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: 
RESUMO 

 

Reis, Aline Beatriz, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 2024. Efeito do 
acaricida ciflumetofem no intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de 
operárias da abelha Apis mellifera. Orientador: José Eduardo Serrão. Coorientador: Luis 
Carlos Martínez. 
 

A abelha Apis mellifera é polinizadora de várias plantas e seus produtos são utilizados como 

alimento e na indústria farmacêutica. Nos últimos anos, tem ocorrido o declínio nas populações 

de abelhas, com causas multifatoriais, entre elas, a intensificação no uso de pesticidas na 

agricultura. Ciflumetofem é um pesticida utilizado em culturas de maçã, café e citros, que tem 

A. mellifera como principal polinizadora, sendo um potencial alvo desse químico, durante o 

forrageio. Este estudo avaliou se o ciflumetofem causa danos histopatológicos e citológicos no 

intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de operárias de A. mellifera expostas 

ao ciflumetofem. No capítulo 1, foram avaliados a toxicidade e os danos causados pelo pesticida 

após 24h, 48h e 72h de exposição. O ciflumetofem é tóxico para a abelha com CL50 de 2,54 g/L 

após 72h. O epitélio do intestino médio das abelhas tratadas apresentou vacuolização 

citoplasmática, liberação de vesículas e fragmentos celulares, indicativos de autofagia, 

detoxificação e morte celular, respectivamente. Análise ultraestrutural do intestino médio 

mostrou dilatação do labirinto basal e presença de esferocristais nas células digestivas, que 

indica maior transporte de substâncias entre a hemolinfa e o citosol das células e presença de 

substâncias tóxicas, respectivamente. As glândulas hipofaríngeas apresentaram maiores 

quantidades de secreção nas abelhas tratadas, sugerindo que ciflumetofem interfere na 

regulação secretora dessa glândula, enquanto o corpo gorduroso apresentou alterações na 

quantidade de proteínas nas abelhas expostas ao ciflumetofem por 24h e 72h. No capítulo 2, 

foram avaliados os efeitos de ciflumetofem nos mesmos órgãos de A. mellifera, com a 

concentração subletal: CL9/100 (5 ppm) por 72h e 10 dias de exposição. O intestino médio das 

abelhas tratadas apresentou intensa vacuolização citoplasmática e fragmentação celular. As 

glândulas hipofaríngeas das abelhas tratadas apresentaram o aparato terminal cheio de secreção 

formando sáculos evidentes. O intestino médio teve índice de lesão significativo em 72h de 

exposição ao ciflumetofem, o qual regrediu após 10 dias, indicando possível recuperação do 

órgão. Nas glândulas hipofaríngeas os sáculos do aparato terminal estavam cheios de secreção, 

sugerindo que o pesticida interfere na regulação secretora dessa glândula. Em relação a 

citotoxicidade, no intestino médio, ocorreram células com protrusões apicais sem organelas em 



 

 

 

 

seu interior, ruptura da membrana plasmática e extravasamento do conteúdo, características de 

degeneração celular. Nas glândulas hipofaríngeas, as células secretoras apresentaram grânulos 

de secreção em todo o citoplasma, com possível indução a um forrageamento precoce. O corpo 

gorduroso apresentou alterações apenas nas quantidades de proteínas. No geral, os resultados 

revelam que ciflumetofem apresenta toxicidade para A. mellifera e gera danos nos órgãos, 

mesmo em concentração subletal, podendo comprometer as funções desses órgãos e afetar a 

manutenção e saúde de toda a colônia. Assim a classificação desse composto como sem efeitos 

ou com impacto limitado em artrópodes benéficos e inimigos naturais e com recomendação 

para uso no manejo integrado de pragas necessita ser reavaliado. 
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ABSTRACT 

 

Reis, Aline Beatriz, D.Sc, Universidade Federal de Viçosa, March, 2024. Effect of the 
acaricide cyflumetofen on the midgut, hypopharyngeal glands, and fat body of the 
honeybee Apis mellifera workers. Adviser: José Eduardo Serrão. Co-adviser: Luis Carlos 
Martínez. 
 

The bee Apis mellifera is a pollinator of several plants and its products are used as food and in 

the pharmaceutical industry. In recent years, there has been a decline in bee populations, with 

multifactorial causes, including the intensification of the use of pesticides in agriculture. 

Ciflumetofem is a pesticide used in apple, coffee and citrus crops, which have A. mellifera as 

the main pollinator, being a potential target of this chemical during foraging. This study 

evaluated whether cyflumetofen causes histopathological and cytological damage in the 

midgut, hypopharyngeal gland and fat body of A. mellifera workers exposed to cyflumetofen. 

In chapter 1, the toxicity and damage caused by the pesticide were evaluated after 24h, 48h and 

72h of exposure. Ciflumetofem is toxic to bees with an LC50 of 2.54 g/L after 72 hours. The 

midgut epithelium of treated bees showed cytoplasmic vacuolization, release of vesicles and 

cell fragments, indicative of autophagy, detoxification and cell death, respectively. 

Ultrastructural analysis of the midgut showed dilation of the basal labyrinth and the presence 

of spherocrystals in the digestive cells, which indicates greater transport of substances between 

the hemolymph and the cytosol of the cells and the presence of toxic substances, respectively. 

The hypopharyngeal glands showed greater amounts of secretion in treated bees, suggesting 

that cyflumetofen interferes with the secretory regulation of this gland, while the fat body 

showed changes in the amount of proteins in bees exposed to cyflumetofen for 24h and 72h. In 

chapter 2, the effects of ciflumetofem on the same organs of A. mellifera were evaluated, with 

the sublethal concentration: LC9/100 (5 ppm) for 72 hours and 10 days of exposure. The midgut 

of treated bees showed intense cytoplasmic vacuolization and cellular fragmentation. The 

hypopharyngeal glands of treated bees showed the terminal apparatus full of secretion forming 

evident saccules. The midgut had a significant injury rate within 72 hours of exposure to 

cyflumetofen, which regressed after 10 days, indicating possible recovery of the organ. In the 

hypopharyngeal glands, the saccules of the terminal apparatus were full of secretion, suggesting 

that the pesticide interferes with the secretory regulation of this gland. Regarding cytotoxicity, 

in the midgut, there were cells with apical protrusions without organelles inside, rupture of the 

plasma membrane and leakage of contents, characteristics of cellular degeneration. In the 

hypopharyngeal glands, the secretory cells presented secretory granules throughout the 



 

 

 

 

cytoplasm, possibly inducing early foraging. The fat body showed changes only in the amounts 

of proteins. Overall, the results reveal that cyflumetofen is toxic to A. mellifera and causes organ 

damage, even at sublethal concentrations, which can compromise the functions of these organs 

and affect the maintenance and health of the entire colony. Therefore, the classification of this 

compound as having no effects or having limited impact on beneficial arthropods and natural 

enemies and with a recommendation for use in integrated pest management needs to be 

reevaluated. 

 

Keywords: Cytotoxicity; Histology; Pollinator; Ultrastructure.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

Os Hymenoptera são uma das quatro maiores ordens de insetos, compreendendo mais 

de 153 mil espécies descritas, sendo composta por duas subordens, 27 superfamílias e 132 

famílias, incluindo Apidae (Aguiar et al., 2013). Esses insetos têm importância econômica e 

desempenham um papel fundamental nos ecossistemas terrestres por serem predadores, 

parasitoides e polinizadores (Quicke, 1997; Grimaldi e Engel, 2005).  

A família Apidae é diversa e inclui desde abelhas solitárias até aquelas altamente sociais 

(Silva et al., 2001; Neves e Viana, 2002). Em abelhas eussociais (abelhas melíferas e abelhas 

sem ferrão), a organização social dentro das colônias é baseada principalmente na diferenciação 

de castas, nas quais as fêmeas são especializadas em tarefas reprodutivas ou não reprodutivas 

(relacionadas ao cuidado da cria e manutenção da colônia) e no polietismo etário, pelo qual as 

operárias adultas desempenham diferentes tarefas ao longo da vida de acordo com a idade 

(Robinson e Vargo, 1997). Entre essas abelhas estão os Apini, representados pelo gênero Apis 

com nove espécies: Apis florea Fabricius (1787), Apis andreniformis Smith (1858), Apis 

dorsata Fabricius (1793), Apis laboriosa Smith (1871), Apis mellifera Linneaus (1758), Apis 

cerana Fabricius (1793), Apis nuluensis Tingek et al. (1996), Apis nigrocincta Smith (1861) e 

Apis koschevnikovi Enderlein (1906) (Bustamante et al., 2021).  

A abelha A. mellifera é importante para a manutenção da biodiversidade dos 

ecossistemas (Alonso-Prados et al., 2020) e de importância econômica, tanto pela produção e 

comercialização de seus produtos (mel, geleia real, própolis e cera) (Viuda-Martos et al., 2008; 

Cornara et al., 2017), quanto pelo seu papel na polinização de plantas cultivadas na agricultura 

(Gallai et al., 2009; Winfree et al., 2011, Hipólito et al., 2019; Borges et al., 2020).  

Globalmente, o valor da polinização por insetos é estimado em mais de 200 bilhões de 

dólares, cerca de 9,5% do valor total da produção agrícola (vanEngelsdorp e Meixner, 2010), 
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sendo as abelhas os polinizadores mais importantes para a maioria das monoculturas em todo o 

mundo (McGregor, 1976; Delaplane e Mayer, 2000). 

As colônias de A. mellifera são compostas por uma única rainha, cerca de 10-30 mil 

operárias e de zero a alguns milhares de machos dependendo da estação do ano (Page e Peng, 

2001). Essa abelha possui sistema de determinação sexual haplodiploide, os ovos não 

fertilizados originam zangões (machos) e os fertilizados se desenvolvem em operárias ou 

rainhas, duas castas, onde a diferenciação morfo-fisiológica é determinada nutricionalmente 

durante a fase larval (Remolina e Hughes, 2008). As larvas diploides alimentadas com dieta 

rica de geleia real se desenvolvem em rainhas, enquanto aquelas alimentadas com uma dieta 

composta principalmente de outras secreções glandulares, mel e pólen se desenvolvem em 

operárias (Winston 1987).  

A função da rainha é a produção de ovos e com isso a manutenção da população da 

colônia e a função dos machos é a fertilização da rainha durante o vôo nupcial. As operárias 

são as responsáveis pela maioria das funções para manutenção da colônia, apresentando uma 

divisão de trabalho, com base na idade, fenômeno conhecido como poliestismo etário, embora 

possa ser alterado de acordo com as necessidades da colônia (Michener, 1974).  

Nas primeiras 2-3 semanas de vida, as operárias adultas realizam tarefas dentro da 

colônia como limpeza, manutenção e cuidados com as crias (Roberts e Elekonick, 2005; 

Amdam, 2011). Por volta da terceira semana de vida, as operárias passam a realizar tarefas fora 

da colônia, como o forrageio, que envolve a procura de água, néctar (carboidratos), pólen 

(proteína, lipídeos) ou material resinoso para produção de própolis (material antimicrobiano) 

(Seeley, 1982), por uma distância de até aproximadamente 14,4 km do ninho (Beekman e 

Ratnieks, 2000). Sendo essa atividade, uma das formas pela qual as abelhas podem ser 

contaminadas por compostos potencialmente tóxicos, que também podem ser acumulados na 

colônia (Magal et al., 2020; Alonso-Prados et al., 2021; Ohlinger et al., 2022).  



 

 

13 

 

Apesar de sua importância, o declínio nas populações de muitas espécies de abelhas é 

um problema mundial que afeta a apicultura, ecossistemas naturais e a agricultura (Aizen et al., 

2019; Castilhos et al., 2019; Powney et al., 2019; Zattara e Aizen, 2021). As causas mais 

prováveis para esse fenômeno global, incluem infecções por patógenos e parasitas, poluição 

ambiental, fragmentação e perda de habitat naturais, monoculturas, mudanças climáticas e 

intensificação no uso de pe (vanEngelsdorp et al., 2009; Potts et al., 2010; Goulson et al., 2015; 

Grab et al., 2019; Guimarães-Cestaro et al., 2020; Gregorc, 2020; Grant et al., 2021).  

Devido ao declínio em suas populações, estudos têm sido realizados para aumentar o 

conhecimento sobre as abelhas e como elas têm sido afetadas (Nielsen et al., 2017; Castilhos et 

al., 2019), principalmente testando os efeitos de pesticidas em A. mellifera (Li et al., 2022; Liu 

et al., 2022; Carneiro et al., 2022, 2023; Cang et al., 2023; Souza et al., 2023). Estes estudos 

têm mostrado que apesar das abelhas não serem os insetos alvos dos pesticidas, elas podem 

sofrer não só com os efeitos letais, mas também com os subletais desses compostos, que podem 

afetar a fisiologia, o comportamento e a longevidade dos indivíduos, bem como a saúde de toda 

a colônia. 

Dentre os pesticidas, ciflumetofem é um pesticida de benzoil acetonitrila desenvolvido 

pela Otsuka AgriTechno Co., Ltd. (Sun et al., 2016) utilizado para o controle de uma variedade 

de ácaros pragas em plantações de maçã, nozes, pepino, tomate, chás e plantas ornamentais 

(Takahashi et al., 2012; Chen et al., 2013). No Brasil, esse pesticida é comercializado com os 

nomes Okay e Obny, sendo indicado para combater o ácaro-da-leprose Brevipalpus phoenicis 

em citros e café, o ácaro-vermelho Olingonychus ilicis em café e o ácaro-vermelho-europeu 

Panonychus ulmi em maçãs, culturas que são polinizadas por abelhas. 

Este pesticida inibe o complexo mitocondrial II em ácaros ligando-se ao sítio Q do 

complexo succinato desidrogenase, bloqueando fisicamente o acesso à ubiquinona (Sierotzki e 

Scalliet, 2013). Com isso, a cadeia transportadora de elétrons é bloqueada, afetando assim a 
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produção de energia (ATP) nas células e levando a morte dos ácaros. É considerado sem efeitos 

ou com impacto limitado em artrópodes benéficos e inimigos naturais, sendo, portanto, 

recomendado para uso no manejo integrado de pragas (Takahashi et al., 2012). Entretanto, 

resíduos de ciflumetofem permanecem no meio ambiente, com seus metabólitos 

frequentemente liberados em quantidade maiores do que seu composto original, sendo um 

potencial contaminante (Li et al., 2012; 2013). Contudo, não há dados sobre os efeitos desse 

pesticida em órgãos de A. mellifera, que poliniza as culturas de maçã, café e citros e podem ser 

expostas a esse pesticida durante o forrageio, tanto ao encontrarem recursos contaminados 

como néctar, pólen e água (Oldroyd, 2007), como também por contato quando as abelhas 

pousam em plantas tratadas ou durante a pulverização de culturas (Gradish et al., 2019; 

Sgolastra et al., 2019). Sendo assim, é importante entender como A. mellifera pode ser afetada 

por ciflumetofem, principalmente aqueles órgãos envolvidos nos processos de detoxificação, 

crescimento da colônia e com importantes funções no metabolismo do inseto, como o intestino 

médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso.  

Nas abelhas, o trato digestório é dividido em intestinos anterior, médio e posterior 

(Snodgrass, 1956). O intestino médio é o local mais importante para a digestão e absorção de 

nutrientes (Cruz-Landim, 2009), mas com função também na detoxificação de químicos 

ingeridos (Kiljanek et al., 2016), sendo o principal local de entrada de inseticidas (Denecke et 

al., 2018). O intestino médio é formado por um epitélio simples com células digestivas 

colunares responsáveis pela absorção de nutrientes e síntese de enzimas digestivas e 

componentes da matriz peritrófica (Serrão e Cruz-Landim, 1995, 1996; Marques-Silva et al., 

2005). Além das células digestivas, o epitélio do intestino médio é formado por células 

endócrinas isoladas que produzem hormônios (Neves et al., 2003) e por células regenerativas, 

responsáveis por substituir as células que morrem (Martins et al., 2006; Fernandes et al., 2010).  
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A matriz peritrófica, produzida pelas células do intestino médio, é composta por quitina, 

glicosaminoglicanos, glicoproteínas e proteínas (Liu et al., 2012; Jariyapan et al., 2013; 

Moussian, 2013). Essa matriz é multifuncional: participa da absorção de nutrientes, representa 

a primeira barreira contra patógenos (Oliveira et al., 2022) e toxinas ingeridas durante a 

alimentação (Jariyapan et al., 2013; Silva et al., 2016; Teixeira et al., 2019; Chen et al., 2021), 

sendo capaz de inativar as toxinas ingeridas (Summers e Felton, 1996) e previne danos 

mecânicos às células intestinais (Lehane, 1997; Martin et al., 2006). 

As glândulas hipofaríngeas ocorrem apenas nos Hymenoptera e possuem graus variados 

de desenvolvimento (Arthidoro de Castro et al., 2020). São estruturas pareadas localizadas 

bilateralmente na cabeça, na frente do cérebro, entre os olhos compostos (Cruz-Landim e Costa, 

1998). As unidades secretoras dessas glândulas são globulares e compostas por ácinos uni- ou 

multicelulares que liberam suas secreções em um canal axial (Knecht e Kaatz, 1990; Deseyn e 

Billen, 2005). Cada célula secretora apresenta um núcleo central e um túbulo membranoso que 

o serpenteia, chamado de aparato terminal (Richter et al., 2016).  Em A. mellifera, a secreção 

dessas glândulas é a geleia real, principal fonte de alimento para as larvas e produzida e 

fornecida por operárias jovens (Hrassnigg e Crailsheim, 1998), desempenhando um papel 

essencial na dieta e diferenciação de castas (Michener, 1974). As abelhas operárias mais novas 

produzem geleia real e alimentam as larvas, mas à medida que se transformam em forrageiras, 

o tamanho das glândulas hipofaríngeas diminui (Britto et al., 2004) e a secreção de proteínas é 

alterada passando a incluir enzimas como alfa-glicosidade, glicose oxidase e amilase (Ohashi 

et al., 1999). Essa alteração no tamanho da glândula hipofaríngea e na produção de enzimas é 

normal e faz parte do desenvolvimento das abelhas. Contudo, diminuição na atividade dessa 

glândula, fora dessa mudança de função, de operária para forrageira, afeta a produção de geleia 

real, prejudica o crescimento da colônia (Heylen et al., 2011), tanto pela quantidade, como pela 

qualidade da geleia real produzida que será ofertada para as larvas em desenvolvimento e para 
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as rainhas, onde pode afetar a produção de ovos. Sendo assim, alterações anormais na produção 

de secreção nas glândulas hipofaríngeas é considerado um indicador de falha no 

desenvolvimento e fisiologia das abelhas devido a exposição a pesticidas (Škerl e Gregorc, 

2010). 

O corpo gorduroso é um órgão que se distribui por todo o corpo do inseto (Roma et al., 

2010), com importantes funções no metabolismo (Nilsen et al., 2011; Wang et al., 2012), sendo 

um dos órgãos mais importantes para os processos de manutenção das funções fisiológicas e 

reprodução (Roma et al., 2010). Este órgão armazena e libera energia em resposta às demandas 

do inseto (Arrese e Soulages, 2010) e apresenta atividade biossintética (Law e Wells, 1989) das 

proteínas da hemolinfa e metabólitos circulantes (Arrese e Soulages, 2010), e na produção de 

vitelogenina, proteína com importante papel na reprodução dos insetos (Roma et al., 2010; 

Brejcha et al., 2023). Além disso, produz vários peptídeos antimicrobianos (Ferrandon et al., 

2007) e participa da desintoxicação do metabolismo do nitrogênio (Law e Wells, 1989) e 

detoxificação de xenobióticos (Domingues et al., 2017). Também é um órgão alvo para a ação 

de todos os principais hormônios dos insetos, como os hormônios neurais, juvenil e ecdisona 

(Keeley, 1985).  

Os níveis de nutrientes acumulados no corpo gorduroso modulam vários aspectos 

importantes da vida do inseto, como a taxa de crescimento, o momento da metamorfose e a 

produção de ovos (Mirth e Riddiford, 2007). O corpo gorduroso também faz parte do sistema 

imune, pois os lipídeos armazenados são mobilizados para a hemolinfa em resposta a um 

desafio imunológico (Dettloff et al., 2001; Cheon et al., 2006). Assim, este órgão é um indicador 

biológico potencial do estado dos indivíduos durante a vida de uma colônia (Toth e Robinson, 

2005).  

Nas abelhas adultas, o estado do corpo gorduroso muda de acordo com o período do 

ciclo de vida e função desse inseto (Keller et al., 2005; Toth e Robinson, 2005; Chobotow e 
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Strachecka, 2013). O corpo gorduroso é formado pelos trofócitos e urócitos, podendo ter 

enócitos associados. Os trofócitos (origem mesodérmica), são as células mais numerosas 

responsáveis pelo armazenamento e secreção de nutrientes e detoxificação (Wójcik et al., 

2022). Os urócitos, estão presentes nas larvas e adultos recém-emergidos (Cruz-Landim 2000; 

Paes-de-Oliveira e Cruz-Landim 2003) onde substituem os túbulos de Malpighi, na fase larval, 

durante a metamorfose e armazenam sais de urato reduzindo a concentração de produtos tóxicos 

na hemolinfa (Snodgrass 1935; Costa-Leonardo et al., 2013, Furtado et al., 2013).  Os enócitos, 

por sua vez, tem origem ectodérmica, sendo o segundo tipo celular em abundância no corpo 

gorduroso, responsáveis pela síntese de carboidratos (Skowronek et al., 2021) e lipídeos da 

cutícula do exoesqueleto (Chapman et al., 2013) e participação na síntese do hormônio 

ecdisteróide (Romer et al., 1974; Chiang et al., 2016).  

Apesar das importantes funções desses órgãos para um inseto polinizador de extrema 

importância para os ecossistemas e agricultura, poucos estudos tem avaliado os efeitos de 

ciflumetofem em A. mellifera e em outros insetos não-alvo desse pesticida. Mas todos os 

estudos já realizados obtiveram como resultado alterações tais como: mortalidade, alterações 

comportamentais (efeito subletal) (Leite et al., 2021) e inibição mitocondrial (Hayashi et al., 

2013). 
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OBJETIVO 

 

O objetivo desse estudo foi avaliar se ciflumetofem apresenta toxicidade para A. 

mellifera. Para tanto foi analisado se a exposição oral das abelhas a concentrações letal e 

subletal de ciflumetofem causam alterações histopatológicas e citotóxicas no intestino médio, 

glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de operárias de A. mellifera.  
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RESUMO 

A abelha Apis mellifera é importante para a manutenção dos ecossistemas, polinização de 

culturas e para a economia, tanto pelo seu papel como polinizadora como por seus produtos 

comercializáveis. Nos últimos anos, tem sido relatado o declínio nas populações de abelhas, 

com causas multifatoriais, entre elas, a intensificação no uso de pesticidas na agricultura. Dentre 

esses pesticidas, ciflumetofem é um pesticida utilizado em culturas de maçã, café e citros, que 

tem A. mellifera como principal polinizadora, sendo um potencial alvo desse químico, durante 

o forrageio. Este estudo avaliou danos histopatológicos e citológicos no intestino médio, 

glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de operárias de A. mellifera expostas à CL50 de 

ciflumetofem. O epitélio do intestino médio das abelhas tratadas apresentou vacuolização 

citoplasmática, liberação de vesículas e fragmentos celulares, indicativos de autofagia, 

detoxificação e morte celular. Análise ultraestrutural do intestino médio mostrou dilatação do 

labirinto basal e presença de esferocristais nas células digestivas. As glândulas hipofaríngeas 

apresentaram maiores quantidades de secreção nas abelhas tratadas, enquanto o corpo 

gorduroso não apresentou alterações. Os resultados indicam que a exposição aguda de A. 

mellifera ao ciflumetofem afeta negativamente essa abelha, gerando danos no intestino médio 

e alterações na glândula hipofaríngea que podem comprometer a sobrevivência desse 

polinizador.  
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1. INTRODUÇÃO 

A abelha Apis mellifera é importante para a manutenção da biodiversidade dos 

ecossistemas (Alonso-Prados et al., 2020) e de grande importância econômica, tanto pela 

produção e comercialização de seus produtos (mel, geleia real, própolis e cera) (Viuda-Martos 

et al., 2008; Cornara et al., 2017), quanto pelo seu papel na polinização de plantas cultivadas 

na agricultura (Gallai et al., 2009; Winfree et al., 2011, Hipólito et al., 2019; Borges et al., 

2020). Globalmente, o valor da polinização por insetos é estimado em mais de US$ 200 bilhões, 

cerca de 9,5% do valor total da produção agrícola (vanEngelsdorp e Meixner, 2010), sendo as 

abelhas, os polinizadores mais importantes para a maioria das culturas em todo o mundo 

(McGregor, 1976; Delaplane e Mayer, 2000). 

Apesar de sua importância, o declínio nas populações de muitas espécies de abelhas é 

um problema mundial que afeta a apicultura, ecossistemas naturais e a agricultura (Aizen et al., 

2019; Castilhos et al., 2019; Powney et al., 2019; Zattara e Aizen, 2021). As causas mais 

prováveis para esse fenômeno global, incluem infecções por patógenos e parasitas, poluição 

ambiental, fragmentação e perda de habitat naturais, monoculturas, mudanças climáticas, 

manejo incorreto e intensificação no uso de pesticidas (vanEngelsdorp et al., 2009; Potts et al., 

2010; Goulson et al., 2015; Grab et al., 2019; Guimarães-Cestaro et al., 2020; Gregorc, 2020; 

Grant et al., 2021).  

Dentre os pesticidas, ciflumetofem é um pesticida de benzoil acetonitrila (Sun et al., 

2016) utilizado para o controle de uma variedade de ácaros pragas em plantações de maçã, 

nozes, pepino, tomate, chás e plantas ornamentais (Takahashi et al., 2012; Chen et al., 2013). 

No Brasil, esse pesticida é indicado para combater o ácaro-da-leprose Brevipalpus phoenicis 

em citros e café, o ácaro-vermelho Olingonychus ilicis em café e o ácaro-vermelho-europeu 

Panonychus ulmi em maçãs, culturas que são polinizadas por abelhas. 
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O ciflumetofem inibe o complexo mitocondrial II em ácaros ligando-se ao sítio Q do 

complexo succinato desidrogenase, bloqueando o acesso à ubiquinona (Sierotzki e Scalliet, 

2013). Com isso, a cadeia transportadora de elétrons é bloqueada, afetando assim a produção 

de energia (ATP) nas células e levando a morte dos ácaros. É considerado sem efeitos ou com 

impacto limitado em artrópodes benéficos e inimigos naturais, sendo recomendado para uso no 

manejo integrado de pragas (Takahashi et al., 2012). Entretanto, resíduos de ciflumetofem 

permanecem no ambiente e seus metabólitos frequentemente são liberados em quantidade 

maiores que o composto original, sendo um potencial contaminante ambiental (Li et al., 2012; 

2013). Contudo, não há dados sobre os efeitos desse pesticida em órgãos de A. mellifera, que 

poliniza as culturas de maçã, café e citros e podem ser expostas a esse pesticida pelo consumo 

de recursos contaminados como néctar, pólen e água (Oldroyd, 2007), como por contato, 

quando as abelhas pousam em plantas tratadas ou durante a pulverização de culturas (Gradish 

et al., 2019; Sgolastra et al., 2019). Assim, é importante entender como A. mellifera pode ser 

afetada por ciflumetofem, principalmente aqueles órgãos envolvidos nos processos de 

detoxificação, crescimento da colônia e no metabolismo do inseto, incluindo o intestino médio, 

glândula hipofaríngea e corpo gorduroso.  

Nas abelhas, o intestino médio é o órgão de digestão e absorção de nutrientes (Cruz-

Landim, 2009) e detoxificação de químicos ingeridos (Kiljanek et al., 2016), sendo o principal 

local de entrada de inseticidas (Denecke et al., 2018). As glândulas hipofaríngeas em abelhas 

operárias adultas de A. mellifera, é o local da síntese de componentes da geleia real, principal 

fonte de alimento para as larvas e rainha (Hrassnigg e Crailsheim, 1998), desempenhando papel 

essencial na dieta e diferenciação de castas (Michener, 1974). Diminuição na atividade dessa 

glândula e, portanto, na produção de geleia real, prejudica o crescimento da colônia (Heylen et 

al., 2011). Sendo assim, alterações anormais na produção de secreção das glândulas 
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hipofaríngeas é considerado um indicador de falha no desenvolvimento e fisiologia das abelhas 

devido a exposição a pesticidas (Škerl e Gregorc, 2010). 

O corpo gorduroso é um dos órgãos mais importantes para os processos de manutenção 

das funções fisiológicas e reprodução nos insetos (Roma et al., 2010), participa na detoxificação 

de xenobióticos (Domingues et al., 2017), na defesa imune (Dettloff et al., 2001; Cheon et al., 

2006) e é um órgão alvo para a ação dos principais hormônios dos insetos, como os hormônios 

neurais, juvenil e ecdisona (Keeley, 1985). Além disso, os níveis de nutrientes acumulados no 

corpo gorduroso modulam vários aspectos importantes da vida do inseto, como a taxa de 

crescimento, a metamorfose e a produção de ovos (Mirth e Riddiford, 2007). Assim, este órgão 

é um indicador biológico potencial da saúde das abelhas (Toth e Robinson, 2005).  

Neste sentido, o objetivo desse estudo foi avaliar se a exposição oral aguda ao 

ciflumetofem é tóxica e causa danos histopatológicos e citotóxicos no intestino médio, glândula 

hipofaríngea e corpo gorduroso de operárias adultas de A. mellifera, contribuindo com novos 

dados sobre os efeitos desse pesticida nesse polinizador.  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Abelhas 

Quadros de cria contendo pupas de A. mellifera foram coletados de três colônias no 

Apiário Central da Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, estado de Minas Gerais, Brasil 

(20° 45′ N 42° 52′ O) e mantidos a 31 ± 2 ° C por 24h. As operárias adultas recém-emergidas 

foram coletadas e utilizadas para os experimentos. 

2.2. Teste de toxicidade 

As abelhas recém-emergidas foram mantidas em potes plásticos de 250 mL, com 10 

abelhas por pote. Durante os três primeiros dias, as abelhas foram mantidas com água, mel e 

pólen ad libitum (Williams et al., 2013). No terceiro dia, o alimento foi substituído por solução 

de sacarose a 50% com as concentrações de ciflumetofem (Okay® SC 200 g de ingrediente 
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ativo/L, Sugai Chemical Industry CP., LTD., Sukai, Japão) a 25 g/L; 12,5 g/L; 6,25 g/L, 3,12 

g/L, 1,56 g/L e 0,78 g/L. Como controle foi usado solução aquosa de sacarose 50% (m/v). O 

experimento foi realizado em triplicata, com 10 abelhas com três dias de vida por pote plástico 

(250 mL), totalizando 30 abelhas por concentração de ciflumetofem e o controle. Em cada pote 

plástico, o alimento foi ofertado, ad libitum, em um microtubo de 1,5 mL perfurado (Williams 

et al., 2013). O número de abelhas mortas foi contado a cada 24h por 72h de exposição ao 

ciflumetofem e no controle. O teste de toxicidade foi adaptado a partir das diretrizes da OCDE 

nº 213 (OCDE, 1998) e Williams et al. (2013). 

2.3. Exposição  

 As abelhas recém-emergidas (<24h de vida adulta) foram alimentadas por 24h, 48h e 

72h com a CL50 de ciflumetofem estimada a partir do teste de toxicidade diluído em sacarose 

50%. As abelhas do controle receberam apenas a solução de sacarose a 50% sem ciflumetofem. 

Cada grupo de abelha foi composto por 10 indivíduos mantidos em frascos de plástico de 250 

mL conforme descrito acima. Os testes foram realizados em triplicata. 

2.4. Microscopia de luz 

Cinco operárias para cada tempo de exposição (24h, 48h e 72h), tratadas com CL50 de 

ciflumetofem e controle, foram imobilizadas a 4 oC por 3 minutos e transferidas para solução 

salina para insetos (0,1 M NaCl+0,2 M KH2PO4+0,2 M Na2HPO4) e os intestino médio, 

glândula hipofaríngea e corpo gorduroso dissecados e transferidos para solução fixadora de 

Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12h a 5 °C.  A seguir as amostras foram desidratadas em 

gradiente de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) e embebidas em historesina (Leica Biosystem 

Nussloch GmbH, Wetzlar, Alemanha) conforme instruções do fabricante. Secções com 4 m 

de espessura foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em microscópio de luz 

Olympus BX-60 (Olympus Corporation, Tokyo, Japão). 

2.5. Índice de lesão no intestino médio 
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Dentre as amostras de intestino médio obtidas para microscopia de luz, foram selecionadas 

cinco secções aleatoriamente para avaliar o índice de lesão de órgãos causado pelo 

ciflumetofem após exposição oral, de acordo com Bernet et al. (1999) e Grella et al. (2019). A 

soma de todas as alterações histológicas em cada intestino médio foi calculada por abelha 

(totalizando 5 abelhas por tempo de exposição) com a equação Iorg = Σalt (a x w), onde Σalt é 

a soma das alterações, a é o valor da pontuação e w é o fator de importância (Bernet et al., 

1999). As pontuações foram classificadas como: i) nenhuma ocorrência = 0, ii) ocorrência leve 

= 1, iii) ocorrência moderada = 2 ou iv) ocorrência grave = 3. As importâncias dos fatores foram 

classificadas como: i) dano reversível = 1 (fragmentos de células eliminados, secreção 

apócrina), ii) dano geralmente reversível = 2 (vacuolização celular), e iii) dano irreversível = 3 

(núcleo picnótico, dano em células regenerativas) (Grella et al., 2019).  

2.6.  Histoquímica 

Algumas secções histológicas não coradas foram submetidas aos testes histoquímicos a 

seguir. 

2.6.1. Detecção e quantificação de proteínas 

As secções histológicas do intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de 

cinco operárias A. mellifera por tratamento e controle, foram incubadas em mercúrio 

bromofenol (100 mL de ácido acético 2%; 0,05 g de azul de bromofenol; 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 com meio de montagem Entellan e lamínulas de 24 x 

60 mm, analisadas e fotografadas em fotomicroscópio Olympus BX53. Para cada abelha foram 

obtidas imagens de cinco secções aleatórias do intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo 

gorduroso, que foram utilizadas para quantificação de proteínas de acordo com a intensidade 

de reação pelo mercúrio de bromofenol utilizando o software ImageJ/FIJI. A intensidade da 

reação positiva para mercúrio de bromofenol foi medida através da análise da intensidade dos 



 

 

39 

 

valores de cinza das imagens (Urstadt, 2022). As imagens tiveram seus valores de pixel 

convertidos da escala de cores RGB (red-vermelho, green-verde, blue-azul) para escala de 

cinza. Áreas de 32 x 32 pixels para intestino médio e corpo gorduroso, e de 100 x 100 pixels 

para glândula hipofaríngea foram utilizadas nas análises. 

2.6.2. Detecção e quantificação de polissacarídeos neutros e glicoconjugados 

As secções histológicas do intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de 

A. mellifera foram submetidas ao teste de ácido periódico-Schiff (PAS). As amostras foram 

incubadas 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. Então, foram lavadas em 

água corrente por 30 min, montadas, analisadas e fotografadas em microscópio Olympus BX60. 

As imagens obtidas do intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de cada abelha 

(n= 5) foram utilizadas para quantificação de carboidratos de acordo com a intensidade de 

coloração de PAS utilizando o software ImageJ/FIJI. A intensidade da reação positiva para PAS 

foi medida através da análise da intensidade dos valores de cinza das imagens (Urstadt, 2022) 

conforme descrito acima. 

2.6.3. Quantificação de lipídeos 

As imagens obtidas dos trofócitos presentes no corpo gorduroso (corados com mercúrio 

de bromofenol) foram utilizadas para quantificação de lipídeos. Cinco secções aleatórias por 

abelha (n = 5) foram analisadas com o programa GIMP versão 2.10 (https://www.gimp.org/), 

com o auxílio da ferramenta de seleção por cor (Solomon, 2009). A área preenchida por 

lipídeos, caracterizada pela ausência de reação positiva foi quantificada em número de pixels.  

2.7. Citotoxicidade 

Cinco abelhas do grupo controle e cinco abelhas alimentadas com CL50 de cilfumetofem 

foram dissecadas. O intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso foram 

transferidos para solução fixadora contendo glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio 
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0,2 M, pH 7,2 e 0,2 M de sacarose por 4 h em temperatura ambiente. As amostras foram pós-

fixadas em tetróxido de ósmio a 1% no mesmo tampão por 2 h, lavadas em tampão, desidratadas 

em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) e embebidas em resina LR Wite (London 

Resin Company Ltd.). Secções ultrafinas (60-90 nm de espessura) foram obtidas com navalha 

de diamante em ultramicrótomo Sorvall MT2-BMT2-B (Sorvall Instruments, Wilmington, DE, 

USA), contrastadas com acetato de uranila aquosa 1% e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e 

examinadas em microscópio eletrônico de transmissão Zeiss Libra 120 (Carl Zeiss, Jena, 

Germany). 

2.8.  Estatística 

Os dados de mortalidade das abelhas, obtidos no teste de toxicidade, foram submetidos 

a análise Probit com o programa SAS para Windows v. 9.3. (SAS Institute, 2002). Para o índice 

de lesão no intestino médio, a soma de todas as alterações histológicas, em cada intestino por 

abelha, foi analisada com teste t-Student usando o programa GraphPadPrism v.7.0.  

Os dados de intensidade dos valores de cinza das imagens, utilizados para quantificação 

de proteínas e carboidratos, e os valores de pixels, utilizados para a quantificação de lipídeos, 

foram submetidos ao teste t-Student com software R versão 4.2.2 (R Core Team, 2020) e os 

pacotes stats e ggplot2 (Wickham, 2016).  

Todas as análises foram realizadas com 5% de significância. 

3. RESULTADOS 

3.1.  Teste de toxicidade 

O modelo de concentração-mortalidade usado foi adequado (p > 0,05), confirmando a 

toxicidade de ciflumetofem para A. mellifera e permitindo parâmetros toxicológicos para 

determinar as CL25= 1,14 g/L, CL50= 2,54 g/L, CL75= 5,63 g/L e CL90= 11,53 g/L (Tabela 1). 

A mortalidade no grupo controle foi menor que 1%. 
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Tabela 1. Concentração letal de ciflumetofem em Apis mellifera após 72 horas de exposição 

(Probit, gl = 5, inclinação ± ep = 1,949 ± 0.25, intercepto = 1,788). 

Nº de insetos Concentração 

letal 

Concentração 

estimada (g/L) 

95% intervalo de 

confiança (g/L) 

χ2 (p-valor) 

30 CL25 1,14    0,78 - 1,51 7,25 (0,12) 

30 CL50 2,54    1,96 - 3,32  

30 CL75 5,63     4,19 - 8,54  

30 CL90 11,53    7,75 - 21,45  

 

3.2. Histopatologia 

3.2.1. Intestino médio 

No controle, o epitélio do intestino médio das abelhas é formado por uma única camada 

de células colunares com núcleos elípticos ricos em cromatina descondensada, citoplasma com 

presença de pequenos vacúolos, superfície apical mostrando borda estriada bem desenvolvida 

e na porção basal ocorrem ninhos de células regenerativas (Fig. 1A).  

No intestino médio das abelhas tratadas com a CL50 de ciflumetofem, ocorreram danos 

histopatológicos em todos os tempos de exposição. Após 24h de exposição, foi observada a 

presença de muitos vacúolos citoplasmáticos nas células digestivas, condensação da cromatina 

nuclear, fragmentação celular e presença de matriz peritrófica (Fig. 1B). Após 48h, houve 

liberação de vesículas caracterizada pela presença de protrusões na superfície apical (Fig. 1C), 

intensa vacuolização citoplasmática nas células digestivas e liberação de fragmentos celulares 

para o lúmen (Fig. 1D). Em 72h de exposição ao ciflumetofem, foi observada a liberação de 

fragmentos celulares (Fig. 1E) e muitos vacúolos no citoplasma (Fig. 1F).  
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Figura 1. Micrografias de luz do intestino médio de Apis mellifera. A) Epitélio de abelha 
controle com uma única camada de células digestivas colunares (cd) com núcleos (n) ricos em 
cromatina descondensada, borda estriada (be) bem desenvolvida, ninhos de células 
regenerativas (cr) na porção basal e presença de alguns pequenos vacúolos (v). B) Epitélio de 
abelha exposta ao ciflumetofem por 24h mostrando a presença de muitos vacúolos (v) no 
citoplasma das células digestivas (cd), fragmentos celulares (seta) e matriz peritrófica (mp). C, 
D) Epitélio de abelha exposta ao ciflumetofem por 48h mostrando vacúolos nas células 
digestivas e liberação de vesículas (asterisco). Em D, evidenciamos a intensa vacuolização 
citoplasmática e condensação da cromatina nuclear. E, F) Epitélio intestinal de abelha exposta 
ao ciflumetofem por 72h mostrando vacúolos no citoplasma e vários fragmentos das células 
digestivas com borda estriada e membrana peritrófica. Barra de escala: 10 µm. 
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O índice de lesão no intestino médio (Fig. 2) foi similar entre as abelhas controle e 

tratadas com a CL50 do inseticida por 24h (t1,8 = 1,36; p = 0,2106; Fig. 2A) e 72h (t1,8 = 0,23; p 

= 0,8220; Fig. 2C). Entretanto, após 48h de exposição ao ciflumetofem, ocorreu aumento no 

índice de lesão do intestino médio (t1,8 = 4,27; p < 0,0027; Fig. 2B). 

Figura 2. Índice de lesão no intestino médio de Apis mellifera exposta à CL50 de ciflumetofem 
por 24h (A), 48h (B) e 72h (C). Asterisco indica diferença estatística entre o tratamento e o 
controle, n.s. indica ausência de diferença estatística.  
 

3.2.2. Glândula hipofaríngea  

As glândulas hipofaríngeas de A. mellifera são formadas por várias unidades globulares 

(ácinos) compostas por várias células secretoras com núcleo bem desenvolvido rico em 

cromatina descondensada e um aparato terminal que preenche praticamente todo o espaço 

dentro de cada uma das células secretoras (Figs. 3A-B e 4A-C). Não foram encontradas 

diferenças histopatológicas nos ácinos das glândulas hipofaríngeas entre as abelhas do controle 

(Fig. 3) e as tratadas com a CL50 de ciflumetofem nos diferentes tempos de exposição (Fig. 4A-

C). 
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Figura 3. Micrografias de luz de glândula hipofaríngea de Apis mellifera. Controle. A, B) 

Ácinos (a) formados por células secretoras (cs) com núcleo (cabeça de seta) e citoplasma com 

aparato terminal (at). Coloração: A) Hematoxilina e eosina. B) Mercúrio de bromofenol. cp: 

canal principal. Barra de escala: 20 μm. 

 

3.2.3. Corpo gorduroso 

O corpo gorduroso é formado pelos trofócitos, células globulares preenchidas por 

gotículas lipídicas que possuem núcleos irregulares bem desenvolvidos com cromatina 

descondensada e vários nucléolos, e também pelos enócitos, que possuem forma elipsoide com 

limites bem definidos e núcleo esférico centralizado com vários nucléolos e pequenos vacúolos 

em seu citoplasma (Fig. 5A-D). As abelhas tratadas com a CL50 de ciflumetofem nos diferentes 

tempos de exposição (Fig. 5B-D) não apresentaram mudanças histopatológicas no corpo 

gorduroso em relação ao controle (Fig. 5A). 

3.3. Histoquímica 

O teste histoquímico para detecção de proteínas (mercúrio de bromofenol) foi positivo 

no intestino médio (Fig. 6A-D), glândula hipofaríngea (Fig. 3B) e corpo gorduroso (Fig. 5A-

D) de A. mellifera, tanto nas abelhas controle, como nas tratadas.  
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Figura 4. Glândula hipofaríngea de abelhas alimentadas com CL50 de ciflumetofem: A) 24h; 
B) 48h; C) 72h. A) Ácino secretor, destacando uma célula secretora (cs), núcleo (n) de cada 
célula secretora e aparato terminal (at). B, C) Vários ácinos secretores. Coloração: A) 
Hematoxilina e eosina; B, C) Bromofenol mercúrio. Barra de escala: 10 µm. 
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Figura 5. Micrografias de luz do corpo gorduroso de Apis mellifera mostrando os trofócitos 
(tf) com formato variável preenchido por gotículas lipídicas (gl), núcleos ramificados (*) com 
vários nucléolos e os enócitos (e) com formato elipsoide, com limites bem definidos, núcleo 
esférico centralizado (*) com vários nucléolos e presença de pequenos vacúolos no citoplasma 
(cabeças de setas). A) Controle. Tratamento com ciflumetofem CL50: B) 24h; C) 48h; D) 72h. 
Coloração: mercúrio de bromofenol. Barra de escala: 20 μm. 
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Figura 6. Micrografias de luz do intestino médio de Apis mellifera, positivas para proteínas 
utilizando mercúrio de bromofenol. A) Controle. Tratamentos com ciflumetofem CL50: B) 24h, 
(C) 48h, D) 72h. Intestino médio mostrando lúmen (l), epitélio formado por células digestivas 
(cd) colunares, borda em escova (be) bem desenvolvida e presença de vacúolos (v) no 
citoplasma. Barra de escala: 20 μm. 
 

A intensidade da reação de mercúrio de bromofenol no intestino médio de A. mellifera 

foi similar entre o controle e as abelhas tratadas por 24h (t1,4 = 2,37; p = 0,07) e 72h com 

ciflumetofem (t1,4 = 1,15; p = 0,31), mas houve maior intensidade de reação naquelas expostas 

por 48h (t1,4 = 4,12; p < 0,01) (Fig. 7). 

Nas glândulas hipofaríngeas, a intensidade da reação de mercúrio de bromofenol foi 

similar entre o controle e todos os tratamentos com ciflumetofem por 24h (t1,4 = 2,15; p = 0,09), 

48h (t1,4 = 0,21; p = 0,82) e 72h (t1,4 = 0,36; p = 0,73) (Fig. 8). 
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Figura 7. Intensidade da reação positiva pela técnica histoquímica de mercúrio de bromofenol 
no intestino médio de Apis mellifera em 24h, 48h e 72h de exposição ao ciflumetofem e 
respectivos controles. Asterisco (*) indica diferença estatística (p < 0,05) e n.s. indica ausência 
de diferenças estatística (p > 0,05).  
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Figura 8. Intensidade da reação positiva pela técnica histoquímica de mercúrio de bromofenol 
na glândula hipofaríngea de Apis mellifera em 24h, 48h e 72h após exposição ao ciflumetofem 
e respectivos controles. n.s. indica ausência de diferenças estatísticas (p > 0,05).  
 

No corpo gorduroso de operárias de A. mellifera tratadas com ciflumetofem por 24h (t1,4 

= 6,16; p < 0,003) houve menor intensidade de reação ao mercúrio de bromofenol que no 

controle, sendo as médias entre controle e tratamento similares em 48h (t1,4 = 0,49; p = 0,64) e 

maior nas abelhas tratadas por 72h (t1,4 = 3,86; p < 0,01) (Fig. 9).  
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O teste histoquímico para detecção de carboidratos (PAS) foi positivo no intestino 

médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de A. mellifera, tanto nas abelhas do controle, 

como nas tratadas com ciflumetofem (Fig. 10). 
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Figura 10. Micrografias de luz do intestino médio (A, B), glândula hipofaríngea (C, D) e corpo 
gorduroso (E, F) de Apis mellifera submetidas ao teste periódico de ácido-Schiff (PAS). (A, C, 
E) = Controle. (B, D, F) = tratamento 72h com ciflumetofem. A-B) Intestino médio 
completamente corado (cor fúcsia) por PAS indicando reação positiva. Observe a borda estriada 
(be) intensamente corada. C-D) Cortes transversais e longitudinais, respectivamente, dos ácinos 
(a) que formam a glândula hipofaríngea mostrando o túbulo membranoso (indicados por setas 
pretas) intensamente corado do aparato terminal (at) de cada célula secretora e os ductos 
coletores (cc) onde as secreções são liberadas. EF) Trofócitos (tf) preenchidos por gotículas 
lipídicas (gl) e enócitos (e) do corpo gorduroso. Barra de escala: 10 μm. 
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A intensidade da reação PAS no intestino médio de A. mellifera foi similar entre controle 

e exposição ao ciflumetofem em 24h (t1,4 = 0,82; p = 0,45), 48h (t1,4 = 0,92; p = 0,40) e 72h (t1,4 

= 0,96; p = 0,39) (Fig. 11A), nas glândulas hipofaríngeas, em 24h (t1,4 = 0,68; p = 0,53), 48h 

(t1,4 = 1,94; p = 0,12) e 72h (t1,4 = 1,97; p = 0,11) (Fig. 11B) e no corpo gorduroso, em 24h (t1,4 

= 0,15; p = 0,88), 48h (t1,4 = 1,49; p = 0,20) e 72h (t1,4 = 0,67; p = 0,53) (Fig. 11C). 

Nos trofócitos de operárias de A. mellifera, a quantidade de lipídeos foi similar entre as 

abelhas controle e as tratadas com CL50 de ciflumetofem por 24h (t1,4 = 2,51; p = 0,0658), 48h 

(t1,4 = 0,96; p = 0,3889) e 72h (t1,4 = 0,66; p = 0,5417) (Fig. 11D). 
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Figura 11. Intensidade da marcação positiva da técnica histoquímica do ácido periódico-Schiff 
(PAS) no intestino médio (A), glândula hipofaríngea (B) e corpo gorduroso (C) de Apis 

mellifera em 24h, 48h e 72h de exposição ao ciflumetofem e respectivos controles. D) 
Quantificação de lipídeos nos trofócitos do corpo gorduroso de A. mellifera. n.s. indica ausência 
de diferenças estatisticas (p > 0,05). 

 

3.4. Citotoxicidade 

3.4.1. Intestino médio 

As células digestivas do intestino médio das abelhas do grupo controle, apresentaram 

lâmina basal espessa e muitas invaginações da membrana plasmática formando um labirinto 
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basal bem desenvolvido (Fig. 12A), citoplasma rico em mitocôndrias e vacúolos e 

microvilosidades bem desenvolvidas na superfície apical (Figs. 12B, 12C).  

Nas abelhas tratadas com CL50 de ciflumetofem, por 24h exposição, ocorreu a presença 

de vários vacúolos no citoplasma das células digestivas, alguns com conteúdo em seu interior 

e outros aparentemente vazios (Fig. 12D). Em 48h de exposição ao ciflumetofem, o labirinto 

basal apresentou os espaços extracelulares dilatados (Fig. 12E) e após 72h de exposição o 

citoplasma estava rico em esferocristais (Fig. 12F). 
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Figura 12. Micrografias eletrônicas de transmissão do intestino médio de Apis mellifera. A, B, 
C) Controle. D) 24h, E) 48h e F) 72h de exposição ao ciflumetofem. A) Região basal do 
intestino médio mostrando a lâmina basal (lb) e labirinto basal (l) bem desenvolvido. B) Região 
apical do intestino médio mostrando citoplasma com muitas mitocôndrias (mt) e abundância de 
microvilosidades (mv). C) Região apical do intestino médio apresentando microvilosidades e 
citoplasma com mitocôndrias e vacúolos (v). D) Citoplasma de célula digestiva com presença 
de vários vacúolos. E) Região basal do intestino médio mostrando labirinto basal com espaços 
dilatados e lâmina basal. F) Citoplasma de célula digestiva mostrando presença de retículo 
endoplasmático rugoso (rer) e esferocristais (indicados pelas setas brancas). Barra de escala: A, 
B, D, E) = 1 μm, C) = 5 μm, F) = 500 nm. 
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3.4.2. Glândula hipofaríngea  

As células secretoras das glândulas hipofaríngeas das abelhas do grupo controle 

apresentaram aparato terminal com secreção elétron lúcida em seu lúmen (Fig. 13A). Nas 

glândulas hipofaríngeas das abelhas alimentadas com ciflumetofem por 24h ocorreram algumas 

vesículas de secreção no citoplasma das células secretoras, presença de retículo endoplasmático 

rugoso, aparato terminal dilatado formando sáculos preenchidos com secreção (Fig. 13B). Em 

48h de exposição ao ciflumetofem, ocorreu abundância de vesículas de secreção, algumas 

elétron-lúcidas bem desenvolvidas e outras menores elétron-densas, aparato terminal com 

sáculos pouco dilatados e secreção no lúmen (Fig. 13C). Em 72h de exposição, o aparato 

terminal apresentou sáculos bem dilatados contendo secreção e o citoplasma com muito retículo 

endoplasmático rugoso (Fig. 13D). 

4.4.3. Corpo gorduroso 

Nos trofócitos do corpo gorduroso não foram observadas diferenças ultraestruturais 

entre tratamento e controle. Essas células apresentaram a membrana plasmática com 

invaginações formando um labirinto periférico curto e citoplasma rico em gotículas lipídicas 

com algumas inclusões elétron densas em seu interior (Fig. 14A-B). 
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Figura 13. Micrografias eletrônicas de transmissão de glândula hipofaríngea de Apis mellifera. 
A) Controle. B) 24h, C) 48h e D) 72h de exposição ao ciflumetofem. A) Citoplasma de célula 
secretora mostrando aparato terminal (at) com secreção eletrón lúcida em seu lúmen. B) 
Vesículas de secreção (*) no citoplasma das células secretoras, retículo endoplasmático rugoso 
(rer) (em detalhe), aparato terminal e dilatação de parte do aparato terminal formando sáculos 
dilatados preenchidos com secreção (s). C) Abundância de vesículas de secreção no citoplasma 
das células secretoras, aparato terminal com secreção no lúmen, sáculos do aparato terminal 
pouco dilatados, indicando pouca secreção e núcleo da célula. D) Aparato terminal com 
secreção no lúmen, sáculos bem dilatados contendo secreção e retículo endoplasmático rugoso 
(rer). Barra de escala: A, D) = 2 μm, B, C) = 5 μm. 
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Figura 14. Micrografias eletrônicas de transmissão de trofócitos de Apis mellifera. A) Controle. 
B) 72h de exposição ao ciflumetofem. A, B) Trofócito formado por labirinto periférico (lp) e 
citoplasma (c) preenchido por gotículas lipídicas (gl) com inclusões eletrodensas em seu 
interior. Barra de escala: A) 5 μm, B) 2 μm.  
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4. DISCUSSÃO 

O teste de concentração mortalidade revela que o ciflumetofem é tóxico para operárias 

de A. mellifera com a CL50 de 2,54 g/L. Esse valor é 30 vezes superior àquele obtido para a 

abelha sem ferrão Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) que foi 0,08 g/L de ciflumetofem, 

com mortalidade de 4% a 12% das abelhas até 96 horas com diferentes modos de exposição 

(Leite et al., 2021). Isso nos mostra que o ciflumetofem é menos tóxico para A. mellifera do 

que para T. angustula. Assim, diferentes espécies de abelhas apresentam diferentes respostas 

toxicológicas ao ciflumetofem.   

Além da mortalidade, o ciflumetofem causa danos ao intestino médio de operárias de A. 

mellifera. A maior quantidade de vacúolos citoplasmáticos nos intestinos médios das abelhas 

tratadas com a CL50 de ciflumetofem após 24h, 48h e 72h de exposição, em relação ao controle, 

tanto na microscopia de luz, como na microscopia eletrônica de transmissão, pode ser devido a 

ocorrência de autofagia, similar ao observado para os pesticidas fipronil e ácido bórico (Cruz 

et al., 2010), lambda-cihalotrina (Arthidoro de Castro et al., 2020), iprodiona (Carneiro et al., 

2020), espiromesifeno (Serra et al., 2021) e imidaclopride (Carneiro et al., 2022). Embora seja 

comum a presença de vacúolos nas células digestivas, a ocorrência destes em grande quantidade 

é característico de células em processo de autofagia durante a renovação de organelas e 

reorganização do citoplasma (Madeo et al., 2015). A autofagia é importante para a homeostase 

celular (Wirawan et al., 2012) e pode ser ativada em resposta a privação de nutrientes e estresse 

celular (Zhang et al., 2017; Mercer et al., 2018), podendo ser um mecanismo de sobrevivência 

por melhorar as condições celulares (Wirawan et al., 2012; Rai et al., 2018). Entretanto, a 

autofagia também pode contribuir para a morte celular por apoptose em caso de esgotamento 

dos principais reguladores que incluem várias proteínas apoptóticas (Wirawan et al., 2012). 

Sendo assim, pode ser sugerido que o ciflumetofem gera estresse celular ativando processos 
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autofágicos nas células do intestino médio e podendo levar a apoptose, causando danos nesse 

órgão em A. mellifera. 

O intestino médio das abelhas tratadas com ciflumetofem por 24h, 48h e 72h, 

apresentam liberação de vesículas.  Liberação de vesículas pelas células é caracterizada pela 

presença de protrusões na superfície apical do epitélio intestinal (Cruz-Landim et al., 1996). O 

aumento na liberação de vesículas é uma resposta das células digestivas à exposição ao 

ciflumetofem, pois está ligada ao processo de detoxificação para reduzir os efeitos dos 

pesticidas (Martínez et al., 2018; dos Santos-Junior et al., 2019). Esse mecanismo de 

detoxificação no intestino médio, ocorre pela ação de enzimas (glicosiltransferases, citocromos 

P450, carboxilases, esterases, glutationa-S-transferases) que protegem as células de produtos 

químicos e efeitos físicos (Rand et al., 2015). Essas enzimas são armazenadas em vesículas 

presentes no citoplasma das células digestivas e são liberadas via secreção apócrina (Aumüller 

et al., 1999), que resulta em perda de 10% do material citoplasmático apical (Terra e Ferreira, 

2012). A liberação dessas vesículas contendo enzimas é intensificada quando o intestino médio 

é exposto a agentes xenobióticos (Ferreira et al.,1990; Cristofoletti et al., 2001). 

As células do epitélio intestinal com fragmentos sendo eliminados no lúmen como 

observado nas abelhas tratadas com ciflumetofem, têm sido associadas com a incapacidade de 

as células realizarem suas funções adequadamente (Grella et al., 2019). Esse dano 

histopatológico foi reportado no intestino médio de abelhas expostas ao fipronil e ácido bórico 

(Cruz et al., 2010; Farder-Gomes et al., 2021), picoxistrobina (Batista et al., 2020), iprodiona 

(Carneiro et al., 2020), espiromesifeno (Serra et al., 2021), imidaclopride (Carneiro et al., 2022) 

e azoxystrobina (Serra et al., 2023). Essas células são substituídas por novas células digestivas 

resultantes da diferenciação de células regenerativas (Batista et al., 2020) presentes na porção 

basal do epitélio (Cruz-Landim e Cavalcante, 2003), para que as funções do intestino não sejam 

prejudicadas (Kakamand et al., 2008). Esse processo de renovação celular também ocorre em 
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abelhas saudáveis para a manutenção do epitélio, de maneira semelhante ao que ocorre devido 

a exposição ao pesticida. Contudo, esse processo ocorre de forma mais acentuada quando o 

intestino médio é exposto a estressores como o ciflumetofem.  

As alterações histopatológicas observadas no intestino médio das abelhas tratadas com 

ciflumetofem também indicam efeitos subletais. Esses efeitos ocorrem quando um composto 

químico não causa a morte imediata do organismo, mas gera alterações comportamentais, no 

desenvolvimento, reprodução, imunidade e aprendizagem das abelhas (Chmiel et al., 2020; 

Souza et al., 2023). Essas mudanças comprometem, a longo prazo, a sobrevivência dos insetos 

(Chaves et al., 2023), levando a uma redução populacional (Zaluski et al., 2015). Ainda, é 

importante ressaltar que, alguns pesticidas quando em combinação, têm potencial para 

aumentar a toxicidade devido a efeitos interativos (Johnson et al., 2013). Nesse sentido, as 

abelhas podem ser contaminadas por diferentes produtos químicos durante o forrageio e, 

portanto, esse efeito interativo deve ser avaliado. 

As análises do índice de lesão no intestino médio de A. mellifera mostram diferenças 

significativas em 48h de exposição ao ciflumetofem em relação ao controle, principalmente nos 

danos reversíveis, o que pode explicar o fato de que em 72h de exposição ao ciflumetofem, não 

há diferença em relação ao controle, provavelmente devido ao fato do intestino médio produzir 

enzimas detoxificantes que revertem ou mitigam os danos observados em 48h de exposição. 

Assim, é plausível sugerir que o ciflumetofem causa efeitos negativos ao intestino médio de A. 

mellifera podendo afetar as funções desse órgão no curto prazo, mas após 72h o órgão pode 

recuperar em parte suas funções, sendo necessários estudos para avaliar o efeito da exposição 

crônica. 

Em relação a citotoxicidade do intestino médio, após 48h de exposição ao ciflumetofem, 

há aumento na dilatação do labirinto basal das células digestivas formados pelas invaginações 

da membrana plasmática, assim como relatado em lagartas de Anticarsia gemmatalis (Fiaz et 
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al., 2018), larvas de Aedes aegypti (Fiaz et al., 2019) e adultos de Podisus nigrispinus (dos 

Santos-Junior et al., 2020) expostos a diferentes inseticidas. Essa dilatação no labirinto basal 

indica maior transporte de substâncias entre a hemolinfa e o citosol das células (Cruz-Landim, 

2009), o que pode ser devido aos processos de detoxificação no intestino médio. Nessas células 

digestivas, também ocorre a presença de esferocristais no citoplasma, estruturas com conteúdo 

mineral organizado em camadas concêntricas (Pinheiro et al., 2008) com funções de 

armazenamento e excreção (Turbeck 1974; Waku e Sumimoto, 1974; Cruz-Landim e Serrão, 

1997; Ballan-Dufrançais, 2002; Pinheiro et al., 2008; Lipovšek et al., 2012; Mutlu e Suludere, 

2020). Esferocristais contribuem para o endurecimento do exoesqueleto e participam dos 

processos de detoxificação nos insetos (Lipovšek et al., 2002), sendo o local de armazenamento 

de excreção de substâncias tóxicas e de materiais residuais não tóxicos (Cruz-Landim e Serrão, 

1997), o que é suportado pela presença de esferocristais apenas nas células digestivas de abelhas 

expostas ao ciflumetofem. 

As glândulas hipofaríngeas de A. mellifera tratadas com ciflumetofem (CL50) em 24h, 

48h e 72h não apresentam danos histopatológicos, como observado para esta glândula em 

abelhas expostas ao inseticida lambda-cialotrina (Arthidoro de Castro et al., 2020). Mas na 

análise da ultraestrutura foi possível observar que nas abelhas tratadas com ciflumetofem, as 

glândulas hipofaríngeas estão mais desenvolvidas, com maiores quantidades de secreção no 

citoplasma e no interior do aparato terminal, formando sáculos dilatados. Em A. mellifera as 

glândulas hipofaríngeas estão ativas a partir do sétimo dia após a emergência, com o pico de 

desenvolvimento entre o 6° e o 12° dia (Qin et al., 2022). Além disso, a glândula hipofaríngea 

tem sua atividade regulada por feromônios das larvas e da glândula mandibular da rainha (Peters 

et al., 2010), os quais estavam ausentes nas condições do experimento. Sendo assim, de alguma 

forma o ciflumetofem altera o desenvolvimento das glândulas hipofaríngeas antecipando a 

atividade secretora, o que pode afetar a colônia como um todo, pois a secreção dessas glândulas 
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é a geleia real, principal fonte de alimento para as larvas até o segundo dia de vida (Hrassnigg 

e Crailsheim, 1998) com papel essencial na dieta e diferenciação de castas (Kamakura, 2011). 

Uma possível explicação é que o ciflumetofem interfere na regulação da síntese do hormônio 

juvenil que participa da regulação secretora da glândula hipofaríngea (Gracioli e Silva de 

Moraes, 2002; Corby-Harris et al., 2016). Abelhas operárias nutridoras tem baixos títulos 

circulantes de hormônio juvenil e glândulas hipofaríngeas bem desenvolvidas (Elekonich et al., 

2001), enquanto que nas abelhas forrageiras, as glândulas hipofaríngeas regridem e ocorre 

aumento nos títulos do hormônio juvenil (Huang et al., 1994). Portanto, o desenvolvimento 

antecipado da glândula hipofaríngea nas abelhas expostas ao ciflumetofem, indica alterações 

no ciclo de desenvolvimento dessa glândula, o que pode afetar a homeostase da colônia, pois 

operárias nutridoras com o desenvolvimento das glândulas hipofaríngeas prejudicado se tornam 

forrageadoras mais rapidamente (Hatjina et al., 2013), assim como as abelhas tratadas com 

hormônio juvenil ou seus análogos (Jaycox et al., 1974; 1976; Robinson 1985; 1987). Contudo, 

a regulação hormonal em um organismo é complexa e envolve um grande número de fatores 

(Li et al., 2021), portanto são necessários mais estudos para a compreensão dos eventos 

associadas com as alterações nas glândulas hipofaríngeas causados pelo ciflumetofem.  

Os resultados aqui apresentados em relação ao corpo gorduroso, onde não foi possível 

encontrar diferenças na morfologia dos trofócitos e enócitos entre as abelhas alimentadas com 

solução de ciflumetofem (CL50) e as controle, são semelhantes àqueles relatados para o 

fungicida picoxistrobina para esta espécie de abelha (Domingues et al., 2017). Entretanto, danos 

ao corpo gorduroso tais como vacuolização, células atípicas, núcleo picnótico, diminuição nas 

áreas das células e alterações nucleares tem sido reportadas para abelha solitária Tetrapedia 

diversipes com o inseticida imidaclopride (de Assis et al., 2022) e em A. mellifera com o 

fungicida piraclostrobina (Inoue et al., 2022). Isso indica que cada pesticida tem diferentes 

efeitos no corpo gorduroso de diferentes abelhas. 
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 Operárias de A. mellifera após exposição oral ao ciflumetofem apresentam diminuição 

das proteínas no corpo gorduroso após 24h e no epitélio do intestino médio após 48h de 

exposição ao ciflumetofem como detectado pela histoquímica, provavelmente devido à 

mobilização das proteínas envolvidas no processo de detoxificação. Algumas enzimas 

envolvidas no processo de detoxificação em insetos são glicosiltransferases, citocromos P450, 

carboxilases, esterases e glutationa-S-transferases (Li et al., 2007; Meech et al., 2012) que 

podem estar sendo mobilizadas no corpo gorduroso durante o processo de detoxificação. Ainda, 

é importante ressaltar que, o corpo gorduroso produz outras proteínas, tais como aquelas de 

armazenamento usadas como reservatório de aminoácidos para a morfogênese, lipoforinas 

responsáveis pelo transporte de lipídeos na circulação e vitelogeninas para a maturação dos 

ovos (Keeley, 1985). Dessa forma, essa variação na quantidade de proteínas presentes no 

intestino médio e no corpo gorduroso de A. mellifera em resposta ao ciflumetofem, afetam o 

metabolismo da abelha em resposta às demandas fisiológicas desse inseto.   

Um resultado intrigante foi a ausência de diferença nas quantidades de glicogênio e 

lipídeos nas células do corpo gorduroso, moléculas importantes como fontes imediatas de 

energia para o metabolismo celular. Em Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), os 

insetos resistentes aos inseticidas utilizados para o controle em grãos armazenados, apresentam 

maiores reservas dessas moléculas energéticas nos trofócitos que os susceptíveis (Guedes et al., 

2006). A ausência de diferenças entre o corpo gorduroso das abelhas tratadas com ciflumetofem 

e controle, pode ser devido ao intestino médio ter sido uma barreira eficaz, impedindo a ação 

do ciflumetofem no corpo gorduroso. 

5. CONCLUSÃO 

Os resultados aqui observados no intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo 

gorduroso de A. mellifera após exposição aguda a ciflumetofem, mostram que esse pesticida 

apresenta toxicidade com a concentração de 2,54 g/L, gera danos no intestino médio e alterações 



 

 

65 

 

na glândula hipofaríngea das abelhas, o que pode afetar os processos digestivos e toda a 

população da colônia. Portanto, a classificação desse composto como sem efeitos ou com 

impacto limitado em artrópodes benéficos e inimigos naturais e com recomendação para uso 

no manejo integrado de pragas necessita ser reavaliado. 
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RESUMO 

A abelha Apis mellifera é polinizadora de várias culturas agrícolas em todo o mundo, além de 

ser um importante bioindicador de poluição ambiental. Nos últimos anos, tem ocorrido declínio 

nas populações de espécies de abelhas com causas multifatoriais, entre elas, a intensificação no 

uso de pesticidas na agricultura. O ciflumetofem é utilizado para o controle de ácaros pragas 

em plantações de citros, café e maçã, culturas que são polinizadas por abelhas e, portanto, 

podem ser contaminadas durante sua atividade de forrageio. Sendo assim, esse estudo avaliou 

os efeitos da concentração subletal (5 ppm) de ciflumetofem no intestino médio, glândula 

hipofaríngea e corpo gorduroso de operárias de A. mellifera com exposição oral por 72h e 10 

dias. O epitélio do intestino médio das abelhas tratadas apresentou células digestivas com 

intensa vacuolização citoplasmática e fragmentação celular, indicativos de autofagia e morte 

celular. O intestino médio apresentou maior índice de lesão em 72h de exposição ao 

ciflumetofem que as abelhas do controle e aquelas expostas por 10 dias, indicando possível 

recuperação do órgão. Nas glândulas hipofaríngeas das abelhas tratadas com ciflumetofem, o 

aparato terminal estava cheio de secreção formando sáculos dilatados, sugerindo que o pesticida 

interfere na regulação secretora dessa glândula. Os testes histoquímicos revelaram diferenças 

entre controle e tratamento tanto em 72h, como em 10 dias de exposição ao ciflumetofem. O 

pesticida causou efeitos citotóxicos no intestino médio, com células digestivas apresentando 

protrusões apicais, ruptura da membrana plasmática, extravasamento do citoplasma e muitos 

vacúolos no citoplasma, características que indicam degeneração celular. Nas glândulas 

hipofaríngeas, as células secretoras apresentaram pequenos grânulos de secreção elétron-densos 

e alguns grânulos maiores de secreção elétron-lúcidos. O corpo gorduroso não apresentou 

alterações. Os resultados indicam que o ciflumetofem em concentração subletal causa danos no 

intestino médio e alterações na glândula hipofaríngea de operárias de A. mellifera, podendo 

comprometer as funções desses órgãos e afetar a manutenção da colônia. 
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1. INTRODUÇÃO 

A polinização é fundamental para a manutenção da biodiversidade dos ecossistemas, 

permitindo a reprodução de espécies de plantas silvestres e cultivadas, através da produção de 

sementes e frutos (Stančić e Fiket, 2023). Cerca de 75% de todas as plantações agrícolas são 

polinizadas por insetos, primariamente as abelhas (Potts et al., 2010), que representam o grupo 

mais importante de polinizadores (Ferenczi et al., 2023). Segundo a United Nations Food and 

Agriculture Organization (FAO) cerca de 90% da produção de alimentos no mundo são 

provenientes de culturas polinizadas principalmente por abelhas (Klein et al., 2007). Dentre as 

abelhas, Apis mellifera é o polinizador economicamente mais valioso de várias monoculturas 

em todo o mundo e seus produtos são utilizados como alimento, matéria-prima e na indústria 

farmacêutica (Papa et al., 2022). Entretanto, A. mellifera pode ser contaminada e acumular 

poluentes durante atividades de forrageio, sendo assim um importante bioindicador de poluição 

ambiental (Papa et al., 2022). 

Estudos têm reportado um declínio nas populações de várias espécies de abelhas, devido 

a diversos fatores, tais como: uso de pesticidas nas plantações, infecções por patógenos e 

parasitas, poluição ambiental, fragmentação e perda de habitats naturais, monoculturas e 

mudanças climáticas (vanEngelsdorp et al., 2009; Potts et al., 2010; Goulson et al., 2015; Grab 

et al., 2019; Guimarães-Cestaro et al., 2020; Gregorc, 2020; Grant et al., 2021). Vários desses 

fatores estão relacionados com a expansão da agricultura, em especial, a intensificação no uso 

de pesticidas, o que tem afetado negativamente as abelhas, que podem ser contaminadas com 

esses pesticidas durante suas atividades de forrageio e podem levar o contaminante para as 

colônias, afetando assim toda a colmeia (Oldroyd, 2007; Gradish et al., 2019; Sgolastra et al., 

2019). 

O ciflumetofem é um pesticida de benzoil acetonitrila desenvolvido pela Otsuka 

AgriTechno Co., Ltd. (Sun et al., 2016) utilizado para o controle de ácaros pragas em plantações 
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de maçã, nozes, pepino, tomate, chás e plantas ornamentais (Takahashi et al., 2012; Chen et al., 

2013). No Brasil, esse pesticida é indicado para combater ácaros em plantações de citros, café 

e maçã, culturas que são polinizadas por abelhas. Embora seja eficiente no controle das pragas 

alvo, resíduos de ciflumetofem permanecem no meio ambiente e seus metabólitos são 

frequentemente liberados em quantidades maiores do que seu composto original, sendo um 

potencial contaminante (Li et al., 2012; 2013). Sendo assim, é importante entender como A. 

mellifera pode ser afetada pelo ciflumetofem, principalmente os efeitos subletais em órgãos 

envolvidos nos processos de detoxificação, crescimento da colônia e com importantes funções 

no metabolismo do inseto, como o intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso, 

respectivamente.  

O objetivo foi avaliar a hipótese que a exposição oral crônica à dose subletal de 

ciflumetofem causa danos às abelhas. Para isso, foram avaliadas a histopatologia e 

citotoxicidade no intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de operárias de A. 

mellifera com a finalidade de fornecer informações sobre os efeitos desse pesticida nesse 

importante polinizador.  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Abelhas 

Quadros de cria contendo pupas de A. mellifera foram coletados de cinco colônias no 

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

42° 52′ O) e mantidos a 31 ± 2 ° C por 24h. As operárias adultas recém-emergidas foram 

coletadas e utilizadas para os experimentos. 

2.2. Exposição crônica 

 As abelhas recém-emergidas (menos de 24h de emergência) foram alimentadas por 72h 

e 10 dias com a CL9/100 (5 ppm) do pesticida Okay® SC 200 g ingrediente ativo L-1 (Sugai 

Chemical Industry CP., LTD., Sukai, Japão) diluído em sacarose 50%. A CL9/100 (5 ppm) foi 
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obtida a partir dos testes de toxicidade no Capítulo 1. As abelhas do controle receberam apenas 

a solução de sacarose a 50% sem pesticida. Cada grupo de abelha foi composto por 10 

indivíduos mantidos em potes de plástico de 250 mL. O experimento foi realizado em triplicata, 

totalizando 30 abelhas por concentração de ciflumetofem e o controle. Em cada pote plástico, 

o alimento foi ofertado, ad libitum, em um microtubo de 1,5 mL perfurado (Williams et al., 

2013). Para cada grupo o microtubo contendo alimento foi substituído diariamente. 

2.3. Microscopia de luz 

Cinco operárias para cada tempo de exposição (72h e 10 dias), tratadas com 5 ppm de 

ciflumetofem e controle, foram imobilizadas a 4 °C por 3 minutos e transferidas para solução 

salina para insetos (0,1 M NaCl+0,2 M KH2PO4+0,2 M Na2HPO4) para que o intestino médio, 

glândula hipofaríngea e corpo gorduroso fossem dissecados e posteriormente transferidos para 

solução fixadora de Zamboni (Stefanini et al.,  1967) por 12h a 5 °C.  A seguir as amostras 

foram desidratadas em gradiente de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) e embebidas em historesina 

(Leica Biosystem Nussloch GmbH, Wetzlar, Alemanha). Secções com 4 m de espessura foram 

coradas com hematoxilina (20 min) e eosina (30 s) e analisadas em microscópio de luz Olympus 

BX-60 (Olympus Corporation, Tokyo, Japão). 

2.3.1. Índice de lesão no intestino médio 

Cinco secções por intestino médio de cada operária obtidas para microscopia de luz, 

como descrito acima, foram selecionadas aleatoriamente para avaliar o índice de lesão de órgãos 

de acordo com Bernet et al. (1999) e Grella et al. (2019), causado pelo ciflumetofem após 

exposição oral crônica. A soma de todas as alterações histológicas em cada intestino foi 

calculada por abelha (n= 5) com a equação Iorg = Σalt (a x w), onde Σalt é a soma das alterações, 

a é o valor da pontuação e w é o fator de importância (Bernet et al., 1999). As pontuações foram 

classificadas como: i) nenhuma ocorrência = 0, ii) ocorrência leve = 1, iii) ocorrência moderada 

= 2 ou iv) ocorrência grave = 3. As importâncias dos fatores foram classificadas como: i) dano 
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reversível = 1 (fragmentos de células eliminados, secreção apócrina), ii) dano geralmente 

reversível = 2 (vacuolização celular), e iii) dano irreversível = 3 (núcleo picnótico, dano em 

células regenerativas) (Grella et al., 2019).  

2.4. Histoquímica 

Algumas secções histológicas, não coradas, foram submetidas aos testes histoquímicos 

descritos a seguir. 

2.4.1. Detecção e quantificação de proteínas 

As secções histológicas do intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de 

A. mellifera foram incubadas em mercúrio bromofenol (100 mL de ácido acético 2%; 0,05 g de 

azul de bromofenol; 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 com meio de 

montagem Entellan e lamínulas de 24 x 60 mm, analisadas e fotografadas em fotomicroscópio 

Olympus BX53. As imagens obtidas do intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo 

gorduroso de cada abelha (n= 5) foram utilizadas para quantificação de proteínas de acordo 

com a intensidade de reação ao mercúrio de bromofenol utilizando o software ImageJ/FIJI. A 

intensidade da reação positiva para mercúrio de bromofenol foi medida por meio da análise da 

intensidade dos valores de escala de cinza das imagens (Urstadt, 2022). As imagens tiveram os 

valores de pixel convertidos da escala de cores RGB (red-vermelho, green-verde, blue-azul) 

para escala de cinza. Áreas de 32 x 32 pixels, para intestino médio e corpo gorduroso, e área de 

100 x 100 pixels para glândula hipofaríngea, foram utilizadas para avaliar os valores de 

intensidade de escala de cinza em cinco regiões escolhidas aleatoriamente para cada abelha (n= 

5). 

2.5.2. Detecção e quantificação de polissacarídeos neutros e glicoconjugados 

As amostras com cortes histológicos do intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo 

gorduroso de A. mellifera foram submetidas ao teste de ácido periódico-Schiff (PAS). 
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Brevemente, 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, analisadas e fotografadas em 

microscópio Olympus BX60. As imagens obtidas do intestino médio, glândula hipofaríngea e 

corpo gorduroso de cada abelha (n= 5) foram utilizadas para quantificação de carboidratos de 

acordo com a intensidade de coloração de PAS utilizando o software ImageJ/FIJI. A intensidade 

da reação positiva para PAS foi medida através da análise da intensidade dos valores de cinza 

das imagens (Urstadt, 2022) conforme descrito anteriormente (2.4.1). 

2.5.3. Quantificação de lipídeos 

As imagens obtidas dos trofócitos presentes no corpo gorduroso, submetidos ao teste 

com mercúrio de bromofenol, foram utilizadas para quantificação de lipídeos. Em cada uma 

das cinco imagens de cada abelha (n = 5) os dados foram obtidos utilizando o programa GIMP 

versão 2.10 (https://www.gimp.org/), com o auxílio da ferramenta de seleção por cor (Solomon, 

2009). Utilizando essa ferramenta, a área preenchida por lipídeos foi selecionada, sendo que 

essa área não foi marcada pelo mercúrio de bromofenol e estava transparente, possibilitando a 

obtenção do valor da área preenchida por lipídeos em número de pixels.  

2.6. Citotoxicidade 

Cinco abelhas do grupo controle e cinco abelhas alimentadas com CL9/100 (5 ppm) de 

ciflumetofem por 72h e 10 dias foram dissecadas. O intestino médio, glândula hipofaríngea e 

corpo gorduroso foram transferidos para solução fixadora contendo glutaraldeído 2,5% em 

tampão cacodilato de sódio 0,2 M, pH 7,2 e 0,2 M de sacarose por 4 h em temperatura ambiente. 

As amostras foram pós-fixadas em tetróxido de ósmio a 1% no mesmo tampão por 2 h, lavadas 

em tampão, desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) e embebidas 

em resina LR White (London Resin Company Ltd.). Secções ultrafinas (60-90 nm de espessura) 

foram obtidas com navalha de diamante em ultramicrótomo Sorvall MT2-BMT2-B (Sorvall 
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Instruments, Wilmington, DE, USA), contrastadas com acetato de uranila aquosa 1% e citrato 

de chumbo (Reynolds, 1963) e examinadas em microscópio eletrônico de transmissão Zeiss 

EM 109 (Carl Zeiss, Jena, Germany). 

2.7. Estatística 

Para o índice de lesão no intestino médio, a soma de todas as alterações histológicas, em 

cada intestino por abelha, foi analisada com teste t-Student usando o programa GraphPadPrism 

v.7.0.  

Para comparar os níveis de carboidratos e proteínas entre tratamento (5 ppm) e controle 

no intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso das abelhas após 72h e 10 dias de 

exposição ao ciflumetofem foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Este teste não paramétrico 

foi escolhido devido à não atendimento das suposições de normalidade e homogeneidade de 

variância nos dados obtidos de intensidade dos valores de cinza das imagens. 

Para realizar a quantificação de lipídeos nos trofócitos do corpo gorduroso, os valores 

de pixels obtidos foram submetidos ao teste t-Student com nível de significância de 5%, 

utilizando o software R versão 4.2.2 (R Core Team, 2020) e os pacotes stats e ggplot2 

(Wickham, 2016). 

3. RESULTADOS 

3.1. Histopatologia 

3.1.1. Intestino médio 

O intestino médio das abelhas controle é formado por um epitélio composto de uma 

única camada de células colunares com núcleos elípticos ricos em cromatina descondensada, 

citoplasma com presença de pequenos vacúolos e superfície apical mostrando borda estriada 

bem desenvolvida (Figs. 1A e 1C).  

O epitélio do intestino médio das abelhas tratadas com ciflumetofem (5 ppm), após 72h 

(Fig. 1B) e 10 dias (Fig. 1D) apresentaram células digestivas com intensa vacuolização 

citoplasmática e fragmentação celular.  
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Figura 1. Micrografias de luz do intestino médio de Apis mellifera. A) Epitélio intestinal de 
abelha controle (72h) apresentando uma única camada de células digestivas colunares (cd), 
borda estriada (be) bem desenvolvida, ninhos de células regenerativas (cr) na porção basal, 
lúmen (l) e presença de alguns pequenos vacúolos (v). B) Epitélio intestinal de abelha exposta 
a 5 ppm de ciflumetofem por 72h mostrando a presença de muitos vacúolos no citoplasma das 
células digestivas e fragmentos celulares (seta). C) Epitélio intestinal de abelha controle (10 
dias). D) Epitélio intestinal de abelha exposta a 5 ppm de ciflumetofem por 10 dias mostrando 
a presença de muitos vacúolos no citoplasma das células digestivas e fragmentos celulares 
(seta). Barra de escala: 10 µm. 
  

v 

v 
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Figura 2. Índice de lesão no intestino médio de Apis mellifera exposta à 5 ppm de ciflumetofem 
por 72h (A) e 10 dias (B). Asterisco (*) indica diferença estatística entre o tratamento e o 
controle, n.s. indica ausência de diferença estatística. 
 

As análises de índice de lesão no intestino médio revelaram a ocorrência de danos nas 

abelhas expostas ao ciflumetofem por 72h (t1,8 = 13,53; p < 0,0001; Fig. 2A), enquanto naquelas 

abelhas expostas por 10 dias ao pesticida, as diferenças detectadas não foram significativas 

quando comparadas com o controle (t1,8 = 0,55; p = 0,60; Fig. 2B).   

 

3.1.2. Glândula hipofaríngea 

As glândulas hipofaríngeas de A. mellifera apresentam ácinos formados por várias 

células secretoras. Cada célula secretora apresentou núcleo de formato irregular com cromatina 

descondensada, aparato terminal que preenche grande parte do citoplasma, presença de 

secreção e canalículo coletor, tanto no controle (Figs. 3A e 3C), como naquelas tratadas com 

ciflumetofem por 72h (Fig. 3B) e 10 dias (Fig. 3D). As glândulas hipofaríngeas das abelhas 

tratadas com ciflumetofem por 72h e 10 dias, apresentaram o aparato terminal cheio de 

secreção, formando sáculos evidentes (Fig. 3B, D). 
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Figura 3. Micrografias de luz de glândula hipofaríngea de Apis mellifera. A) Ácinos de abelha 
controle (72h) formado por várias células secretoras, cada uma com um núcleo (n), pouca 
secreção (s) e canalículo coletor (cc). B) Ácinos de abelha exposta a 5 ppm de ciflumetofem 
por 72h apresentando aparato terminal (at) bem evidente com bastante secreção (s) em seu 
interior. C) Ácinos (a) de abelha controle (10 dias de vida). D) Ácinos de abelha exposta a 5 
ppm de ciflumetofem por 10 dias apresentando aparato terminal bem evidente com bastante 
secreção (s) em seu interior. Barra de escala: 5 µm. 
 
3.1.3. Corpo gorduroso 

No corpo gorduroso das abelhas foram observados dois tipos celulares: os trofócitos e 

os enócitos. Os trofócitos possuem forma variável, são preenchidos por gotículas lipídicas, 

núcleo com cromatina condensada e vários nucléolos. Os enócitos, por sua vez, possuem forma 

elipsoide com limites bem definidos e núcleo esférico centralizado com vários nucléolos. Não 

foram observadas diferenças histopatológicas entre o controle e as abelhas alimentadas com 5 

ppm de ciflumetofem por 72h e 10 dias (Fig. 4A-D). 
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Figura 4. Micrografias de luz de corpo gorduroso de Apis mellifera mostrando os trofócitos (tr) 
com formato variável preenchido por gotículas lipídicas (gl), núcleos ramificados (n) e presença 
de enócitos (e) com forma elipsoide e núcleo (n) esférico centralizado. A) Controle 72h. B) 
Corpo gorduroso de abelha exposta a 5 ppm de ciflumetofem por 72h. C) Controle 10 dias. D) 
Corpo gorduroso de abelha exposta a 5 ppm de ciflumetofem por 10 dias. Barra de escala: 5 
µm. 
 

3.2. Histoquímica 

O teste histoquímico para detecção de proteínas (mercúrio de bromofenol) foi positivo 

no intestino médio (Fig. 5A, B), glândula hipofaríngea (Fig. 5C, D) e corpo gorduroso (Fig. 5E, 

F), tanto no controle (Fig. 5A, C, E), como nas abelhas tratadas com 5 ppm de ciflumetofem, 

em 72h (Fig. 5B, D, F) e 10 dias (não mostrado). 
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Figura 5. Micrografias de luz do intestino médio (A, B), glândula hipofaríngea (C, D) e corpo 
gorduroso (E, F) de Apis mellifera positivas para proteínas usando mercúrio de bromofenol. 
Coluna da esquerda: controle. Coluna da direita: abelhas expostas a 5 ppm de ciflumetofem por 
72h. l: lúmen, be: borda estriada, cd: célula digestiva, cr: célula regenerativa, seta: fragmentos 
celulares, s: secreção, a: ácino, cc: canal coletor, at: aparato terminal, n: nucléo, gl: gotículas 
lipídicas nos trofócitos, tr: trofócitos, e: enócitos. Barra de escala: 20 µm. 
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 A intensidade da reação ao mercúrio de bromofenol, que indica quantidade de 

proteínas, após 72h de tratamento, foi maior no intestino médio (χ2 = 3,857, df = 1, p = 0,04) 

das abelhas expostas ao ciflumetofem, menor nas glândulas hipofaríngeas (χ2 = 3,857, df = 1, p 

= 0,04) e similar no corpo gorduroso (χ2 = 2,333, df = 1, p = 0,12) (Fig. 6), quando comparadas 

ao controle. 

Figura 6. Intensidade da reação positiva pela técnica histoquímica de mercúrio de bromofenol 
no intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de operárias de Apis mellifera 
expostas a 5 ppm de ciflumetofem por 72h e respectivos controles. Asterisco (*) indica 
diferença estatística (p < 0,05) e n.s. indica ausência de diferenças estatística (p > 0,05). 
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Figura 7. Intensidade da reação positiva pela técnica histoquímica de mercúrio de bromofenol 
no intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de operárias de Apis mellifera 
expostas a 5 ppm de ciflumetofem por 10 dias e respectivos controles. Asterisco (*) indica 
diferença estatística (p < 0,05) e n.s. indica ausência de diferenças estatística (p > 0,05). 

 

Nas abelhas avaliadas por 10 dias, a intensidade da reação ao mercúrio de bromofenol 

foi maior no intestino médio das abelhas expostas ao ciflumetofem (χ2 = 3,857, df = 1, p = 0,04) 

e similares ao controle nas glândulas hipofaríngeas (χ2 = 0,428, df= 1, p = 0,51) e no corpo 

gorduroso (χ2 = 0,428, df = 1, p = 0,51) (Fig. 7) quando comparadas ao controle. 
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O teste histoquímico para detecção de carboidratos (PAS) também foi positivo no 

intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso, tanto no controle, como nas abelhas 

tratadas com ciflumetofem, em 72h e 10 dias (Fig. 8A-F).  

Figura 8. Micrografias de luz do intestino médio (A, B), glândula hipofaríngea (C, D) e corpo 
gorduroso (E, F) de Apis mellifera submetidas ao teste de ácido periódico-Schiff. Coluna da 
esquerda: controle. Coluna da direita: abelhas expostas a 5 ppm de ciflumetofem por 10 dias. l: 
lúmen, cd: célula digestiva, be: borda estriada, v: vacúolos, n: núcleos, a: ácino, setas: 
canalículo do aparato terminal, tr: trofócitos, e: enócito, gl: gotículas lipídicas. Barra de escala: 
5 µm. 

 A intensidade da reação PAS em 72h de exposição ao ciflumetofem foi similar entre 

controle e tratamento no intestino médio (χ2 = 0,102, df = 1, p = 0,74), glândula hipofaríngea 
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(χ2 = 0,025, df = 1, p = 0,87) e corpo gorduroso (χ2 = 0,102, df = 1, p = 0,74) (Fig. 9), assim 

como em 10 dias de exposição ao ciflumetofem no intestino médio (χ2 = 0,047, df = 1, p = 0,82), 

glândula hipofaríngea (χ2 = 1,190, df = 1,  p = 0,27) e corpo gorduroso (χ2 = 0,428, df= 1, p = 

0,51) (Fig. 10), quando comparadas ao controle. 

Figura 9. Intensidade da marcação positiva da técnica histoquímica do ácido periódico-Schiff 
(PAS) no intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de Apis mellifera em 72h 
de exposição a 5 ppm de ciflumetofem e respectivos controles. n.s. indica ausência de 
diferenças estatística (p > 0,05). 
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Figura 10. Intensidade da marcação positiva da técnica histoquímica do ácido periódico-Schiff 
(PAS) no intestino médio, glândula hipofaríngea e corpo gorduroso de Apis mellifera em 10 
dias de exposição a 5 ppm de ciflumetofem e respectivos controles. n.s. indica ausência de 
diferenças estatística (p > 0,05). 
 

Nos trofócitos de operárias de A. mellifera, a quantidade de lipídeos foi similar entre as 

abelhas controle e as tratadas com 5 ppm de ciflumetofem por 72h (t1,4 = 2,11, p = 0,10) e 10 

dias (t1,4= 2,35, p= 0,07) (Fig. 11).  
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Figura 11. Quantificação de lipídeos no corpo gorduroso de Apis mellifera expostas a 5 ppm 
de ciflumetofem por 72h (A) e 10 dias (B) e respectivos contoles. n.s. indica ausência de 
diferenças estatisticas (p > 0,05). 
 
3.3. Citotoxicidade 

3.3.1. Intestino médio 

Nas abelhas operárias controle, as células digestivas do intestino médio apresentam 

labirinto basal bem desenvolvido, citoplasma rico em retículo endoplasmático rugoso (Fig. 

12A), mitocôndrias e alguns vacúolos (Fig. 12C), núcleo com predomínio de cromatina 

descondensada e nucléolo bem desenvolvido (Fig. 12A, 12C), e alta densidade de 

microvilosidades na superfície apical (Fig. 12C). 

 Nas abelhas operárias alimentadas com 5 ppm de ciflumetofem, por 72h e 10 dias, as 

células digestivas apresentaram algumas protrusões apicais com presença de material granular 

fino, restos membranosos, vesículas e algumas contendo núcleo (Fig. 12B, 12D). Algumas 

células apresentaram ruptura da membrana plasmática e extravasamento do conteúdo 

citoplasmático. 
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3.3.2. Glândula hipofaríngea 

As células secretoras das glândulas hipofaríngeas das operárias adultas do controle com 

72h e 10 dias, apresentaram aparato terminal com alguma secreção em seu interior, formando 

sáculos dilatados e citoplasma com pequenos grânulos de secreção elétron-densos (Fig. 13A, 

C).  

As glândulas hipofaríngeas das operárias expostas a 5 ppm de ciflumetofem por 72h 

(Fig. 13B), não apresentaram alterações ultraestruturais em relação ao controle. Nas operárias 

expostas por 10 dias ao pesticida, as células secretoras apresentaram pequenos grânulos de 

secreção elétron-densos em todo o citoplasma, alguns grânulos maiores elétron-lúcidos e pouca 

secreção no aparato terminal (Fig. 13D). 

3.3.3. Corpo Gorduroso 

No corpo gorduroso, os trofócitos não apresentaram diferenças ultraestruturais entre 

tratamento e controle, com a membrana plasmática contendo invaginações formando um 

labirinto periférico e citoplasma rico em gotículas lipídicas com algumas inclusões elétron 

densas em seu interior (Fig. 14A, B).  
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Figura 12. Micrografias eletrônicas de transmissão do intestino médio de Apis mellifera.  
Célula digestiva de operária adulta controle: 72h (A) e 10 dias (C) mostrando labirinto basal 
(L), retículo endoplasmático rugoso (rer) bem desenvolvido, núcleo (n), citoplasma com alguns 
vacúolos (v) e mitocôndrias (mt) e abundância de microvilosidades (mv) na superfície apical. 
Célula digestiva do intestino médio de abelha exposta a 5 ppm de ciflumetofem por 72h (B) e 
10 dias (D) mostrando células sem organelas em seu interior (*) e com presença de material 
granular fino, poucas células nucleadas (n), ruptura da membrana plasmática e extravasamento 
do conteúdo citoplasmático, muitos vacúolos (v) no citoplasma e microvilosidades (mv) em sua 
superfície apical. Barra de escala: A) 2 µm, B-D) 5 µm. 
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Figura 13. Micrografias eletrônicas de transmissão das glândulas hipofaríngeas de operárias 
adultas de Apis mellifera. A) Abelha controle com 72h (A) e 10 dias de idade (C) mostrando 
células secretoras com aparato terminal (at) repleto de secreção (s) formando sáculos bem 
desenvolvidos e pequenos grânulos secretores elétron-densos (cabeça de seta) no citoplasma. 
B) Abelha operária exposta a 5 ppm de ciflumetofem por 72h e 10 dias (D) mostrando células 
secretoras com pequenos grânulos de secreção elétron-densos (cabeça de seta) em todo o 
citoplasma. Barras de escala: A, C, D) 5 µm, B) 2 µm. 
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Figura 14. Micrografias eletrônicas de transmissão de trofócitos do corpo gorduroso de Apis 

mellifera mostrando membrana plasmática com invaginações formando um labirinto periférico 
(lp) e citoplasma (c) rico em gotículas (gl) com algumas inclusões elétron-densas em seu 
interior. A) Controle, B) Abelha operária adulta exposta a 5 ppm de ciflumetofem por 72h. 
Barra de escala: A) 50 µm, B) 2 µm. 
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4. DISCUSSÃO 

O intestino médio das abelhas expostas à concentração subletal de 5 ppm de 

ciflumetofem por 72h e 10 dias apresenta vacuolização citoplasmática e fragmentação celular, 

similares àquelas  observadas em abelhas após exposição à concentração letal CL50  de outros 

pesticidas, incluindo imidacloprido (Carneiro et al., 2023), lambda-cialotrina (Arthidoro de 

Castro et al., 2020), espiromesifen (Serra et al., 2021) e azoxistrobina (Serra et al., 2023), 

indicando que o ciflumetofem causa danos ao intestino médio da abelha em concentração 

subletal. Vacuolização citoplasmática tem sido frequentemente observada após exposição a 

produtos químicos (Aki et al., 2012), sendo indicativo de autofagia, mecanismo celular que 

pode ser ativado em resposta a privação de nutrientes e estresse celular (Zhang et al., 2017; 

Mercer et al., 2018). A fragmentação celular, como aqui observado, ocorre quando as células 

sofrem danos que as tornam incapazes de realizar suas funções (Grella et al., 2019) e, portanto, 

são eliminadas e substituídas por novas células digestivas resultantes da diferenciação de 

células regenerativas presentes no intestino médio (Batista et al., 2020).  

Os danos histopatológicos no intestino médio causados pela concentração subletal do 

ciflumetofem foram confirmados pelo alto de índice de lesão no órgão após 72h de exposição 

a 5 ppm, revelando um efeito em curto prazo pelo pesticida. Entretanto, após 10 dias de 

exposição ao pesticida, não ocorrem evidências quantitativas de danos ao epitélio do intestino 

médio de A. melífera, indicando um possível mecanismo de recuperação do órgão, que pode 

ser mediado por enzimas detoxificantes produzidas pelas células digestivas e pela degradação 

de organelas danificadas por autofagia. O processo de detoxificação no intestino dos insetos 

ocorre pela ação de enzimas que são produzidas para proteger as células de produtos químicos 

e efeitos físicos (Rand et al., 2015). Algumas dessas enzimas são: glicosiltransferases, 

citocromos P450, carboxilases, esterases e glutationa-S-transferases (Li et al., 2007; Meech et 

al., 2012). Essas enzimas degradam substâncias tóxicas e induzem a resistência a inseticidas 
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por meio da regulação da expressão gênica (Bull e Whitten, 1972; Scott et al., 1999; Li et al., 

2007; Rodolphe et al., 2008), exceto a glutationa-S-transferase, que age catalisando a 

conjugação de componentes eletrófilos com o grupo tiol da glutationa reduzida (Enayati et al., 

2005). A autofagia, por sua vez, tem, principalmente um papel pró-sobrevivência, mantendo a 

homeostase celular e fornecendo um mecanismo de controle de qualidade intracelular para 

impedir o acúmulo de proteínas mal dobradas, organelas danificadas e estresse celular que 

podem perturbar a função da célula (Wirawan et al., 2012). Assim, ambos os processos celulares 

podem ser responsáveis pela recuperação do intestino médio após longo período de exposição 

à concentração subletal de ciflumetofem.  

A intensidade da reação de mercúrio de bromofenol foi diferente no intestino médio em 

72h e em 10 dias de exposição a 5 ppm de ciflumetofem em relação ao controle. A maior 

quantidade de proteínas no intestino médio das abelhas tratadas, indicado pela histoquímica, 

provavelmente se deve a ativação de processos de detoxificação para tentar bloquear ou mitigar 

os danos causados pelo pesticida e manter as funções do órgão.  

Os resultados observados em relação a citotoxicidade causada no intestino médio pela 

concentração subletal de ciflumetofem, indicam degeneração celular assim como observado nas 

células do intestino médio de operárias de A. mellifera expostas ao fungicida iprodione 

(Carneiro et al., 2020) e ao pesticida espiromesifeno (Serra et al., 2021), compostos que não 

causam mortalidade na abelha. Essa degeneração pode ser devido a processos de morte celular 

(autofagia e necrose) que estão ocorrendo no intestino médio. A autofagia é um processo em 

que componentes intracelulares como proteínas anormais, organelas danificadas, patógenos e 

outros componentes celulares são degradados via lisossomo (Lu et al., 2022), sendo 

fundamental para manter a homeostase celular, mas podendo levar também a morte celular 

(morte celular autofágica), em caso de esgotamento dos principais reguladores que incluem 

várias proteínas apoptóticas (Wirawan et al., 2012). A necrose no intestino médio de insetos, 



 

 

104 

 

por sua vez, é um processo em que as organelas são removidas para o lúmen e as células 

epiteliais sofrem lise (Rost-Roszkowska 2008). A eliminação de células digestivas para o lúmen 

é um processo que ocorre normalmente no intestino médio, contudo, alguns produtos químicos 

podem aumentar a morte celular, podendo comprometer a digestão e absorção de nutrientes 

(Carneiro et al., 2020; Catae et al., 2014). Portanto, pode ser sugerido que o ciflumetofem gera 

estresse celular e ativa processos de morte celular no intestino médio de operárias de A. 

mellifera causando danos nesse órgão.  

A morfologia das glândulas hipofaríngeas das abelhas tratadas com 5 ppm de 

ciflumetofem, tanto em 72h de exposição, como em 10 dias, apresentou o aparato terminal 

repleto de secreção formando sáculos bem evidentes, o que não ocorre nas glândulas 

hipofaríngeas das abelhas do controle. A glândula hipofaríngea das abelhas operárias tem sua 

atividade regulada por feromônios das larvas e da glândula mandibular da rainha (Peters et al., 

2010), pela quantidade de pólen consumida (Hrassnigg e Crailsheim, 1998), idade e função da 

abelha na colônia (Deseyn e Billen, 2005; Elaidy, 2014) e pode ser regulada de acordo com a 

necessidade de alimentação das larvas (Free, 1961).  Nesse sentido, é importante destacar que 

nas condições do experimento aqui realizado, não houve presença de rainha ou de larvas e a 

alimentação foi ofertada da mesma forma no controle e no tratamento, exceto que as abelhas 

tratadas receberam a solução de sacarose com 5 ppm de ciflumetofem e as abelhas do controle 

receberam apenas a solução de sacarose, sem a presença do pesticida. Portanto, pode ser 

sugerido que o ciflumetofem interfere na regulação da síntese de secreção da glândula 

hipofaríngea, induzindo o acúmulo de substâncias sintetizadas dentro das células, assim como 

proposto por Faita et al. (2018) com exposição ao herbicida glifosato. Acúmulo de secreção 

pode inibir a síntese proteica na célula secretora devido a um mecanismo de feedback negativo, 

onde as glândulas poderiam iniciar a produção de proteínas se fossem menores que um tamanho 

limite (o que ocorre quando há liberação de secreção através dos ductos para a boca) e 
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interrompem a produção de proteínas se as glândulas forem maiores que um limite superior 

(Huang et al., 1989). Portanto, o fato de haver maiores quantidades de secreção nas células 

secretoras da glândula hipofaríngea das abelhas tratadas com ciflumetofem podem indicar 

alterações no desenvolvimento dessa glândula, o que pode afetar toda a colônia.  

A ultraestrutura da glândula hipofaríngea, em 72h de exposição a 5 ppm de 

ciflumetofem é similar ao controle, o que pode ocorrer devido ao curto período de exposição e 

baixa concentração do pesticida. Contudo, em 10 dias, houve diferença entre o controle e o 

tratamento, com a ausência de secreção no interior do aparato terminal das abelhas expostas a 

5 ppm de ciflumetofem, indicando uma baixa atividade de secreção na glândula hipofaríngea. 

Quando as operárias são recém-emergidas, as glândulas hipofaríngeas ainda não possuem 

atividade secretora, mas por volta de 6-12 dias de idade, essa glândula atinge seu tamanho 

máximo e os ácinos estão no estado hipertrofiado com maior atividade secretora (Qin et al., 

2022). Quando as abelhas começam a forragear, por volta da terceira semana de vida (21 dias 

em diante), o tamanho dos ácinos e a atividade secretora da glândula hipofaríngea diminuem 

(Moritz e Crailsheim 1987, Crailsheim e Stolberg 1989). Portanto, os resultados aqui obtidos, 

pouca secreção tanto no aparato terminal como no citoplasma das células, indicam que a 

concentração subletal de ciflumetofem pode induzir a um forrageio precoce, assim como 

também ocorre nas abelhas tratadas com hormônio juvenil ou seus análogos (Jaycox et al., 

1974; 1976; Robinson 1985; 1987; Chang et al., 2015). O forrageio precoce é considerado um 

efeito subletal que pode ter como consequência a mortalidade massiva de larvas e reduzir 

severamente o desenvolvimento da próxima geração de abelhas operárias (Thompson et al., 

2007). Além disso, abelhas induzidas a forragear precocemente devido a exposição a pesticidas, 

podem ter um desempenho ruim nessa tarefa (Chang et al., 2015), afetando toda a colônia, pois 

estas abelhas são as responsáveis pela coleta de água, néctar (carboidratos), pólen (proteína, 

lipídeos) ou própolis (material antimicrobiano) (Seeley, 1982) para a manutenção da colônia.  
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O corpo gorduroso não apresentou alterações morfológicas e ultraestruturais, como 

também ocorreu com as larvas de Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) expostas a 

diferentes inseticidas (Alves et al., 2010). Considerando que o corpo gorduroso é um importante 

local de detoxificação (Skowronek et al., 2021) e que foi utilizada concentração subletal (5 

ppm), pode ser sugerido que o sistema de detoxificação foi capaz de impedir alterações 

morfológicas e ultraestruturais nesse órgão.  

6. CONCLUSÃO 

Os resultados aqui obtidos, indicam que ciflumetofem gera danos no intestino médio e 

alterações na glândula hipofaríngea de operárias de A. mellifera, mesmo em uma concentração 

baixa, 5 ppm, podendo comprometer as funções desses órgãos e afetar a manutenção e saúde 

da colônia. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

O ciflumetofem apresenta toxicidade para A. mellifera. As exposições das abelhas 

operárias adultas à CL50 (concentração letal) e 5 ppm (concentração subletal) de ciflumetofem 

causaram alterações histopatológicas e citotóxicas no intestino médio e glândula hipofaríngea. 

No intestino médio das abelhas expostas à CL50 e 5 ppm de ciflumetofem observamos intensa 

vacuolização citoplasmática, fragmentação celular e liberação de vesículas da superfície apical 

das células digestivas. O índice de lesão no intestino médio foi significativo em 48h de 

exposição a CL50 de ciflumetofem, contudo não foi significativo em 72h, assim como também 

ocorreu na exposição crônica à 5 ppm de ciflumetofem, que foi significativo em 72h de 

exposição e não significativo em 10 dias, indicando, portanto, uma possível recuperação do 

intestino médio, provavelmente devido aos processos de autofagia e de detoxificação. A 

presença de esferocristais nas células digestivas de abelhas operárias expostas a CL50 de 

ciflumetofem, nos deixa claro que ciflumetofem é tóxico para as abelhas e, portanto, está sendo 

armazenado nos esferocristais, uma forma de tentar evitar que o pesticida cause danos ao 

organismo. Já no intestino médio das abelhas expostas a 5 ppm de ciflumetofem, observamos 

várias células sem organelas em seu interior, ruptura da membrana plasmática e extravasamento 

do conteúdo citoplasmático que nos indicam degeneração celular. Nas glândulas hipofaríngeas, 

observamos maiores quantidades de secreção nas abelhas tratadas com ciflumetofem, em 24h, 

48h, 72h de exposição à CL50 e 72h de exposição à 5 ppm de ciflumetofem, indicando que 

ciflumetofem interfere na produção de secreção nessa glândula. Contudo, em 10 dias de 

exposição à 5 ppm de ciflumetofem, na análise ultraestrutural, as glândulas hipofaríngeas 

regrediram em relação às glândulas do controle, o que pode indicar um forrageio precoce. Já 

em relação ao corpo gorduroso, observamos apenas variações nas quantidades de proteínas em 

24h e 72h de exposição à CL50 de ciflumetofem, o que pode ter ocorrido devido ao sistema de 

detoxificação ter sido eficaz em impedir modificações nesse órgão. Concluímos, portanto, que 
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as alterações observadas podem afetar os processos digestivos e de absorção; a qualidade e 

quantidade de secreção produzida pelas glândulas hipofaríngeas, afetando assim toda a 

população, podendo comprometer a manutenção e saúde da colônia. Portanto, a classificação 

desse composto como sem efeitos ou com impacto limitado em artrópodes benéficos e inimigos 

naturais e com recomendação para uso no manejo integrado de pragas necessita ser reavaliado. 


