo endoplasmático rugoso 

desenvolvido a alta atividade secretora sendo responsável pela produção de todas as enzimas 

digestivas, exceto uma derivada do pólen ingerido (Schumaker et al., 1993; Terra & Ferreira 

1994; Da Lage et al., 2018), também são responsáveis pela secreção de proteínas da matriz 

peritrófica (Marques-Silva et al., 2005; Teixeira et al., 2015).  Assim, a distribuição 

homogênea de proteínas no epitélio pode estar associada à síntese dessas proteínas pelas 

células digestivas, que parecem não serem afetadas pelo imidacloprido. 

 O teste de PAS utilizado para evidenciar polissacarídeos, exibe forte reação na borda 

estriada do intestino médio das larvas controle, indicando alta quantidade de glicoproteínas 

nessa região. A superfície apical das células digestivas apresenta microvilosidades que 

aumentam a superfície de absorção do epitélio (Serrão & Cruz-Landim, 1996; Terra et al., 

2006), as quais apresentam glicocálice formado por glicoproteínas e glicolipídios (Terra et al., 

2019), o que explica a afinidade da região ao teste de PAS. Suas principais funções são 

proteção contra choques químicos e compartimentalização de enzimas envolvidas na digestão 

terminal de açúcar e proteínas (Lehane & Billingsley, 2012; Terra et al., 2019). No entanto, as 

alterações verificadas na histopatologia indicam que o glicocálice não foi uma barreira efetiva 

contra os danos químicos causados pelo imidacloprido, evidenciado por regiões negativas ao 

teste de PAS. Isso indica que o que o imidacloprido também causa desorganização do 

glicocálice na borda estriada do intestino médio das larvas.  

 Não há diferença na expressão de mRNA para o gene cdc20 entre as larvas controle e 

aquelas tratadas com imidacloprido. No ciclo celular, um dos principais reguladores da 

transição metáfase e anáfase é o complexo promotor da anáfase (APC/C) que tem como alvo a 

separação das cromátides-irmãs. A ativação do APC/C requer a ligação da proteína cdc20, 
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que tem a síntese aumentada quando a célula se aproxima da mitose (Alberts et al., 2015). 

Como não foi identificado aumento na transcrição de cdc20 pode indicar que as células não 

estão em processo de divisão dividindo para reparar o epitélio danificado. As larvas aqui 

utilizadas estão no último instar e após ocorrer a muda para pupa o intestino é destruído e 

produzido novamente na fase de pupa (Dobrovsky, 1951; Neves et al., 2003; Martins et al., 

2006) não sendo necessária uma renovação celular. No entanto, os excessos de danos aqui 

observados podem ter prejudicado da digestibilidade da larva nos estágios anteriores.  

 As análises histopatológicas do corpo gorduroso de larvas de A. mellifera 

demonstram que esse órgão é composto de células de origem mesodérmica, os trofócitos e às 

vezes contêm células ectodérmicas, os enócitos (Oliveira & Cruz-Landim, 2003).  Os 

resultados não revelam alterações nos enócitos das larvas tratadas com imidacloprido em 

relação ao controle. Essas células são responsáveis pela síntese de lipídios, proteínas e 

hidrocarbonetos da cutícula do tegumento (Arrese & Soulages et al., 2010). Assis et al. 

(2022), reportaram modificações nos enócitos da abelha solitária Tetrapedia diversipes 

expostas ao imidacloprido como aumento de vacuolização citoplasmática e compactação e 

fragmentação do núcleo. Isso sugere que os enócitos de larvas de A. mellifera podem ser mais 

resistentes à ação deste inseticida. 

 Nos trofócitos das larvas controle, as gotículas lipídicas são de localização periférica 

e maiores que aquelas das larvas expostas ao imidacloprido que são dispersas por todo 

citoplasma, indicando uma possível mobilização dessas reservas energéticas. O imidacloprido 

induz o estresse oxidativo com a formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) em A. 

mellifera (He et al. 2021), o que pode ser neutralizado com a formação de peróxidos lipídicos 

(Qi et al, 2020; Lima & Abdalla, 2021). Neste processo a oxidação excessiva de fosfolipídios 

de membrana altera sua montagem, composição, estrutura e dinâmica (Gaschler & Stockwell, 

2017) Logo, a mobilização lipídica observada pode estar associada a uma resposta de estresse 

oxidativo causada pelo inseticida. Entretanto não pode ser descartada também que a 

mobilização dos lipídeos nas larvas tratadas seja para produção de energia envolvida em 

mecanismos de desintoxicação, uma vez que a perturbação das gotículas lipídicas é 

importante para iniciar um processo lipolítico (Arrese & Soulages, 2010). 

 A quantidade de grânulos de proteínas presentes no citoplasma dos trofócitos foi 

maior nas células de larvas tratadas com inseticida do que nas do controle. O corpo gorduroso 

além de armazenar proteínas é o principal local onde enzimas de desintoxicação são 

produzidas (Li et al., 2019). Abelhas expostas ao imidacloprido apresentam maiores níveis de 

RNA para um conjunto de genes que codificam as enzimas P450 (Derecka et al., 2013) que 
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são uma importante via de desintoxicação a xenobióticos nesses insetos (Berembaum & 

Johnson, 2015). Assim, o aumento de grânulos proteicos no citoplasma dos trofócitos de 

larvas tratadas com imidacloprido pode representar um aumento na produção de enzimas 

desintoxificantes que serão posteriormente liberadas na hemolinfa.   

 A quantidade de polissacarídeos presente nos trofócitos de larvas não difere entre 

tratamento e controle indicando que a exposição ao imidacloprido não altera as reservas de 

carboidratos. O carboidrato de reserva dos insetos é o glicogênio, no entanto a maior parte da 

glicose consumida com a dieta alimentar é convertida em lipídios (Arrese & Soulages, 2010). 

Guedes et al. (2006) verificaram que populações de besouros Sitophilus zeamais resistentes a 

inseticidas tem maior quantidade de glicogênio nos trofócitos que aqueles susceptíveis, 

proporcionando maior capacidade de mobilização energética para suprir os mecanismos de 

resistência. Assim, seria esperado que as larvas de A. mellifera expostas ao imidacloprido, 

apresentassem menores quantidades de reservas de carboidratos, porém isso não ocorre 

porque como a maior parte dos açúcares são convertidos em lipídios de armazenamento 

(Arrese & Soulages, 2010) estes últimos parecem ser mobilizado primeiro que os 

polissacarídeos para os mecanismos desintoxicação, como observado pela redução das 

reservas de lipídio nos trofóctios das larvas expostas ao imidacloprido. Como as larvas aqui 

analisadas estavam próximas da muda para pupa, parece plausível sugerir, que mesmo com 

exposição crônica à concentração realística de imidacloprido encontrada nos grãos de pólen, o 

corpo gorduroso apresenta um tamponamento que assegura algumas reservas para a conclusão 

da metamorfose. Tadei et al. (2020) observaram que a exposição ao fungicida piraclostrobina 

na fase larval não afetou a sobrevivência das abelhas em nenhum estágio de desenvolvimento. 

No entanto, causou alteração na morfologia do epitélio do intestino médio e aumentou os 

danos quando combinada a exposição ao patógeno Nosema ceranae. Logo, a exposição de 

larvas a agrotóxicos merece atenção e estudo uma vez que pode comprometer as funções 

fisiológicas do adulto. 

 Assim como nas células do intestino, não houve diferença significativa na expressão 

de mRNA para o gene cdc20 no corpo gorduroso entre as larvas controle e aquelas tratadas 

com imidacloprido. As imagens histológicas não demonstraram danos irreversíveis, como 

núcleo picnótico (Grella et al., 2019) nas células dos trofócitos e nem indícios de morte 

celular. Dessa, forma pode não ter havido necessidade ou estímulo para que as células 

entrassem em divisão.  
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5. CONCLUSÃO 
 Este é o primeiro estudo sobre os efeitos colaterais do imidacloprido em larvas de A. 

mellifera. No geral aos resultados mostram que a exposição oral crônica de larvas da abelha a 

concentrações realísticas do inseticida apresentam danos no intestino médio, reforçando os 

efeitos negativos do imidacloprido para A. mellifera. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 A ingestão de imidacloprido por operárias adultas de A. mellifera causou alterações na 

morfologia do intestino médio. As análises de microscopia e biologia molecular demonstram 

que o inseticida induziu apoptose e autofagia nas células digestivas Um epitélio intestinal 

degradado pode significar prejuízo para os processos de digestão e absorção dos alimentos e 

consequentemente alterações na fisiologia e sobrevivência do indivíduo. A exposição crônica 

de larvas ao imidacloprido também indicou alterações típicas de apoptose nas células 

digestivas além de alterações na alocação de reservas no corpo gorduroso. Esses resultados 

corroboram com trabalhos de expressão gênica que observaram alterações na expressão de 

genes relacionados ao metabolismo de lipídios, por exemplo. As reservas do corpo gorduroso 

são importantes para o desenvolvimento e essas mudanças podem comprometer o esse 

processo. Alguns trabalhos mostram que as larvas são mais tolerantes que os adultos ao 

imidacloprido. Este fato pode estar associado ao sistema nervoso da larva ser menos 

desenvolvido e consequentemente menos afetado pelo inseticida. No entanto, é preciso 

reforçar que a larva possui o corpo gorduroso em maior quantidade que o adulto, e isso 

contribui para os processos de desintoxicação e consequentemente auxilia na sobrevivência. O 

conjunto de resultados reforça o efeito negativo do imidacloprido para as abelhas e sugerimos 

atenção no seu uso.  
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