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RESUMO 

OLIVEIRA, Mateus Soares de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2022. 
Efeitos histopatológicos do inseticida teflubenzurom no intestino médio de operárias da 
abelha Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae). Orientador: José Eduardo Serrão. 

A abelha Apis mellifera desempenha papel como polinizadora de plantas nativas e cultivadas, 

atuando no aumento da produtividade de diversas culturas, na preservação da flora e na 

produção de sementes florestais. Um fenômeno que vem preocupando os pesquisadores e 

agricultores é o declínio da população de abelhas, incluindo A. mellifera que apresentam o 

Distúrbio do Colapso de Colônias (CCD), tendo como uma das possíveis causas o uso excessivo 

de agrotóxicos nas plantações. O teflubenzurom é um inseticida do grupo benzoiluréia, que 

inibe a síntese de quitina, um dos principais componentes do tegumento do inseto na formação 

do exoesqueleto, entretanto sua ação em órgãos não alvos de insetos é ainda desconhecida. O 

intestino médio é a principal região do trato digestório com função de secreção de enzimas 

digestivas e absorção de nutrientes, estando exposto à ação de pesticidas ingeridos com o 

alimento. O objetivo foi avaliar os efeitos tóxicos e histopatológicos no intestino médio de 

operárias adultas de A. mellifera causados pela exposição oral crônica ao teflubenzurom. 

Operárias expostas ao teflubenzurom por oito dias tem alta mortalidade, apresentando 13% de 

sobrevivência em relação ao grupo controle. Abelhas tratadas com teflubenzurom apresentam 

o epitélio do intestino médio com excessiva vacuolização, esferocristais, secreção apócrina, 

picnose nuclear, liberação de fragmentos celulares para o lúmen do órgão, perda do contato 

celular, danos nos ninhos de células regenerativas e na matriz peritrófica. Os resultados indicam 

que o inseticida inibidor da síntese de quitina, teflubenzurom, é tóxico para A. mellifera após 

exposição oral crônica em concentração campo-realista, embora seja classificado como pouco 

ou não tóxico para insetos adultos e não-alvos. 

Palavras-chave: Inseticida. Abelha. Histopatologia. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

OLIVEIRA, Mateus Soares de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February 2022. 
Histopathological effects of the insecticide teflubenzuron in the midgut of the honey bee 
Apis mellifera (hymenoptera: apidae) workers. Adivisor: José Eduardo Serrão. 

The honey bee Apis mellifera plays a role as pollinator of native and cultivated plants, 

increasing the productivity of several cultures, preserving the flora and producing forest seeds. 

However, bee populations undergo decline worldwide, including A. mellifera with the Colony 

Collapse Disorder (CCD), in which one of the main causes is the constant use of pesticides in 

the crops. Teflubenzuron is a physiological insecticide, belonging to the benzoylurea group, 

which acts inhibiting chitin synthesis , the main component of the insect integument classified 

as safe for non-target insects, including bees. However, its effect on non-target organs of insects 

remains unknown. The midgut is the main organ of the digestive tract with the function of 

digestion and absorption, which may be exposed to pesticide contaminating food resources. 

The objective of this study was to verify if the insecticide teflubenzorom is toxic and has 

histopathological effects in the midgut of A. mellifera adult workers . Workers exposed orally 

chronically to the field-realistic concentration of teflubenzuron have 87% of mortality. The 

midgut of these bees show the epithelium with high vacuolization, spherocrystals, cell 

fragments released to the organ lumen, apocrine secretion, nuclear pyknosis, loss of cell-cell 

contact, damage to regenerative cell nests, and to the peritrophic matrix. These results indicate 

that the chitin synthesis-inhibiting insecticide teflubenzuron is toxic to A. mellifera after chronic 

oral exposure at realistic field concentration, although it is classified as non-toxic to adult and 

non-target insects. 

Keywords: Insecticide. Bee. Histopathology. 

 

 



 

 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1. Esquema de exposição de criação e tratamento                                                       15 

Figura 2. Análise de sobrevida de Kaplan-Meier                                                                    18 

Figura 3. Intestino médio. Controle. HE                                                                                 19 

Figura 4. Intestino médio. Tratamento. HE                                                                             20 

Figura 5. Intestino médio. Mercúrio de bromofenol, PAS e Von Kossa                                 22 

Figura 6. Intestino médio. PAS e Von Kossa                                                                           23 

Figura 7. Intensidade da marcação histoquímica                                                                    .24 

Figura 8. Índice de lesão do intestino médio                                                                           25 



 

 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Análise de regressão de Cox                                                                                    18 



 

 

 

SUMÁRIO 

 

1. Introdução 10 

3. Material e métodos 15 

3.1. Insetos 15 

3.2. Exposição ao Inseticida 15 

3.3. Análise de sobrevivência 16 

3.4. Histopatologia 16 

3.5. Análises histoquímicas 17 

3.6. Índice de lesão 17 

3.7. Análises estatísticas 18 

4. Resultados 18 

4.1. Análise de sobrevivência 18 

4.2. Histopatologia 19 

4.3. Análises histoquímicas 21 

4.4. Índice de Lesão 25 

5. Discussão 27 

6. Conclusão 29 

Referências Bibliográficas 30 

 

  



10 

 

 

 

1. Introdução 

Hymenoptera é uma das mais ricas ordens de insetos em número de espécies, com mais 

de 150 mil descritas, dividida em Symphyta e Apocrita, com 27 superfamílias (nove em 

Symphyta e 18 em Apocrita) e 132 famílias (Aguiar, 2013), compreendendo animais como 

vespas parasitóides, vespas, formigas e abelhas que apresentam importância econômica e 

ecossistêmica atuando como controladores de pragas, na reciclagem de nutrientes, dispersão de 

sementes e polinização.  

Dentre os Hymenoptera, a abelha Apis mellifera possui importância médica, econômica 

e ecológica devido aos produtos gerados nas colmeias, como mel, cera, própolis, pólen, 

apitoxina e geléia real. O mel, um dos produtos apícolas mais conhecidos, apresenta 

propriedades terapêuticas devido às suas atividades antimicrobianas, antioxidantes, prebióticas 

e como protetor de doenças gastrointestinais, além de ser uma boa fonte de energia devido à 

saturação de açúcares (Silva, 2006). Também a própolis é demonstrada ter propriedades 

cicatrizante e antibiótica (Bernardo et al., 1990; Barbosa, 2009) e o veneno da abelha, efeitos 

analgésicos e anti-inflamatórios no tratamento de pessoas portadoras de artrite reumatoide 

(Silvano, 2020). 

Além dos produtos apícolas, essa abelha, como as demais, tem papel como polinizadora 

de plantas nativas e cultivadas (Michener, 2007; Ballantyne et al., 2017; Hung et al., 2018), 

atuando no aumento da produtividade de diversas culturas, preservação da flora e produção de 

sementes florestais (Pinheiro, 2009). Na região Neotropical, grande parte das espécies arbóreas 

que compõem as florestas tropicais é polinizada por abelhas (Frankie et al., 1990; Bawa, 1990). 

No Brasil, A. mellifera desempenha um importante papel na polinização de cultivares, sendo o 

principal agente polinizador do café (Amaral, 1972; Fávero et al., 2000), canola (Kotaka et al., 

2004), girassol (Moreti, 1989; Morgado e Carvalho, 2000), cebola (Lorenson et al., 1993; 

Witter e Blochtein, 2003),   macadâmia (Paulino e Marchini, 2000) e soja (Fávero e Nogueira-

couto, 2000), contribuindo para o aumento da produção, peso e número de sementes dos frutos 

(Nicodemo e Nogueira-couto, 2002). 

Diante do valor ecológico e econômico desempenhado pelas abelhas, um fenômeno que 

vem preocupando os pesquisadores e agricultores é o Distúrbio do Colapso de Colônias (Colony 

Collapse Disorder – CCD), percebido inicialmente no inverno de 2006 – 2007 nos Estados 

Unidos da América que pode ser identificado por três principais características: (1) a rápida 

perda de abelhas operárias adultas de colônias afetadas, gerando o enfraquecimento ou a morte 
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da colônia; (2) uma perceptível ausência de abelhas operárias mortas dentro e ao redor das 

colmeias afetadas; e (3) a invasão tardia de pragas de colmeias e cleptoparasitismo de colônias 

por abelhas vizinhas (van Engelsdorp et al., 2009). No Brasil, entre 2013 e 2017, foram 

registradas 17538 perdas de colônias de A. mellifera, com uma estimativa de mais de um bilhão 

de abelhas mortas, causando potenciais reduções na biodiversidade, polinização e danos 

econômicos, sendo a principal causa possível, a frequente exposição das abelhas aos inseticidas 

(Castilhos et al., 2019).  

Além da CCD, há um declínio na riqueza de espécies de abelhas observadas 

mundialmente. O número de espécies coletadas pertencentes a diversas famílias, como 

Melitidae, Andrenidae, Halictidae, Colletidae, Megachilidae e Apidae tem diminuído 

constantemente desde a década de 1990. Entre 2006 e 2015, foram encontradas 25% menos 

espécies do que antes de 1990, indicando um declínio mundial na diversidade de abelhas, uma 

vez que estão se tornando mais raras e menos provável de serem encontradas (Zattara e Aizen, 

2021).  

Diversos fatores podem estar relacionados ao declínio das abelhas e ao CCD. A 

deficiência nutricional da colônia afeta as reservas de alimento nas colmeias afetando 

negativamente o estado nutricional das gerações subsequentes de operárias (Brodschneider e 

Crailsheim, 2010). De acordo com DeGrandi-Hoffman e Chen (2015), os problemas 

nutricionais em abelhas afetam o sistema imunológico e estão associados às causas da CCD. 

Diversos patógenos, parasitas e predadores também estão relacionados às causas do colapso de 

colônias (Message et al., 2012; Pires et al., 2016). Outro fator importante é o uso de agrotóxicos 

que até pouco tempo, a intoxicação das abelhas estava associada exclusivamente à exposição 

letal, resultando em uma alta taxa de indivíduos mortos próximos às colônias (Pires et al., 2016). 

No entanto, as consequências dos efeitos subletais dos pesticidas às abelhas têm sido, 

atualmente, alvo de preocupação entre a comunidade científica, pois os mesmos podem alterar 

o comportamento, o desenvolvimento neurológico e fisiológico e o sistema imunológico destes 

insetos (Kakamand, 2008; Whitehorn et al., 2012; Catae, 2014; Castro et al., 2020; Serra et al., 

2021). 

Como A. mellifera possui grande capacidade de forrageio, podendo coletar recursos 

essenciais para a colônia, como pólen, néctar, água e resina, a mais de 9,5 km da colônia 

(Beekman & Ratnieks, 2000), elas estão passíveis à exposição aos agrotóxicos (Carneiro et al., 

2015). As abelhas, em campo, podem ser expostas aos agrotóxicos diretamente, através da 

exposição às gotículas em suspensão no ar, inalação de pesticidas voláteis durante ou após a 
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pulverização nas culturas (Anastassiades et al., 2003; Sanchez-bayo & Goka, 2014; Simon-

delso. et al. 2014); ou indiretamente, através da ingestão de grãos de pólen, néctar, mel e água 

contaminados (Sanchez-bayo & Goka, 2014; Blacquiere, 2012; Stoner, 2012).  

Abelhas expostas às doses subletais de inseticidas apresentam dificuldades de retorno à 

colônia, no comportamento de forrageio, na polinização (Bortolli et al., 2003), deficiência no 

aprendizado olfatório (Decourtye et al., 2004), distúrbios de coordenação motora, incapacidade 

de voo, tremores e morte (Carvalho et al., 2009) e deficiências na aprendizagem, memória e 

dificuldades de locomoção (Souza, 2009; Lambim et al., 2001). Devido à atividade externa das 

abelhas campeiras, elas estão mais susceptíveis à contaminação, prejudicando sua capacidade 

de aprendizagem e orientação, o que pode ser um risco para o funcionamento da colônia 

(Nocelli et al., 2012). 

Além dos efeitos comportamentais, os agrotóxicos podem causar danos 

histopatológicos e citológicos. O cérebro de operárias de abelhas expostas aos lambda-

cialotrina e fipronil apresenta evidente neurodegeneração nos corpos celulares dos neurônios e 

na neurópila, caracterizados por danos mitocondriais, intensa vacuolização e largos espaços 

intracelulares, além de alterações comportamentais (Castro et al., 2020; Farder-Gomes et al., 

2021a). Outros órgãos como glândulas mandibulares e glândulas hipofaríngeas também tem 

suas funções comprometidas, quando expostas ao lambda-cialotrina, deltametrina, malathion e 

tiametoxam, evidenciadas por alterações na arquitetura do epitélio, dilatação do retículo 

endoplasmático rugoso, aumento de vacúolos, vesículas secretoras com conteúdo heterogêneo 

e autolisossomos, sugerindo processo de morte celular mediada por necrose nesses órgãos 

(Kakamand, 2008; Castro et al., 2020). Abelhas expostas ao inseticida de ação neurotóxica, 

tiametoxam e ao fungo Strobilurin, apresentam danos nos túbulos de Malpighi, como 

degeneração do labirinto basal, aumento da quantidade de retículo endoplasmático liso no 

citoplasma, perda e alteração de organelas citoplasmáticas (Catae et al., 2014; Batista et al., 

2020; Farder-Gomes et al., 2022). No intestino médio, a exposição a pesticidas neurotóxicos, 

como imidacloprido, fipronil, tiametoxam, lambda-cialotrina; e, ao inibidor da biossíntese de 

lipídios spiromesifen, aumenta a vacuolização citoplasmática, espaços intercelulares, 

desorganização da borda estriada e picnose nuclear, apresentando mitocôndrias danificadas, 

autofagossomo, degeneração do epitélio intestinal, provocando intensa síntese de matriz 

peritrófica, aparecimento de protrusões apicais com fragmentos de células liberadas no lúmen 

do órgão (Jesus et al., 2007; Cruz et al., 2009; Catae et al., 2014; Bastista, 2020; Serra et al., 

2021; Farder-Gomes et al., 2021b, Carneiro et al., 2022). 
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Dentre os inseticidas, os inibidores de crescimento (IDCs) afetam negativamente o 

crescimento e o desenvolvimento larval dos insetos (Tunaz & Uygun, 2004), devido às 

alterações fisiológicas e bioquímicas nas vias metabólicas (Dhadialla et al., 2005). Os IDCs são 

classificados como “inseticidas análogos ao hormônio juvenil e ecdisteróides” ou em 

“inibidores de biossíntese de quitina (IBQ)” (Tunaz & Uygun, 2004).  

O teflubenzurom é um inseticida fisiológico, do grupo benzoiluréia, que age inibindo a 

síntese de quitina, um dos principais componentes do tegumento do inseto na formação do 

exoesqueleto. É um defensivo versátil, podendo ser usado para combater pragas de diversas 

espécies cultivadas como café, canola, girassol e soja, das quais A. mellifera é a principal 

polinizadora (D´avila, 2005). 

Em A. mellifera, tratamentos com teflubenzurom administrados oral e topicamente 

afetam o desenvolvimento de larvas recém-eclodidas (Gromiz & Gromiz, 1996). Em abelhas 

do gênero Bombus, o teflubenzurom tem efeitos negativos na reprodução, eclosão de ovos e 

sobrevivência de larvas (Mommaerts, 2006). O teflubenzurom também afeta a emergência de 

adultos e influencia negativamente diferentes aspectos comportamentais e morte dos adultos da 

abelha Osmia rufa (Ferrazi, 2003). 

Análises de cromatografia detectaram resíduos de teflubenzurom em grãos de pólen 

com concentrações entre 5 e 50 µg/kg em cerca de 40 apiários em diferentes regiões da Espanha 

(Vázquez et al., 2015). Outro inseticida inibidor da síntese de quitina, o diflubenzurom, cujo 

modo de ação é semelhante ao teflubenzurom (Matsumura, 2010), foi registrado em grãos de 

pólen pelo mundo (Tong, 2018; Moreno-González et al., 2020; Friedle, 2021), o que pode 

indicar que esses agrotóxicos podem ter efeitos subletais em abelhas que se alimentam dessa 

fonte de proteínas.  

O trato digestivo dos insetos é formado por uma camada de células epiteliais sobre uma 

membrana basal (Snodgrass, 1993). É dividido em três regiões principais de origens 

ontogenéticas diferentes, sendo que os intestinos anterior e o intestino posterior de origem 

ectodérmica, enquanto o intestino médio é de origem endodérmica (Snodgrass, 1993; Beutel et 

al., 2013). 

O intestino médio dos insetos é a porta de entrada de nutrientes e compostos químicos 

exógenos devido à sua função absortiva. Moléculas inseticidas podem chegar à hemolinfa do 

inseto através do epitélio do intestino médio por diversas rotas. Moléculas pequenas, inferiores 

a 1000 Da, como o teflubenzurom, são capazes de se difundirem através da membrana 

plasmática e citosol até a hemolinfa. Em outros casos, essas moléculas requerem proteínas 
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transportadoras transmembrana para serem translocadas. Moléculas maiores, como proteínas e 

RNAi podem atravessar o epitélio intestinal mediadas por transportadores transmembrana ou 

vesículas endocíticas (Deneke et al., 2018).  

Em A. mellifera, o intestino médio é caracterizado por um epitélio simples, com células 

colunares digestivas com microvilosidades na superfície apical e núcleo esférico, sendo a 

principal seção do trato digestório com função de secreção de enzimas digestivas e absorção de 

nutrientes e o lúmen é revestido por camadas acelulares semipermeáveis que formam a matriz 

peritrófica, sendo mais espessa na região posterior em relação à anterior do intestino médio 

(Oliveira e al., 2019; Castro et al., 2020; Serra et al., 2021; Carneiro et al., 2022). A matriz 

peritrófica é composta por fibrilas de quitina, glicosaminoglicanos, glicoproteínas e proteínas, 

sintetizadas pelas células do intestino médio (Hegedus et al., 2009; Liu et al., 2019) com função 

de proteger o epitélio contra abrasão mecânica (Hegedus et al., 2009), prevenção de infecções 

por microorganismos (Lahane, 1997; Kuraishi et al., 2011; Sadlova et al., 2018; Erlandson et 

al., 2019; Oliveira et al., 2022), toxinas e outras substâncias danosas (Guo et al., 2019), além 

de promover o aumento da eficiência da digestão (Bolognesi, 2008). 

A matriz peritrófica pode ser secretada em sucessivas camadas concêntricas pelas 

células do epitélio ao longo de todo o intestino, podendo ser classificada como “Tipo I” ou 

secretada pela cardia, um tecido especializado na região mais anterior do intestino médio, 

denominada “Tipo II”, mas exclusivamente em Diptera (Hegedus et al., 2009). Em abelhas, 

testes de imunolocalização da proteína peritrofina-55, sugerem que a matriz peritrófica tem 

origem nas células epiteliais ao longo de todo intestino médio, podendo ser classificadas como 

Tipo I (Marques-Silva et al., 2005; Teixeira et al., 2015). Sua deposição pode ser contínua ou 

em resposta a estímulos alimentares, resultando em uma arquitetura com multicamadas em 

diferentes espécies de abelhas (Teixeira et al., 2019). 

A composição de quitina e proteínas na matriz peritrófica desempenha um papel central 

na correta funcionalidade e permeabilidade, pois essa estrutura age como um filtro retendo 

partículas de alimentos não digeridos, microrganismos e toxinas no espaço endoperitrófico, 

além de gerir a troca e reabsorção de enzimas digestivas (Martin et al., 2006). Inseticidas, como 

os inibidores de biossíntese de quitina, podem causar danos estruturais na matriz peritrófica, 

afetando sua integridade e alterando a permeabilidade (Merzendorfer et al., 2012; Kelkenberg 

et al., 2015). 

Em vista do modo de ação do teflubenzurom como inseticida inibidor da síntese de 

quitina e sua baixa toxicidade para insetos adultos e não-alvos, como descrito na literatura e 
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bula do fabricante, é necessário avaliar se abelhas recém-emergidas expostas cronicamente ao 

teflubenzurom em concentração de campo, apresentam algum nível de toxicidade ou 

mortalidade devido a possíveis danos histopatológicos e estruturais no intestino médio. A 

hipótese é que a toxicidade ou mortalidade seja resultado de danos à matriz peritrófica devido 

sua composição de quitina, causando danos ao epitélio intestinal. 

2. Objetivo  

Verificar se o inseticida teflubenzorom tem efeitos tóxicos e histopatológicos no 

intestino médio de operárias adultas da abelha A. mellifera. 

3. Material e métodos 

3.1. Insetos 

Para obtenção de abelhas recém-emergidas, três quadros com pupas de A. mellifera 

foram coletados de três diferentes colônias no Apiário Central da Universidade Federal de 

Viçosa, Viçosa, Minas Gerais, Brasil (20°45'N; 42°52'O) e mantidas por 24 h a 30 °C ± 2 °C e 

70% de umidade relativa até a emergência dos adultos (Williams et al., 2013). As abelhas 

recém-emergidas foram alocadas em 20 potes plásticos de 250 mL com 13 abelhas por pote e 

alimentadas com solução de sacarose a 50 %, pólen e água ad libitum (Fig. 1A) por 72 horas. 

3.2. Exposição ao Inseticida 

As operárias com 72 h após a emergência foram tratadas com teflubenzurom Nomolt® 

na dose de campo de 150 g/L recomendada pelo fabricante diluída em solução de sacarose a 

50%. O alimento foi ofertado em microtubos de 1,5 mL para 13 abelhas mantidas em gaiolas 

de 250 mL (Fig. 1B; Williams et al., 2013). No tratamento controle, as operárias foram 

alimentadas apenas com solução de sacarose a 50%.  
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Figura 1. Esquema de exposição de criação e tratamento de A. mellifera. [A]: Período de 
incubação. Operárias recém-emergidas alimentadas com água, pólen e solução de sacarose a 
50% por 72 horas. [B]: Exposição ao inseticida. Operárias com 72 h de idade alimentadas 
com solução de sacarose 50% contendo 150 g/L teflubenzurom. O controle foi alimentado 
apenas com solução de sacarose 50%. 

3.3. Análise de sobrevivência 

A análise de sobrevivência foi realizada em 130 abelhas, com cinco repetições para o 

grupo controle (n = 65) e cinco para tratamento com teflubenzurom (n = 65). A mortalidade foi 

registrada após 12h e depois a cada 24 horas até completar oito dias de exposição crônica. As 

abelhas mortas foram retiradas e descartadas. Os alimentadores foram verificados diariamente, 

e o alimento reposto quando necessário. A dieta para as abelhas foi preparada a cada três dias, 

evitando a contaminação por fungos das soluções de sacarose nos alimentadores.  

3.4. Histopatologia 

Cinco operárias do tratamento e do controle foram coletadas e dissecadas após oito dias 

de exposição. As abelhas foram crioanestesiadas a –5 °C por 5 min, dissecadas em NaCl 125 

mM e os intestinos médios transferidos para solução fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 

1967) por 24 h. As amostras foram desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% 

e 95%) e embebidas em historesina Leica. Cortes com 3 μm de espessura foram obtidos com 
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navalha de vidro em micrótomo rotativo, corados com hematoxilina e eosina e analisados em 

microscópio de luz Olympus BX60. 

 3.5. Análises histoquímicas 

Algumas secções do intestino médio de A. mellifera foram submetidas às técnicas 

histoquímicas de ácido periódico-Schiff (PAS) para evidenciar carboidratos na borda estriada 

do epitélio digestivo e na matriz peritrófica, Von Kossa para identificação de esferocristais e 

mercúrio de bromofenol para proteínas totais de acordo com Bancroft e Gamble (2008). Dez 

imagens por grupo experimental foram obtidas com fotomicroscópio Olympus BX53 com 

objetiva de 40X e abertura numérica de 0.75 para quantificação de esferocristais e da 

intensidade da marcação de PAS e mercúrio de bromofenol utilizando o software ImageJ/FIJI. 

A intensidade da reação positiva para PAS e mercúrio de bromofenol foi medida através da 

análise da intensidade dos valores de cinza das imagens (Urstadt, 2022). As imagens tiveram 

seus valores de pixel convertidos da escala de cores RGB para escala de cinza. Areas de 32 x 

32 pixels foram utilizados para avaliar os valores de intensidade pixel em cinco regiões 

escolhidas aleatoriamente. Desses dados foi extraída a média dos valores de intensidade obtidos 

por imagem. 

3.6. Índice de lesão 

Dez secções histológicas por intestino médio de cada operária foram selecionados 

aleatoriamente e fotografados em microscópio de luz com objetiva 40x, abertura numérica 0,75 

para avaliação do índice de lesão de órgãos (Bernet et al., 1999; Grella, 2019) causada pelo 

teflubenzurom após exposição oral. Para avaliação da matriz peritrófica, dez imagens apenas 

do lúmen foram obtidas para cada intestino. A soma de todas as alterações histopatológicas no 

intestino médio foi calculada por abelha com a equação Iorg = Σalt (a × w), onde Iorg é o índice 

de lesão do órgão, Σalt é a soma das alterações, “a” é o valor da pontuação e “w” é o grau de 

lesão. As pontuações (a) das alterações foram classificadas como: i) sem ocorrência = 0; ii) 

ocorrência leve = 2; iii) ocorrência moderada = 4 ou iv) ocorrência grave = 6. O grau de lesão 

(w) foi classificado como: i) dano reversível (fragmentos celulares liberados para o lúmen 

intestinal, secreção apócrina, esferocristais e danos na matriz peritrófica) = 1; ii) dano 

geralmente reversível (vacuolização do citoplasma celular e alterações na borda estriada) = 2, 
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e ii) dano irreversível (picnose nuclear, perda do contato celular e danos nas células 

regenerativas) = 3. 

3.7. Análises estatísticas 

 Para a análise de sobrevivência, o método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a 

sobrevivência. A análise de regressão de Cox foi utilizada para estimar a probabilidade de 

sobrevivência do grupo controle em relação ao tratado.  

 Para as análises histoquímicas, foram feitos, para cada parâmetro analisado, teste de 

Shapiro-Wilk para normalidade, Levene para a homogeneidade da amostra. Teste t-Welch foi 

utilizado para a avaliação da marcação por mercúrio de bromofenol e t-Student para a 

comparação das intensidades de marcação para PAS. 

Para o índice de lesão, foram feitos, para cada parâmetro analisado, teste de Shapiro-

Wilk para normalidade, Levene para a homogeneidade da amostra e teste t-Student para avaliar 

divergências significativas nas alterações histopatológicas analisadas. Todos os testes foram 

realizados utilizando o software Jamovi 2.3.18 com nível de significância de 5%. 

4. Resultados  

4.1. Análise de sobrevivência 

As operárias de A. mellifera expostas oralmente ao teflubenzurom por oito dias tiveram 

alta mortalidade, apresentando 13% de probabilidade de sobrevivência em relação ao grupo 

controle (HR = 0.13) (Tabela 1).   

O teflubenzurom afetou significativamente a sobrevivência de operárias de A. mellifera 

após oito dias de exposição oral, reduzindo de 100% no controle para 10,7% com teflubenzurom 

(test long-rank, χ2 = 64,1; gl = 1; p < 0,01; Figura 2). 
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Tabela 1. Análise de regressão de Cox. A razão de risco (HR) de mortalidade para o grupo 
controle é de 0.13, indicando que o grupo possui 87% de probabilidade de sobrevivência em 
relação ao grupo tratado. Intervalo de confiança de 95%. 

 

 

 

Figura 2. Análise de sobrevida de Kaplan-Meier. Mortalidade de abelhas Apis mellifera recém-

emergidas expostas oralmente a solução sacarose 50% e 150 g/L teflubenzurom por oito dias 

(log-rank = 64.1, p < 0.001).  

4.2. Histopatologia 

 Abelhas do grupo controle, alimentadas com solução de sacarose por oito dias 

apresentaram o epitélio do intestino médio com células digestivas colunares, borda estriada bem 

desenvolvida e uniforme e com núcleo com cromatina descondensada e ninho de células 

regenerativas na porção basal (Fig. 3 A e 3 B). No lúmen ocorrem diversas camadas de matriz 

peritrófica (Fig. 3 A). 
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As operárias de A. mellifera alimentadas com teflubenzurom apresentaram o epitélio do 

intestino médio com características histopatológicas. Nessas abelhas ocorreu desorganização 

do epitélio com perda dos ninhos de células regenerativas, células digestivas com citoplasma 

rico em vacúolos, picnose nuclear e rompimento do contato entre as células formando espaços 

intercelulares dilatados (Fig. 4 A-D). O rompimento do epitélio se torna evidente com a 

liberação de células no lúmen e a escassez de células regenerativas para repor os danos (Fig. 4 

B). A matriz peritrófica dessas operárias apresentou aspecto difuso e com poucas camadas (Fig. 

4 A). 

 

Figura 3. Micrografias de luz do intestino médio de operárias de Apis mellifera alimentadas 

com solução de sacarose 50% (controle). [A-B]: Epitélio saudável, mostrando células digestivas 

(dc), núcleo com cromatina descondensada (n), ninho de células regenerativas (rc), borda 

estriada homogênea (cabeça de seta) e lúmen (lu) com produção normal de matriz peritrófica 

(mp). Hematoxilina e eosina. 
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Figura 4. Micrografias de luz do intestino médio de operárias de Apis mellifera alimentadas 

com solução de teflubenzurom dissecadas após oito dias de exposição. [A-D]: Epitélio 

altamente danificado, evidenciando o rompimento do contato celular (asterisco), picnose 

nuclear (seta), desorganização da borda estriada (ponta de seta) e fragmento celular (cf) com 

núcleos picnóticos, escapando para o lúmen (lu). Hematoxilina e eosina. 

4.3. Análises histoquímicas 

Nas abelhas tratadas com o inseticida a intensidade da reação por mercúrio de 

bromofenol para proteínas foi menor (teste t-Welch = 16.5, gl = 29.2, p < .001) no epitélio do 

intestino médio (Fig. 5 A, B) e na matriz peritrófica que no controle (Fig. 7 A). 
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A histoquímica por ácido periódico-Schiff para evidenciar polissacarídeos neutros, 

glicoconjugados e carboidratos revelou diferenças na intensidade da reação entre abelhas 

alimentadas com teflubenzurom e controle (t-Student = 6.53, gl = 22.0, p = 0.001); sendo menor 

no tratamento (Fig. 5 C, 5 D). A técnica também revelou maiores concentrações de 

esferocristais presentes nas células digestivas do epitélio das abelhas tratadas em relação ao 

controle (Fig. 6 A, 6 B). A Matriz peritrófica das abelhas tratadas com inseticida mostrou reação 

PAS-positiva menos intensa que o grupo controle (Fig 7 B).  

O teste de Von Kossa para identificar cristais de cálcio revelou maior concentração do 

mineral em esferocristais maduros na porção apical das células digestivas e em fragmentos 

celulares nos intestinos de abelhas alimentadas com solução de teflubenzurom em comparação 

com o grupo controle (Fig. 6 C, 6 D).  
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Figura 5. Micrografia de luz do intestino médio de A. mellifera submetidas às técnicas de 

mercúrio de bromofenol, PAS e Von Kossa. [A e B]: Coloração por mercúrio de bromofenol. 

O epitélio e a matriz peritrófica do grupo controle (A) apresenta coloração mais intensa que a 

do grupo tratado (B) indicando maior concentração proteica. [C-F]: Coloração por PAS. [C]: 

Controle evidenciando lúmen (lu) com matriz peritrófica (mp). [D]: Abelhas tratadas com 

inseticida apresentaram reação positiva menos intensa para carboidratos e glicoconjugados na 

matriz peritrófica (mp) em comparação com o grupo controle. Note a matriz peritrófica difusa 

e pouco organizada. Asterisco = Perda do contato celular, ponta de seta = borda estriada. 
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Figura 6. Micrografia de luz do intestino médio de A. mellifera submetidas às técnicas de PAS 

e Von Kossa. [A]: Detalhe do epitélio de abelhas do grupo controle sem esferocristais imaturos 

evidentes pela marcação de PAS. [B]: Epitélio de abelhas alimentadas com inseticida contendo 

esferocristais imaturos (seta) marcados por PAS. [C e D]: Coloração pela técnica de Von Kossa 

evidenciando esferocristais maduros com cálcio (ponta de seta branca). O aumento de inclusões 

cálcio-positivas no grupo tratado em relação ao controle pode ser observado em (D). lu = lúmen, 

n = núcleo, rc = ninho de células regenerativas, m = camada muscular. Asterisco = Perda do 

contato celular, ponta de seta preta = borda estriada. 
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Figura 7. Intensidade da marcação histoquímica. [A]: Intensidade da marcação positiva pela 

técnica histoquímica do azul de bromofenol no intestino médio de A. mellifera após exposição 

ao inseticida teflubenzurom. A redução da intensidade da marcação de proteínas totais pode ser 

observada no grupo TFB. [B]: Intensidade da marcação positiva para a reação histoquímica do 

ácido periódico-Schiff no intestino médio de A. mellifera após exposição ao inseticida 

teflubenzurom (TFB). A redução na intensidade da marcação de polissacarídeos e 

glicoconjugados neutros pode ser observada no grupo tratado (TFB). Os asteriscos indicam 

diferença estatística (p < 0,05) entre os grupos controle e tratado. 

4.4. Índice de Lesão 

O índice de lesão do intestino médio foi estabelecido para quantificar as diferentes 

alterações observadas na histologia do órgão exposto à solução de teflubenzurom em relação 

ao grupo controle.  

Não houve alterações significativas nos parâmetros de grau de lesão, incluindo 

vacuolização (t-Welch = 0.673, gl = 4.54, p > 0.05) e alterações da borda estriada (t-Student = 

0.545, gl = 6.00, p > 0.05). O acúmulo de esferocristais (grau de lesão: 1) observado na 

histologia foi confirmado com o índice de lesão (Fig. 8 A), mostrando maior valor nas abelhas 

tratadas com teflubenzurom que naquelas do controle (t de Student = -3.52, gl = 54.0, p < 0.05). 

As operárias tratadas também mostraram maior índice de lesão 1 que no controle (t de Student 

= -5.41, gl = 8.00, p < 0.001) correspondentes aos danos na produção de matriz peritrófica (Fig. 

8 B) e ao aumento de fragmentação celular nas células digestivas (Fig. 8 C). 
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Alterações histopatológicas de grau 3 foram mais evidentes no grupo tratado com o 

inseticida teflubenzurom com aumento de células apresentando picnose nuclear (t-Student = -

3.06, gl = 6.00, p = 0.022), e danos ou perda de ninhos de células regenerativas (t-Student = -

2.67, gl = 6.00, p = 0.037; Fig. 8 D, 8 E). 

No geral, o índice total de lesão do intestino médio foi maior nas operárias de A. 

mellifera expostas oralmente ao inseticida inibidor da síntese de quitina, teflubenzurom (t-

Welch = -2.47, gl = 9.60, p = 0.034; Fig. 8 F). 

 

 

Figura 8. Índice de lesão do intestino médio de operárias de A. mellifera expostas por oito dias 

à solução de sacarose 50% (controle) e teflubenzuron 150 g/L (TFB). [A]: Porcentagem de 

esferocristais em função da área celular. [B]: Porcentagem de lúmen visível em relação à matriz 

peritrófica. [C]: Porcentagem de fragmentação celular escapando para o lúmen do órgão em 

relação ao número total de células. [D]: Porcentagem de células em picnose nuclear em função 

do total de células analisadas. [E]: Dano ou ausência de ninhos de células regenerativas.[F]: 

índice de lesão total do órgão. Os asteriscos indicam diferença estatística (t de Welch = -2.47, 

gl = 9.60, p < 0,05) entre os grupos controle e tratado. 
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5. Discussão 

Os resultados indicam que o teflubenzurom apresenta toxicidade e letalidade para 

abelhas adultas A. mellifera. A exposição crônica por oito dias mostra diferenças significativas 

na sobrevivência, o que pode ser um reflexo de sobrecarga no sistema de detoxificação ao 

inseticida. As células digestivas do intestino médio das abelhas são dotadas de mecanismos 

moleculares de detoxificação de compostos xenobióticos, no qual as carboxil/colinesterases, 

citocromo P450 monooxigenases e glutationa-s-transferases são as principais famílias 

enzimáticas envolvidas no metabolismo de pesticidas (Claudianos, 2006; Xu, 2013; Wu, 2016). 

Assim, é plausível sugerir que esses mecanismos não são suficientes para evitar toxicidade em 

condições prolongadas de exposição ao teflubenzurom, como pode ocorrer em condições de 

campo quando as operárias forrageiras coletam grãos de pólen contaminados com o inseticida 

e os armazenam na colônia para alimentação de larvas e operárias jovens.  

As análises histopatológicas em conjunto com dados semi-quantitativos obtidos pelo 

índice de lesão do intestino médio revelam diversos danos celulares entre as abelhas 

alimentadas com a solução de teflubenzuron, como acúmulo de esferocristais, fragmentos 

celulares, picnose nuclear, perda do contato celular e liberação de fragmento das células 

digestivas para o lúmen, perda de células regenerativas e danos e produção irregular da matriz 

peritrófica. 

A presença de esferocristais em maior frequência no grupo tratado, evidenciada pelo 

teste histoquímico de von Kossa por impregnação argêntica, pode ser um indicativo de possível 

mecanismo de desintoxicação celular, uma vez que estas estruturas celulares estão relacionados 

com o controle osmótico (Serrão e Cruz-Landim, 1997; Pinheiro et al., 2008; Lipovsek et al., 

2002, 2012) assim como à uma resposta direta ao mecanismo de ação do teflubenzurom. 

Esferocristais são concreções compostas por lamelas de peptideoglicanos no qual estratos 

minerais de espessuras variadas se agregam sucessivamente como camadas concêntricas 

aprisionando Ca+2 presentes no citoplasma (Ballan-Dufranc, 2002). Inseticidas inibidores da 

biossíntese de quitina, da família benzoilureia, parecem agir no receptor de sulfoniluréia (SUR) 

na membrana de vesículas intracelulares responsáveis pela síntese de pequenos filamentos de 

quitina, ainda durante o processo de exocitose, sendo o SUR um canal de potássio regulando a 

concentração de cálcio citossólico. Os benzoilureias, provavelmente causam uma rápida 

modificação do canal SUR, cessando a entrada de potássio, o que resulta na despolarização da 

membrana vesicular e o aumento da concentração de cálcio no citoplasma (Nasonkin, 1999; 
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Matsumura, 2010). Os níveis mais elevados de esferocristais no ápice das células colunares e 

no lúmen do intestino médio de A. mellifera tratadas com teflubenzurom pode indicar uma 

resposta direta do organismo à intoxicação pelo inseticida, capturando e eliminando o excesso 

de cálcio no citoplasma. 

O comprometimento da produção de matriz peritrófica no intestino médio de A. 

mellifera exposta ao teflubenzurom, caracterizada pelo aspecto difuso e poucas camadas 

também pode estar associada com a inibição do canal SUR, o que inviabiliza a exocitose das 

vesículas carreadoras dos monômeros de N-acetilglicosaminas para a incorporação nos 

polímeros de quitina, comprometendo a síntese da matriz peritrófica. A matriz peritrófica em 

A. mellifera é composta por polímeros de quitina, proteínas, glicosaminoglicanos e 

glicoproteínas, secretadas em sucessivas camadas concêntricas pelas células do epitélio ao 

longo de todo o intestino (Liu et al., 2019). Ela assume um papel crucial na proteção do epitélio 

contra a abrasão mecânica (Hegedus et al., 2009) e prevenção de infecções por 

microorganismos e toxinas (Guo et al., 2019, Oliveira et al., 2022). A produção anormal da 

matriz peritrófica ocasionada pelo teflubenzurom pode aumentar os riscos de infecções por 

microrganismos e patógenos, um dos causadores da CCD (Sánchez-Bayo, 2016), e causar danos 

abrasivos e por ligações inespecíficas no epitélio (Bolognesi et al., 2008) comprometendo a 

fisiologia intestinal e a absorção de nutrientes. Portanto, danos no epitélio, causados pelo 

inseticida, são decorrentes da produção irregular de matriz peritrófica. As análises 

histoquímicas de intensidade da reação PAS-positiva para polissacarídeos e glicoconjugados 

neutros revelam diferenças na produção e incorporação de componentes polissacarídicos 

importantes para a homeostase da matriz peritrófica. Os intestinos das abelhas tratadas com 

teflubenzurom tiveram reação positiva menos intensa PAS em relação ao controle. A análise 

quantitativa para a matriz peritrófica também revela menos matriz no grupo tratado. A inibição 

da incorporação dos polímeros de quitina à matriz, efeito principal do teflubenzurom, 

provavelmente afeta a produção e organização das camadas da matriz peritrófica, 

comprometendo sua homeostase e contribuindo para acentuar os danos ao epitélio.  

O aumento dos níveis de fragmentação celular no epitélio do intestino médio das abelhas 

alimentadas com teflubenzurom pode representar um mecanismo de desintoxicação através da 

eliminação de moléculas tóxicas, derivadas do metabolismo do inseticida, para o lúmen do 

órgão (Malaspina & Zacarin, 2006). A observação de células em picnose nuclear indica a 

possibilidade do mecanismo de desintoxicação, pois esta é uma etapa no processo de morte 

celular programada, na qual há a condensação da cromatina nuclear (Donan & Cotter, 2008). A 
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eliminação de células do intestino médio, em abelhas saudáveis, é uma estratégia natural para 

a manutenção do epitélio, na qual células digestivas danificadas pelos estresses químicos e 

físicos do processo de digestão, são eliminadas para o lúmen do órgão, sendo substituídas por 

novas células digestivas a partir da diferenciação de células regenerativas presentes em ninhos 

na região basal do epitélio (Cruz-Landim & Costa-Leonardo, 1996).  

O intestino médio das abelhas alimentadas com o inseticida por oito dias apresenta 

regiões do epitélio sem ninhos de células regenerativas, o que pode ser devido à diferenciação 

das células regenerativas em células digestivas para renovar o epitélio como resposta ao 

aumento dos fragmentos celulares liberados no lúmen intestinal e células em processo de morte. 

Com o aumento de fragmentação celular e outros danos teciduais, é possível que as células 

regenerativas no intestino das abelhas alimentadas com o inseticida tenham se diferenciado em 

uma taxa mais elevada do que os ninhos de células regenerativas das abelhas do grupo controle. 

Uma vez que as células regenerativas existem em um número limitado no intestino de insetos 

adultos (Caccia et al., 2019) e em abelhas parecem não proliferarem (Cruz-Landim et al., 1996, 

França et al., 2006), seu esgotamento em determinadas áreas é condizente com a crescente perda 

das células digestivas.   

O índice de lesão permite avaliar semi-quantitativamente alterações histopatológicas 

causadas por xenobióticos em tecidos animais (Bernet et al., 1999; Grella, 2019). Sua 

aplicabilidade neste estudo revela que a concentração de campo de teflubenzurom administrado 

por oito dias na dieta de abelhas resulta em alterações morfológicas em diferentes graus 

histopatológicos. Embora muitas das alterações morfológicas causadas pelo inseticida sejam 

reversíveis (grau de lesão: 1), também ocorrem lesões graves e irreversíveis ao epitélio do 

intestino médio (grau de lesão: 3), como a perda do contato celular, danos e esgotamento dos 

ninhos de células regenerativas, indicando que embora o teflubenzurom seja classificado como 

não tóxico para organismos não-alvos, o teflubenzuron causa danos ao intestino médio de A. 

mellifera com potencial para comprometer os processos de digestão e absorção. Alguma 

toxicidade para abelhas (Ferrazzi, 2003), incluindo A. mellifera (Gromisz, 1996, Ahn et al., 

2013; Piechowicz et al., 2013) tem sido reportado para esse inseticida. 

6. Conclusão 

A exposição crônica de operárias de A. mellifera ao teflubenzurom em concentração 

campo-realista indica sua potencialidade como agente contribuinte para o CCD e para o declínio 



30 

 

 

 

global das abelhas. A letalidade aqui observada pode estar associada à sobrecarga dos sistemas 

de detoxificação das células do intestino médio, resultando em danos reversíveis e irreversíveis 

nas células digestivas, regenerativas e na matriz peritrófica comprometendo a digestibilidade. 

No geral, este estudo fornece uma base teórica e prática sobre o conhecimento dos efeitos do 

inseticida inibidor da síntese de quitina em insetos adultos não-alvo, como a abelha Apis 

mellifera.  
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