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RESUMEN DEL CONTENIDO EN ESPANOL E INGLES

(Méaximo 250 palabras — 1530 caracteres, aplica para resumen en espafiol):

Resumen en espaiiol:

Las abejas son uno de los organismos mas importantes en la polinizacién de ecosistemas
colombianos; sin embargo, el uso indiscriminado de pesticidas en monocultivos contribuye
al sindrome de colapso de colmenas de abejas (CCD). Por este sentido, se realizé un
estudio in vitro con abejas de la especie Apis mellifera, en los laboratorios de la Universidad
de Cundinamarca, evaluando diferentes dosis subletales (DL50) de insecticidas del grupo
de neocotinoides (Imidaclorprid) y organofosforados (Chlorpyrifos). Con el fin de encontrar
cambios bioguimicos en enzimas antioxidantes como catalasa (CAT) y peroxidasa (POD),
involucradas en mecanismos metabdlicos de desintoxicacion se expusieron abejas
dérmicamente a DL50, determinando su actividad enzimatica y su concentracion de
proteinas totales ([PT]).

Los resultados obtenidos indican diferencias estadisticas altamente significativas (p<0.005)
en la actividad de CAT y POD entre el tratamiento control y los insecticidas Imidacloprid y
Chlorpyrifos. El comportamiento de actividad de CAT y POD entre dosis presenté cambios
significativos en las DL50. La [PT] mostré estadisticamente una dualidad entre los valores
de Imidacloprid y Chlorpyrifos encontrando una diferencia significativa en la expresion de
proteinas de cada insecticida; sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticas entre
las DL50 aplicadas.

A partir de estos resultados, se evidenciaron efectos estresantes en el metabolismo de
abejas Apis mellifera, comprobando el dafio celular que se ocasiona al usar insecticidas
altamente téxicos y su afectacion en insectos polinizadores.

Resumen en Ingles:

Bees are one of the most important organisms in the pollination of Colombian ecosystems;
however, the indiscriminate use of pesticides in monocultures contributes to bee colony
collapse syndrome (HCS). In this sense, an in vitro study was carried out with bees of the
species Apis mellifera, in the laboratories of the University of Cundinamarca, evaluating
different sublethal doses (LD50) of insecticides from the group of neocotinoids
(Imidachlorprid) and organophosphates (Chlorpyrifos). In order to find biochemical changes
in antioxidant enzymes such as catalase (CAT) and peroxidase (POD), involved in metabolic
mechanisms of detoxification, bees are exposed dermally to LD50, determining their
enzymatic activity and their concentration of total grains ([PT]).

The results obtained indicate highly significant statistical differences (p<0.005) in the activity
of CAT and POD between the control treatment and the insecticides Imidacloprid and
Chlorpyrifos. The behavior of CAT and POD activity between doses of significant changes
presented in the DL50. The [PT] statistically showed a duality between the values of
Imidacloprid and Chlorpyrifos, finding a significant difference in the protein expression of
each insecticide; however, no statistical differences were found between the LD50 applied.
From these results, stressful effects on the metabolism of Apis mellifera bees were
evidenced, verifying the cellular damage caused by using highly toxic insecticides and their
affectation in pollinating insects.
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NDINAMAR

AUTORIZACION DE PUBLICACION

Por medio del presente escrito autorizo (Autorizamos) a la Universidad de
Cundinamarca para que, en desarrollo de la presente licencia de uso parcial, pueda
ejercer sobre mi (nuestra) obra las atribuciones que se indican a continuacion,
teniendo en cuenta que, en cualquier caso, la finalidad perseguida sera facilitar,
difundir y promover el aprendizaje, la ensefianza y la investigacion.

En consecuencia, las atribuciones de usos temporales y parciales que por virtud de

la presente licencia se autoriza a la Universidad de Cundinamarca, a los usuarios de

la Biblioteca de la Universidad; asi como a los usuarios de las redes, bases de datos|

y demas sitios web con los que la Universidad tenga perfeccionado una alianza, son:
Marque con una “X”:

AUTORIZO (AUTORIZAMOYS) Sl | NO

1. Lareproduccion por cualquier formato conocido o por conocer. X

2. La comunicacién publica, masiva por cualquier procedimiento o

medio fisico, electronico y digital. X

3. La inclusién en bases de datos y en sitios web sean éstos
onerosos 0 gratuitos, existiendo con ellos previa alianza
perfeccionada con la Universidad de Cundinamarca para efectos
de satisfacer los fines previstos. En este evento, tales sitios y sus
usuarios tendran las mismas facultades que las aqui concedidas
con las mismas limitaciones y condiciones.

4. Lainclusion en el Repositorio Institucional. X

De acuerdo con la naturaleza del uso concedido, la presente licencia parcial se
otorga a titulo gratuito por el maximo tiempo legal colombiano, con el propésito de
gue en dicho lapso mi (nuestra) obra sea explotada en las condiciones aqui
estipuladas y para los fines indicados, respetando siempre la titularidad de los
derechos patrimoniales y morales correspondientes, de acuerdo con los usos
honrados, de manera proporcional y justificada a la finalidad perseguida, sin animo
de lucro ni de comercializacion.

Para el caso de las Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia, de manera complementaria,
garantizo(garantizamos) en mi(nuestra) calidad de estudiante(s) y por ende autor(es)
exclusivo(s), que la Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia en cuestion, es producto de
mi(nuestra) plena autoria, de mi(nuestro) esfuerzo personal intelectual, como
consecuencia de mi(nuestra) creacion original particular y, por tanto, soy(somos)
el(los) unico(s) titular(es) de la misma. Ademas, aseguro (aseguramos) que no
contiene citas, ni transcripciones de otras obras protegidas, por fuera de los limites
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autorizados por la ley, segun los usos honrados, y en proporcién a los fines previstos;
ni tampoco contempla declaraciones difamatorias contra terceros; respetando el
derecho a la imagen, intimidad, buen nombre y demas derechos constitucionales.
Adicionalmente, manifiesto (manifestamos) que no se incluyeron expresiones
contrarias al orden publico ni a las buenas costumbres. En consecuencia, la|
responsabilidad directa en la elaboracion, presentacion, investigacion y, en general,
contenidos de la Tesis o Trabajo de Grado es de mi (nuestra) competencia exclusiva,
eximiendo de toda responsabilidad a la Universidad de Cundinamarca por tales
aspectos.

Sin perjuicio de los usos y atribuciones otorgadas en virtud de este documento,
continuaré (continuaremos) conservando los correspondientes derechos
patrimoniales sin modificacion o restriccion alguna, puesto que, de acuerdo con la
legislacion colombiana aplicable, el presente es un acuerdo juridico que en ningan
caso conlleva la enajenacion de los derechos patrimoniales derivados del régimen
del Derecho de Autor.

De conformidad con lo establecido en el articulo 30 de la Ley 23 de 1982y el articulg
11 de la Decisién Andina 351 de 1993, “Los derechos morales sobre el trabajo son
propiedad de los autores”, los cuales son irrenunciables, imprescriptibles,
inembargables e inalienables. En consecuencia, la Universidad de Cundinamarca
esta en la obligacion de RESPETARLOS Y HACERLOS RESPETAR, para lo cual
tomara las medidas correspondientes para garantizar su observancia.

NOTA: (Para Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia):

Informacion Confidencial:

Esta Tesis, Trabajo de Grado o Pasantia, contiene informacién privilegiada,
estratégica, secreta, confidencial y demas similar, o hace parte de la
investigacion que se adelanta y cuyos resultados finales no se han publicado.
SI____NO _X__.

En caso afirmativo expresamente indicaré (indicaremos) en carta adjunta,
expedida por la entidad respectiva, la cual informa sobre tal situacion, 1o
anterior con el fin de que se mantenga la restriccion de acceso.

LICENCIA DE PUBLICACION

Como titular(es) del derecho de autor, confiero(erimos) a la Universidad de
Cundinamarca una licencia no exclusiva, limitada y gratuita sobre la obra que se
integrard en el Repositorio Institucional, que se ajusta a las siguientes
caracteristicas:

a) Estara vigente a partir de la fecha de inclusion en el repositorio, por un plazo de 5
afios, que seran prorrogables indefinidamente por el tiempo que dure el derecho
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patrimonial del autor. El autor podra dar por terminada la licencia solicitandolo a lal
Universidad por escrito. (Para el caso de los Recursos Educativos Digitales, la|
Licencia de Publicacion sera permanente).

b) Autoriza a la Universidad de Cundinamarca a publicar la obra en formato y/o
soporte digital, conociendo que, dado que se publica en Internet, por este hecho
circula con un alcance mundial.

c) Los titulares aceptan que la autorizacién se hace a titulo gratuito, por lo tanto,
renuncian a recibir beneficio alguno por la publicacion, distribucion, comunicacion
publica y cualquier otro uso que se haga en los términos de la presente licencia y de
la licencia de uso con gue se publica.

d) El(Los) Autor(es), garantizo(amos) que el documento en cuestion es producto de
mi(nuestra) plena autoria, de mi(nuestro) esfuerzo personal intelectual, como
consecuencia de mi (nuestra) creacion original particular y, por tanto, soy(somos)
el(los) unico(s) titular(es) de la misma. Ademas, aseguro(aseguramos) que nho
contiene citas, ni transcripciones de otras obras protegidas, por fuera de los limites
autorizados por la ley, segun los usos honrados, y en proporcién a los fines previstos;
ni tampoco contempla declaraciones difamatorias contra terceros; respetando el
derecho a la imagen, intimidad, buen nombre y demas derechos constitucionales.
Adicionalmente, manifiesto (manifestamos) que no se incluyeron expresiones
contrarias al orden publico ni a las buenas costumbres. En consecuencia, la
responsabilidad directa en la elaboracion, presentacion, investigacion y, en general,
contenidos es de mi (nuestro) competencia exclusiva, eximiendo de todal
responsabilidad a la Universidad de Cundinamarca por tales aspectos.

e) En todo caso la Universidad de Cundinamarca se compromete a indicar siempre
la autoria incluyendo el nombre del autor y la fecha de publicacion.

f) Los titulares autorizan a la Universidad para incluir la obra en los indices VY|
buscadores que estimen necesarios para promover su difusion.

g) Los titulares aceptan que la Universidad de Cundinamarca pueda convertir el
documento a cualquier medio o formato para propdsitos de preservacion digital.

h) Los titulares autorizan que la obra sea puesta a disposicion del publico en los
términos autorizados en los literales anteriores bajo los limites definidos por la|
universidad en el “Manual del Repositorio Institucional AAAMO003”

i) Para el caso de los Recursos Educativos Digitales producidos por la Oficina de
Educacion Virtual, sus contenidos de publicacion se rigen bajo la Licencia Creative
Commons: Atribucién- No comercial- Compartir Igual.
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j) Para el caso de los Articulos Cientificos y Revistas, sus contenidos se rigen bajo
la Licencia Creative Commons Atribucién- No comercial- Sin derivar.

[glolsle]

Si el documento se basa en un trabajo que ha sido patrocinado o apoyado por una
entidad, con excepcion de Universidad de Cundinamarca, los autores garantizan
gue se ha cumplido con los derechos y obligaciones requeridos por el respectivo
contrato o acuerdo.

La obra que se integrara en el Repositorio Institucional esta en el(los) siguiente(s)
archivo(s).

Nombre completo del Archivo Incluida
su Extension
(Ej. Nombre completo del proyecto.pdf)

Tipo de documento

(ej. Texto, imagen, video, etc.)

2.
3.
4

En constancia de lo anterior, Firmo (amos) el presente documento:

APELLIDOS Y NOMBRES COMPLETOS FlRMA
(autégrafa)
é(/é(/ O
Porras Acero Miguel Angel (_
21.1-51-20.
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“No hay ninguna diferencia
Jfundamental entre el hombre y los animales
en su capacidad de sentir placer y dolor,

felicidad y miseria”.

Charles Darwin.
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Resumen

Las abejas son uno de los organismos mas importantes en la polinizacion de
ecosistemas colombianos; sin embargo, el uso indiscriminado de pesticidas en
monocultivos contribuye al sindrome de colapso de colmenas de abejas (CCD). Por este
sentido, se realizd un estudio in vitro con abejas de la especie Apis mellifera, en los
laboratorios de la Universidad de Cundinamarca, evaluando diferentes dosis subletales
(DL50) de insecticidas del grupo de neocotinoides (Imidaclorprid) y organofosforados
(Chlorpyrifos). Con el fin de encontrar cambios bioquimicos en enzimas antioxidantes
como catalasa (CAT) y peroxidasa (POD), involucradas en mecanismos metabolicos de
desintoxicacion se expusieron abejas dérmicamente a DL50, determinando su
actividad enzimaética y su concentracion de proteinas totales ([PT]).

Los resultados obtenidos indican diferencias estadisticas altamente
significativas (p<0.005) en la actividad de CAT y POD entre el tratamiento control y
los insecticidas Imidacloprid y Chlorpyrifos. El comportamiento de actividad de CAT y
POD entre dosis presentd cambios significativos en las DL5o. La [PT] mostré
estadisticamente una dualidad entre los valores de Imidacloprid y Chlorpyrifos
encontrando una diferencia significativa en la expresion de proteinas de cada
insecticida; sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticas entre las DL50
aplicadas.

A partir de estos resultados, se evidenciaron efectos estresantes en el
metabolismo de abejas Apis mellifera, comprobando el dafo celular que se ocasiona al
usar insecticidas altamente toxicos y su afectacion en insectos polinizadores.

Palabras clave: Apis mellifera, Organofosforados, Neocotinoides, Estrés

oxidativo, Catalasa, Peroxidasa, Proteinas totales.



Abstract
Bees are one of the most important organisms in the pollination of Colombian

ecosystems; however, the indiscriminate use of pesticides in monocultures contributes to
bee colony collapse syndrome (HCS). In this sense, an in vitro study was carried out with
bees of the species Apis mellifera, in the laboratories of the University of Cundinamarca,
evaluating different sublethal doses (LD50) of insecticides from the group of neocotinoids
(Imidachlorprid) and organophosphates (Chlorpyrifos). In order to find biochemical
changes in antioxidant enzymes such as catalase (CAT) and peroxidase (POD), involved in
metabolic detoxification mechanisms, bees were dermally exposed to LD50, determining

their enzymatic activity and total protein concentration ([PT]).

The results obtained indicate highly significant statistical differences (p<0.005) in
the activity of CAT and POD between the control treatment and the insecticides
Imidacloprid and ChlorpyrifosThe activity behavior of CAT and POD between doses
presented significant changes in the LD50. The [PT] statistically showed a duality between
the values of Imidacloprid and Chlorpyrifos, finding a significant difference in the protein
expression of each insecticide; however, no statistical differences were found between the

LD50 applied.

From these results, stressful effects on the metabolism of Apis mellifera bees are
evidenced, verifying the cellular damage caused by using highly toxic insecticides and their

affectation in pollinating insects.

Keywords: Apis mellifera, Organophosphates, Neocotinoids,; Oxidative stress,

Catalase, Peroxidase, Total Proteins.



Resumo

As abelhas s@3o um dos organismos mais importantes na polinizacdo dos
ecossistemas colombianos; entretanto, o uso indiscriminado de agrotéxicos em
monoculturas contribui para a sindrome do colapso das colonias de abelhas (SCH). Nesse
sentido, foi realizado um estudo in vitro com abelhas da espécie Apis mellifera, nos
laboratérios da Universidade de Cundinamarca, avaliando diferentes doses subletais
(DL50) de inseticidas do grupo dos neocotindides (Imidaclorprid) e organofosforados
(Clorpirifos). A fim de encontrar alteracdes bioquimicas em enzimas antioxidantes como a
catalase (CAT) e a peroxidase (POD), envolvidas nos mecanismos metabolicos de
desintoxicacdo, as abelhas foram expostas dermicamente a LD50, determinando sua
atividade enzimatica e concentracao de proteina total ([PT]).

Os resultados obtidos indicam diferencas estatisticas altamente significativas
(p<0,005) na atividade de CAT e POD entre o tratamento controle e os inseticidas
Imidacloprid e Clorpirifés. O comportamento da atividade de CAT e POD entre as doses
apresentou alteracoes significativas no LD50. O [PT] mostrou estatisticamente uma
dualidade entre os valores de Imidacloprid e Clorpirifés, encontrando diferenca
significativa na expressao proteica de cada inseticida; no entanto, nao foram encontradas
diferencas estatisticas entre o LD50 aplicado.

A partir desses resultados, foram evidenciados efeitos estressantes sobre o
metabolismo de abelhas Apis mellifera, verificando-se os danos celulares causados pelo
uso de inseticidas altamente toxicos e sua afetacado em insetos polinizadores.

Palavras chave: Apis mellifera, Organofosforados, Neonicotinoides, Estresse

oxidativo, Catalase; peroxidase, Proteinas totais.
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1 Introduccion

La intensificacion agricola para responder a la seguridad alimentaria ha ocasionado
el uso de agroquimicos para repeler e interrumpir el desarrollo de plantas, hongos e
insectos no benéficos para monocultivos(Sabench, 2011). La modificacion del ambiente por
parte de agroquimicos ha alterado los sistemas de interaccion de polinizadores con
especies vegetativas, generando un declive en poblaciones de escarabajos (Coledpteros),
mariposas, polillas (Lepidopteros), saltamontes (Ortopteros), avispas (Véspidos), hormigas
(Formicidae) y abejas (Himenopteros) (Bartomeus & Bosch, 2018), lo descrito
anteriormente, ha generado un efecto antropico, el cual ha originado un conflicto entre
agricultura industrial y especies silvestres polinizadoras, debido al uso de agroquimicos

que generan danos biol6gicos y ambiéntateles (Goulson et al, 2015).

Apis mellifera o abeja de miel es una especie principalmente utilizada para la
produccién de miel y otros subproductos que se producen en menor cantidad como lo son
el propdleo, polen, cera o jalea real. Esta especie también es utilizada en algunos casos para
servicios ecosistémicos como la polinizaciéon de cultivos para asi aumentar la cantidad de
frutos y dar un mejor resultado en cuanto al peso, formacion y contenido de azacar (°Brix)
en frutas. También se mejoran los indices productivos de derivados apicolas entre un 20 y
60%, superior en produccion de miel y polen obtenidos con este servicio, mejorando

productivamente ambos sectores (Vasquez et al., 2011).

La contaminaciéon por agroquimicos en sistemas biologicos ha sido uno de los
factores derterminantes en la disminucién de poblaciones de abejas, estimando que el 37%
de poblaciones europeas se han reducido en los dltimos afios (Nieto et al., 2014) generado
un sindrome llamado colony collapse disorder (CCD) o Sindrome de despoblamiento de
colmenas (SDC) (Pizarro & Montenegro, 2012), el cual puede tener varias causas asociadas

a este trastorno, como la deforestacion de su ambiente, enfermedades causadas por



parasitos o patogenos, agricultura extensiva y perdida del habitat e intoxicacion (Benjamin
& McCalum, 2008). Este efecto nocivo se asocia a pesticidas sistémicos como los
neonicotinoides y organofosforados donde podemos encontrar sus principios activos como
el thiametoxam, carbofuran, imidacloprid, fipronil, etc.(ICA, 2021). La melitofilia
producida por cultivos genera que las abejas pecoreadoras transporten al apiario particulas
intrinsecas de plaguicidas sistémicos, los cuales causan un efecto de intoxicacion,
produciendo una infestacion de dosis subletales en abejas pecoreadoras y contaminando el
alimento del panal, esto desencadena trastornos motrices y metabodlicos e iniciando un
deterioro gradual en su capacidad sensorial, olfativa, fisiolégica y nerviosa. Provocando
lentamente un desequilibrio a tal punto de generarle la muerte por intoxicacion

(Gunasekara et al., 2007).

La toxicidad de plaguicidas se cuantifica segtn la dosificacion del agroquimico y el
método de aplicacién; utilizando una métrica expresada como dosis letal (DL) y dosis
subletal (DL50), la cual hace referencia a la cantidad de un determinado material
(insecticida) que cause la muerte del 50% de un grupo de unidades experimentales
(abejas). Estas dosis toxicas se determinan segun la especie, edad y tipo de exposicién (oral

o via dermica) (Chmiel et al., 2020).

La toxicologia de abejas ha presentado desafios provenientes de la continua
fabricacion de nuevas moléculas toxicas, dirigidas hacia un grupo de insectos diana, sin
tener en cuenta los efectos segundarios que ocasionan en ecosistemas naturales y
organismos que habitan en este. La utilizacién indiscriminada de plaguicidas
convencionales como neonicotinoides y organofosforados en plantas, produce la
biotransformacion de este, teniendo el componente activo del insecticida como mecanismo
para atacar el sistema nervioso central (SNC) del insecto diana; sin embargo, el sistema de

defensa de la planta no diferencia entre insectos beneficiosos como polinizadores, los



cuales son afectados por el polen o el néctar contaminado por estas moléculas organicas
llamadas metabolitos segundarios (Compuesto quimico sintetizado por la planta)

vinculados con procesos en el estrés oxidativo (Constanza et al., 2012).

Los neonicotinoides son insecticidas sistémicos derivados de la nicotina,
clasificados como moduladores competitivos del receptor nicotinico de la acetilcolina
(ACh) en donde encontramos insecticidas como Acetamiprid, Clotianidina, Tiacloprid,
Tiametoxam e Imidacloprid, los cuales tienen como mecanismo de accién unir moléculas
neurotoxicas a receptores nicotinicos del neurotransmisor acetilcolina (nAChR) en la
membrana postsindptica abriendo canales de Na*. No obstante, nAChR no puede ser
degradada por la enzima acetilcolinesterasa que naturalmente se encarga de regular esta
via metabolica, desencadenando una serie de sintomas como la hiperexcitacion y

alteracion con letargia de paralisis neuromuscular (IRAC, 2019).

Los plaguicidas como los organofosforados presentan un mecanismo de accion
toxico en el sistema nervioso sinaptico, enlazandose en forma covalente con la
acetilcolinesterasa, inhibiendo su actividad enzimatica celular hidrolitica de ACh dando
como efecto la acumulacion de este neurotransmisor nAChR, produciendo una sobre
estimulacion continua en conexiones neuromusculares, causando la hiperexcitacion

(Nufarm, 2012).

La exposicion dosis sub letales origina un efecto llamado hormesis el cual es
definido por Castro (2013) como “respuesta a una dosis de algin elemento, que se
caracteriza por una estimulacion por bajas dosis y una inhibicién por dosis altas” durante o
después de la exposicion a una toxina, la cual esta relacionada con los metabolitos
segundarios, esta trancision mecanica saturable origina una serie de respuestas biol6gicas
las cuales pueden variar dependiendo de la concentracion de la dosis, pueden ser por

absorcion de moléculas trasportadoras especificas a través del espacio intravascular hasta



el tejido donde se biotransforma el compuesto mediante procesos enzimaticos los cuales
redistribuyen el xenobiotico tratdndolo de eliminar para asi restaurar la célula blanco de la

toxina.

La abeja de miel del género Apis mellifera cuenta con un mecanismo de defensa
enzimatico, responsable de la desintoxicacion de toxinas causantes de especies reactivas de
oxigeno (ROS) relacionadas con la peroxidacion de lipidos y dafio de proteinas, que
generan procesos como la apoptosis celular y la pérdida de la actividad enzimatica. Los
sistemas para eliminar este tipo de ROS son el sistema inmune y el citocromo P450
(CYP450). Las enzimas antioxidantes son parte de los mecanismos moleculares que
regulan el estrés y la homeostasis celular de ROS, los cuales tienen como fuentes
principales el metabolismo aerobico, la desaminacién oxidativa de aminas biogénicas, la
oxidacion de xenobidticos y la fagocitosis. Para equilibrar las ROS evitando el origen de
RL, se liberan enzimas antioxidantes como esterasas (GEs), Glutathion S-transferasas
(GST), Catalasa (CAT), Superoxido Dismutasa (SOD), Peroxidasas (POD) y Glutation

Peroxidasa (GPX) (Zhang et al., 2018).

A partir de lo descrito anteriormente, esta investigaciéon se centr6 en estudiar
alteraciones bioquimicas en extractos proteicos de Apis mellifera expuestas a insecticidas
sistémicos (Imidacloprid e Chlorpyrifos), analizando concentraciones de proteina total
(PT) y actividades enziméticas de catalasa (CAT) y peroxidasa (POD), identificando
ademas, efectos colaterales ocasionados por pesticidas que producen ROS en el momento

en que entrar en contacto via dermica con los sistemas celulares de Apis mellifera.



2 Planteamiento del problema

1.1. Apicultura colombiana con Apis mellifera.

El sector apicola en Colombia se ha registrado un poco mas de 135.117 colmenas en
el aho 2019, con una tendencia crecer. El uso principal de A.mellifera en la produccién de
miel y de en una menor cantidad de otros productos, ha dejando ganancias econémicas
para el aio 2019 de 41.480 millones de pesos colombianos y un consumo per capita de 87 g
de miel de abejas (SIOC, 2020). Si bie n Colombia es un pais con una alta diversidad
bioldgica para favorecer el crecimiento del sector apicola, se ha generado una serie de
problemaéticas asociadas a diferentes variables como la disponibilidad de alimento,
patologias, parasitos, especies invasoras, cambio climatico y uso indiscriminado de
agroquimicos (RALLT, 2016). Actualmente 10 departamentos registran muertes masivas
de colmenas por plaguicidas, afectando econémicamente el sector apicola, con pérdidas
aproximadas de 768.000 millones de pesos colombianos y la muerte de panales o nicleos

de abejas (Barona, 2020).
Figura 1
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Los envenenamientos en Colombia son frecuentemente reportados en varias
regiones del pais (Figura 1) y a pesar de que apicultores han mostrado evidencia al
Gobierno Nacional de muertes masivas de abejas por uso de plaguicidas como
neonicotinoides y organofosforados, el Estado Colombiano no ha realizado ninguna accion
suficiente para lograr compensar las pérdidas ambientales y econdmicas del sector apicola

(Goémez, 2021).

La btisqueda de una politica pablica que regule las 39 moléculas de plaguicidas que
actualmente se han registrado en 80 estudios realizados entre el ano 2015 y 2021 de
colmenas envenenas por agroquimicos (Murillo & Pulido, 2022), no se ha logrado decretar
alguna norma que conceda y proporcione una proteccion juridica y logre replantear
practicas agricolas que logren un uso responsable de plaguicidas y no terminen afectando
ecosistemas terrestres de lepidopteros, himenodpteros (abejas, avispas, abejorros) y

colebpteros (escarabajos peloteros) (Giménez-Candela, 2020).

Los cambios biolégicos en abejas envenenadas generan cambios metabodlicos
dependiendo de su mecanismo de accién de las toxinas de los insecticidas, los cueles
generalmente su objetivo diana es la inhibicion de la sintesis del ATP, provocando un
estado alterado de la homeodstasis en la célula, la cual puede sufrir diferentes procesos
metabolicos segln la lesiéon ocasionada por la molécula del insecticida, si esta es una
leccién letal puede originar dos tipos de alteraciones metabdlica, apoptosis o onicosis
(Trum & Berezesky, 2020). a pesar de que se haya eliminado la causa de la lesion por
medio de estas dos alteraciones biologicas, la celula no puede recuperarse y pasa a un
proceso de degradacion e hidrolisis llegando a un equilibrio osmético en su entorno
extracelular., no obstante ain se desconocen varios procesos biolégicos de desintoxicacion
los cuales se correlacionan con el estrés oxidativo el cual induce a la producciéon de ROS

causando cambios proteicos a nivel celular, originando problemas fisioldgicos y



consecuentemente patolégicos, contribuyendo al CCD. Se hace necesario encontrar
informacion correlacionada con alteraciones celulares en el sistema de defensa de la abeja

Apis mellifera, para tener conciencia en la defensa social de esta especie.

3 Justificacion

El continuo reporte de casos de intoxicacion de abejas Apis mellifera por el uso
indiscriminado de pesticidas a nivel nacional, comprende la falta de politicas de proteccién
ambiental que no defienden a organismos polinizadores que generan servicios
ecosistémicos directos como la polinizacion de especies vegetales. El dafio ocasionado por
este tipo de moléculas toxicas de agroquimicos, origina efectos segundarios en procesos
celulares, alterando indicadores metabdlicos como la PT, biomoléculas importantes para la
reproduccién, crecimiento y produccion de subproductos, afectando también procesos
metabolicos relacionados con carbohidratos, sintesis de energia, sistemas de
desintoxicacién y antioxidantes, plegamiento y uniéon de proteinas, olfato, memoria,
homeobstasis y conformacion del citoesqueleto (Zaluski et al., 2020). La identificacion de
alteraciones proteicas asociadas al sistema de desintoxicacién dard sustentaciéon de los
efectos degenerativos que producen insecticidas como Imidacloprid (neonicotinoide) y
Chlorpyrifos (organofosforado), para poder idealizar las interacciones a las que se
encuentran expuestas la especie Apis mellifera en la produccién pecuaria, aportando
evidencia cientifica para la regularizacion de normas ambientales que puedan generar un
impacto positivo en el ecosistema de las abejas. Hasta el momento no hay una politica
nacional que proteja a las abejas del uso excesivo de pesticidas (Culma & Arenas, 2017) sin
embargo, se han generado investigaciones que respaldan la toxicidad de estos plaguicidas y
en donde 28 paises de la Union Europea ya han comenzado a regularizar su uso (Ansede,
2015). En Colombia se hace necesario incentivar y generar més investigacion sobre los

plaguicidas que amenazan a polinizadores benéficos para el ecosistema y asi contribuir al



desarrollo y ejecucion de una norma que las proteja y sistematice el uso de plaguicidas.
Igualmente esto aportara positivamente a una mejora en la calidad de los subproductos de
la abeja debido a que colaboraria a que haya una menor contaminacion de fitoquimicos

comunmente encontrados en subproductos apicolas. (Rincon & Tellez, 2019).

4 Objetivo general
Estudiar cambios bioquimicos en perfiles proteicos y enzimaticos de Apis mellifera
mediante diferentes DL50 (dosis subletales) ocasionados por insecticidas (Imidacloprid e

Chlorpyrifos).

4.1 Objetivos especificos
1. Analizar efectos fisiologicos en Apis mellifera expuesta a concentraciones
sub inhibitorias de los insecticidas Imidacloprid y Chlorpyrifos.
2. Determinar alteraciones en las concentraciones proteicas enziméticas en
cada tratamiento.
3. Determinar actividad enziméatica de peroxidasa y catalasa en extractos
proteicos obtenidos de Apis mellifera expuestas a insecticidas (Imidacloprid

e Chlorpyrifos).



5 Marco conceptual
5.1 Sociedad de las abejas

Las abejas son insectos sociales que viven en colonias organizadas por tres castas
(figura 2) que se distinguen morfolégica y funcionalmente, debido a que cada una cumple

un deber diferente dentro de la colonia.

Figura 2
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Dentro de esta sociedad encontramos la reina como la tinica hembra fértil y la tinica
que puede ser fecundada, se distingue anatdbmicamente por su longitud y alas cortas en
relacion con su cuerpo. Su funcion es la reproduccion y cohesion del enjambre. Los
zanganos son los machos de la colmena, cumplen una doble funcién, fecundar la reina y
proporcionar calor al nido de la cria. Las obreras son hembras que constituyen casi la
totalidad de la poblacién de la colmena cumpliendo la mayoria de las funciones como
nodrizas, aseadoras, ventiladoras, constructoras, guardianas y pecoreadoras, estas tltimas

son las que salen de la colmena a recolectar polen, néctar, agua y propoleo.(Lara, 2018).

5.2 Apis mellifera
Es un insecto del orden Himenoptero, familia Apidae, género Apis, especie
mellifera. Cuya regién de origen comprende el norte de Africa, el este de Asia y el sudoeste

de Europa, introducida en el continente americano por colonizadores europeos en el siglo



XVII (Guzméan-Novoa. Ernesto et al., 2011). Esta cuenta con tres tagmas: cabeza, torax y
abdomen, este tltimo esta fusionado con el primer segmento abdominal, el cual es

estrechamente perceptible en su cintura.

Las abejas tienen un cerebro el cual se divide en tres partes, iniciando desde la
cabeza y extendiéndose detras una cadena ganglionar en posicion vertical para cumplir con
el funcionamiento de todos los 6rganos (Figura 3). también recibe, procesa y emite
respuestas de diversos estimulos producidos por 6rganos sensoriales como ojos antenas
pelos, palpos de la maxila y el labio (Carlos & Pérez, 2002). Este sistema est4 compuesto
por un protocerebro, conformado por los 16bulos 6pticos y un deuterocerebro, constituido
por dos lobulos antenales y por ultimo encontramos el tritocerebro el cual es el mas
pequertio de los tres. El protocerebro controla las antenas y 6rganos visuales. Las
actividades como caminar, volar y respirar son llevadas por los ganglios corporales

(deuterocerebro y tritocerebro) (Lara, 2018).

Figura 3
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5.2.1 Funcionamiento del sistema nervioso

Los estimulos nerviosos son realizados por células nerviosas denominadas
neuronas, conformadas por un ntucleo celular, dendritas, cuerpo celular, axon y la
arborizacion terminal. En estado de reposo estan cargadas negativamente, cuando estan
excitadas cambiando su carga de negativo (-) a positivo (+). Este estimulo viaja a través de
las dendritas hasta la arborizacién. Hay algunos productos quimicos que alteran la carga
eléctrica generando impulsos continuos que no permiten la contraccién muscular (Cruces,
2016). La transmicion de neurona a neurona mucular es denominada como sinapsis
nerviosa, formando una coneccion llamada brecha sinaptica para el paso de

neurotrasmisores.

En la neurona pre-sinaptica se producen exitadores o inhibidores, estos llegan a
receptores especificos en la menbrana de la dendrita a la neurona post-sinatica abriendo
canales para el paso de electrolitos (cationes y aniones). La conduccion del estimulo es
finalizada en el momento que el neurotrasmisor es hidrolizado por enzimas para terminar

el proceso muscular (Cruces, 2016).

La alteracion de una neurona estd relacionada con intercambio de iones
hidrosolubles en la menbrana hidrofébica, utilizando glucoproteinas huecas deniminadas
como poros o canales, los cuales se abren o cierran dependiendo del voltaje (Uchoa &
Carneiro, 2003). Los neurotransmisores excitatadores actuan en receptores ubicados en

las dendritas post-sinaticas para abrir los canales de sodio.

La ACh genera un estimulo corto el cual debe terminar con la intervencion de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE) la cual se encarga de descomponer (hidrolizar)

rapidamente la ACh, separando la colina del acetilo, terminando el estimulo.



5.3 Estrés oxidativo

Las reacciones bioquimicas enzimaticas (RBE) que estén relacionadas con la
captacion de oxigeno, perdida de electrones, deshidrogenacion y captacion de electrones o
perdida de oxigeno son denominadas 6xido-reduccion (REDOX). La energia requerida por
los seres vivos se obtiene por medio de estas reacciones REDOX en forma de ATP
(adenosin trifosfato). Un ser vivo al estar expuesto a factores que puedan producir una
ruptura del equilibrio homeostatico por causa de sustancias o agentes oxidantes y
mecanismos antioxidantes, denominado como estrés oxidativo el cual se origina a partir de
reacciones quimicas relacionadas con la actividad enzimatica. Todo organismo que
consuma oxigeno esta expuesto a subproductos téxicos como RL y H,0., denominados
especies reactivas del oxigeno (ROS), de estas reacciones se derivan dos en especial
llamadas radicales libres de oxigeno (RLO) y radicales libres del nitrogeno (RLN) (UC,

2018)

5.3.1 Radicales libres.

Son especies quimicas que en su estructura atémica presentan un electron
desapareado o impar en el orbital del extremo, modificAndose espacialmente y generando
inestabilidad molecular y una alta reactividad siendo idéneos para combinarse
inespecificamente con otras moléculas del entorno debido a que estas presentan
caracteristicas de ubicacién y difusibn en mecanismos conexos a la respiracién
mitocondrial. La cadena de transporte de electrones a nivel mitocrosomal, procesa
reacciones de oxidacién las cuales ocasionan dafno celular (oxidativo) al interaccionar con

biomoléculas del organismo (Diaz, 2002).

Las ROS aglomeran RL y otras especies no radicales que participan en reacciones
que llevan a la elaboracion de agentes oxidantes (Figura 4). Dentro de las principales ROS

encontramos el Radical hidroxilo (HO), Peréxido de hidrégeno (H.0,), Anién superoxido



(0.), Oxigeno singlete (*0O.), Oxigeno nitrico (NO), Peréxido (ROO), Semiquinona (Q) y

Ozono (Diaz, 2002).

Figura 4
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5.4 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Este grupo de moléculas contienen oxigeno con diferente actividad quimica, son

metabolitos de oxigeno parcialmente reducidos que poseen una fuerte capacidad oxidante,

aunque dicha capacidad varia dentro de las diferentes especies que existen, denominadas

ROS (especies reactivas del oxigeno), RNS (especies reactivas del nitrogeno) y especies

reactivas del cloruro.



Figura 5

Funcionamiento de radiales libres
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Los electrones de un &tomo ocupan regiones denominadas orbitales, en estos
espacios se pueden contener un méaximo de dos electrones, un RL contiene uno o mas
electrones no apareados, este electron que se encuentra solo en su orbita (Figura 5), tiende
a formar pares de electrones y asi llegar a una configuraciéon mas estable. Si un radical
toma un electrén de otra molécula o dona un electréon este se transforma en un RL.
Causando una reaccion en cadena en donde un RL genera otros RL continuamente,

generando un desequilibrio celular (Carvajal, 2019).

El estrés oxidativo es el resultado de un estado en donde los niveles de ROS son

superiores a la capacidad oxido-reductora de la célula. El oxigeno presente en las



moléculas acepta electrones de otras, formando ROS con una estructura molecular que la
hace toxica para la célula. Los ROS son consecuencia del metabolismo aerdbico
mitocondrial presente en los peroxisomas, trasporte de electrones, NADPH oxidasa, 6xido
nitrico sintetasa desacoplada y el sistema del citocromo P450. Estas son las fuentes mas

importantes en la produccion de ROS (Felipe et al., 2003).

5.5 Proteinas

Las proteinas son macromoléculas biologicas constituidas por biomoléculas
elementales denominadas aminoacidos, los cuales se unen mediante grupos amino inicial y
carboxilo terminal, generando enlaces peptidicos, estos determinan sus diversas
estructuras (primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria) a fin de cumplir multiples
funciones especificas como la deteccion de alteraciones celulares, defensa ante agentes
externos, reparacion de danos y regulacion de funciones. Estan sujetas a cambios fisicos y

funcionales, segin lo determine su proceso biologico (Lehninger et al., 2018).
Figura 6

Biosintesis y funciones proteicas
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Estas nacen en el momento de la traduccién, maduran a través de la postraduccion

como protedlisis parcial, alternando estados segin su trabajo o reposo por medio de



factores reguladores como la desaminacion llegando a su muerte cuando se degradan los
aminoacidos que la componen. Las proteinas intervienen en practicamente todos los

procesos celulares (Alberts et al., 2021).

5.6 Proteinasy aminoacidos en los insectos

Las abejas tienen un sistema circulatorio abierto, el cual funciona mediante la
hemolinfa, la cual circula por todo los tejidos de los insectos. Esta es similar a la sangre de
los vertebrados pero con una composicién diferente. Tiene diversas funciones
inmunoldgicas y de almacenamiento de energia. Este sistema transporta varias moléculas
alrededor del cuerpo (nutrientes y hormonas). La sangre de vertebrados, a diferencia de la
hemolinfa, contiene concentraciones relativamente altas de iones inorganicos,

aminoacidos, azicares, proteinas y otras sustancias (Gianazza et al., 2021).

Las proteinas de la hemolinfa cumplen diversas funciones entre las cuales se
encuentra la defensa inmunitaria, estas proteinas se componen de cobre y hemocianina
(transportadora de oxigeno) en donde se combina con hemocitos (suero de hemolinfa).
Estas proteinas pueden cambiar segin la etapa de desarrollo de Apis mellifera,
encontrando aminoacidos importantes como la caseina en todas sus etapas de crecimiento
y otros como valina, cistina, histidina, leucina y glicina son se encuentran en menor

concentracion durante su etapa de pupa (Feng et al., 2014).

La hemolinfa es importante en la sintesis de proteinas, ya que cumple funciones de
trasporte de nutrientes, productos de excrecion, hormonas, gases y mantenimiento de
presiones arteriales. Sin embargo, esta no tiene funciones en el sistema respiratorio por su
bajo contenido de oxigeno, aunque en ella se elimina el CO2. La hemolinfa constituye hasta
el 40% del peso total del cuerpo y una composicion de un 90% agua, componentes
inorganicos (Na, K, Mg, P, Cl y trazas de Cu, Zn, Al y Mn) lipidos, proteinas y azicares

(Ritacco, 2015).



5.7 Mecanismos Regulacion

Los insectos tienen diversos mecanismos para sobrevivir a biomoléculas toxicas,
dentro de las cuales encontramos moléculas con resistencia metabolica, la cual tiene como
fundamento el aumento de enzimas metabodlicas con funciones de detoxificacion
especificamente enzimas monooxigenasas, glutation-S-transferasas (GSTs) y esterasas
encontradas en el citocromo P450 (CYP 450s). Las cuales reducen la posibilidad de que la
toxina o xenobidtico interactiie con la molécula blanco. También crean insensibilidad del
sitio blanco, produciendo modificaciones del sitio especifico sobre el que actaa el
plaguicida, impidiendo la interaccion con sitio diana. Dentro de estos mecanismos
encontramos un sistema de penetracion reducida a través de la cuticula o paredes del
tracto digestivo. Uno de los sistemas que trabaja con proteinas de la hemolinfa es el de
secuestracion, pues este sistema utiliza enzimas o proteinas para transportar el plaguicida
de un sitio blanco a un sitio de reserva (ej: cuerpos grasos), para asi almacenarlos y

eliminarlos (Mitton Giulia, 2019).

5.7.1 Dano oxidativo en ADN

Las altas concentraciones de ROS pueden causar dano oxidativo en el ADN,
lesionando bases nitrogenadas y originando rupturas de una sola hebra, dando lugar a
mutaciones relacionadas con enfermedades, desnutricién, envejecimiento y la muerte
celular. El dano irreversible a moléculas vitales para la supervivencia o multiplicacién en la
division celular, causan un deterioro en la actividad biologica, la apoptosis, la
transformacion o la muerte celular. Esta muerte celular por apoptosis ya sea por el dano a
biomoléculas liberadas en el espacio extracelular o por generar dafio por estrés oxidativo
(Figura 7) ocasionando dafios en el ADN, alterando procesos bioldgicos como la

replicacion, transcripcion y traduccion (Gebicki & Gebicki, 1999).



Dado que las proteinas son esenciales en el funcionamiento celular al determinar su
funcién, se estudian perfiles proteicos que tengan correlacion con un estado celular
alterado en un momento determinado y a su vez esté relacionado con perfiles genémicos o
transcritobmicos, aportando al desarrollo de procesos metabélicos y fisiologicos del

organismo.

Figura7

Representacion dario oxidativo de especies reactivas de oxigeno (ROS) en ADN
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Nyska, 2002).




5.8 Sistema de defensa antioxidante

Es un sistema de defensa biol6gico antioxidante determinado por un grupo de
sustancias que actiia en bajas concentraciones con respecto al sustrato oxidante,
retrasando o previniendo significativamente la oxidacion de la reaccidon celular. Los
sustratos oxidables se consideran moléculas orgénicas o inorganicas dentro de la célula
como proteinas, lipidos, hidratos de carbono y moléculas de ADN. Los antioxidantes
impiden la oxidacion de otras moléculas, actuando rapidamente con los RL, sacrificando
un electron de su estructura molecular para evitar alteraciones moleculares en lipidos,

proteinas, ADN, etc.
Figura 8

Tipos de antioxidantes

Enzimaticos No enzimaticos

Vitaminas v

[ Coenzima Q10 [ A(Retinol)

Minerales

Compuestos
organofosforados

I

Enzimas primarias ] [ Enzimas segundarias

Superdxido dismutasa ] [ Glutation reductasa

Superdxido glutation

Glucosa 6 fosfato -
deshidrogenasa

4 'y 1

Flavonoides ] [ Antocianinas [ Antocianinas Caratenoides
I I ]

Isoflavonoides Flavanonas Flavones
( j ( j [_ j Compuestos nitrogenados
* * * e b —]
.
— . [ Acido fendlicos ]
l:l [Annuxldantes endogenos] I
(] (Anrioxgantes exbgenos ) 1
[ Acidos hidrocinamicos )— Acidos hidroxibenzoicos J

(CAcido ferilico_}——

(p-cumarico ——
Nota. Tipo de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos clasificados en antioxidantes
endodgenos y exogenos. Fuente: Elaboracion propia (2022)



El antioxidante conecta con el RL cediéndole un electron para oxidarse a su vez
transforméandose en un RL débil no toxico, para mantener los niveles de ROS en la célula
regulados y estabilizados. El organismo, ha desarrollado mecanismos enziméticos y no
enzimaticos (Figura 8) con funcionando en tanto medios hidrosolubles y liposolubles de

fuentes exdgenas y otras endégenas (Felipe et al., 2003).

5.8.1 Enzimas

Con la excepcion de un pequenio grupo de moléculas del RNA catalitico, todas las
enzimas son biocatalizadores de origen proteico (apoenzima) con una estructura enlazada
a un componente no proteico, denominado coenzima, las cuales emplean una funcién
catalitica dependiendo de la integridad de su formacion proteica nativa, si esta se
desnaturaliza o se disocia en subunidades, la actividad catalitica suele desaparecer. Si se
descompone en sus aminoacidos constituyentes, siempre se destruye su actividad
catalitica. Estas son esenciales para la actividad de estructuras primarias, segundarias,

terciarias y cuaternarias de las proteinas.(Lehninger et al., 2018).

Las acciones para ejecutar cualquier accion metabdlica o fisiologica se dan por
medio de enzimas catalizadoras, estas solucionan problemas en ambientes especificos
dentro de la cual una reacciéon puede transcurrir mas rapidamente. La caracteristica de una
reaccion catalizadora enzimaticamente tiene lugar dentro de los confines de una bolsa
denominada “sitio activo”. La molécula fijada en un sitio activo y sobre la que actta la
enzima se denomina sustrato . El sitio activo de una enzima, esta cubierto por aminoacidos
compuesto con grupos sustituyentes que se unen al sustrato y catalizan su transformacién
quimica, el sitio activo se recubre de sustrato y como resultado se obtiene una disolucion.
El complejo enzima-sustrato ([ES]) permite definir modelos matematicos que expresen el

comportamiento cinético de las reacciones catalizadas (Lehninger et al., 2018).



5.9 Peroxidasa (POD)

Los moduladores del H202 se dividen en diversas enzimas que son capases de
descomponer este producto causante de ROS, este se genera ya sea por 6xido-reduccion
del anion superoxido o por la accion de varias oxidasas, reduciéndolo en agua por varias
enzimas incluyendo catalasa y peroxidasas. Estos tltimos se distinguen segin el cofactor
de su sitio activo que puede ser del grupo hemo (hemo peroxidasas) o residuos de cisteina

o selenoceisteina con actividad redox (no hemo peroxidasas) (Bindoli & Rigobello, 2013a).

Las peroxidasas pertenecen a la familia de isoenzimas, también conocidas como
oxido-reductasas, las cuales estan presentes en todos los organismos, estas pueden llevar a
cabo la oxidacion de ROS, reaccionando especificamente con el hidroégeno (Salgado, 2019).
Esta enzima es especifica de cada tejido y célula del organismo, encontrando
mieloperoxidasa, lactoperoxidasa, glutation peroxidasa, acido glutamico o glutamato, etc.
Esta enzima incluye a cofactores-REDOX como NAD- Y NADP-peroxidasas, acido graso-
peroxidasa, citocromo-peroxidasas, glutation peroxidasa y otras enzimas no especificas.
Hay un polimorfismo en las peroxidasas, las cuales se clasifican en tres tipos: Tipo I, Tipo
I1, Tipo III, las cuales carecen de péptidos senal, presentando secuencias en el extremo N-
terminal que codifican un péptido senal, estan selladas por una gran familia multigénetica

(Ramirez, 2021).

Las peroxidasa (POD) es una no hemo peroxidasa la cual participa en diversos
procesos fisioldgicos de miltiples organismos como defensa en el metabolismo del

perdxido de hidrogeno.

NADH + H,0, - NAD + 2H,0 (Ecuacién 2)

Dentro de estas POD encontramos las glutation peroxidasas (GSX) las cuales

reducen el H202, los hidroperoxidos de acido grasos y los hidroperéxidos sintéticos, por



medio de la oxidacion de H202 (Bindoli & Rigobello, 2013).Estas catalizan la oxidacion de
una variedad de sustratos, dandole un rol importante en la inmunidad innata de los

insectos.

5.10 Catalasa (CAT)

La catalasa (CAT) es una peroxido-reductasa involucrada en procesos cataliticos o
de peroxidacion al intervenir en la destruccion de H.O. el cual es originado en el
metabolismo celular, previniendo la formacién de radiacales de hidroxilo libres

descomponiendo el peréxido de hidrogeno en O. Y H,O (Céspedes et al., 1996). DLs,
2H,0, —» 2H,0 + 0, (Ecuacién1)

La ecuacién 1, corresponde a la RBE de la catalasa, mediante la cual H202 se
disocian de dos moles de moléculas de H.O y una mol de O.. esto puede suceder de manera
espontanea pero si se agrega una baja cantidad de hierro, posiblemente incrementa la
velocidad en varios miles de veces puesto que el hierro actia como un catalizador. CAT
puede acelerar la catélisis de esta reaccion unas 40 millones de veces mas teniendo en
cuenta que esta utiliza un atomo de hierro para llevar a cabo su reaccion quimica

(Lehninger et al., 2018).

CAT esta unida a 4 moléculas de NADPH, 1 en cada subunidad, pero no presentan
interaccion con el grupo hemo presentes en cada subunidad y no intervienen en su funcién
antioxidante. La estructura de la CAT en su mayoria de veces se compone de 1. un amino
terminal, 2. un Barril 3, 3.un asas en volante, 4. Un dominio de hélices y una catalasas de

mayor peso molecular con un dominio 5. flavodoxina de carboxilo terminal (Huerta, 2021).

En insectos, la actividad de CAT es ocasionada por el estrés oxidativo causado por

insecticidas teniendo en cuenta que la actividad de esta enzima es mayor en invertebrados



que en vertebrados. Esta enzima se presenta en el citosol y en la mitocondria
distribuyéndose ampliamente a nivel intracelular (Parra, 2016). Esta enzima codifica la
proteina de 513 aminoacidos (Uniprot, 2003), localizada en el cromosoma 6 de Apis
mellifera especificamente en citosol y tiene como caracteristica una alta capacidad de
reaccion pero una poca afinidad por el sustrato dependiendo del pH, temperatura y

concentracion del sustrato(Corona & Robinson, 2006a).

La reaccion de CAT es rapida, destruyendo el H20 en dos procesos, primero una
molécula de H202 se une y se rompe. Un atomo de O2 se extrae y se une al atomo de
Hierro (Fe) y el resto se libera como H20. Luego, se une una segunda molécula de H202.
También se rompe y las piezas se combinada con el &tomo de oxigeno unido al hierro,
liberando H20 y O2 gaseosos. La CAT queda atrapada en medio de una reaccion de dos
pasos, el &tomo de O2 queda unida al Fe lista para que se la segunda molécula de H202.
Histidina y una Asparagina ayudan en la reaccién con el &tomo de hierro sujetado por un
grupo hemo. Esta enzima comparte su funcion con glutatiéon peroxidasa (GSH-Px) pero
con una afinidad hacia diferentes a sustratos. En presencia de niveles bajos de hidrogeno y
oxigeno los peroxidos organicos son catalizados preferentemente por la peroxidasa, sin
embargo cuando se presentan altas concentraciones de H.O. se metaboliza por medio de
CAT teniendo en cuenta que esta puede variar segin la funciéon de la celular y tejido del

organismo (Yu, 1994).

5.10.1Actividad enzimatica reguladoras

Es una rama de la enzimologia que cuantifica los factores que afectan a la velocidad
de las reacciones catalizadas por enzimas. Dentro de los factores mas importantes en el
ambiente de estas reacciones se encuentra la concentracion de enzimas, tiempo de
incubacion, pH, fuerza idnica, temperatura, concentraciéon de sustratos, concentracion de

inhibidores y concentracion de activadores (UNSAM, 2018).



El funcionamiento de una enzima se origina mediante la interaccion de una
molécula o sustrato especifico el cual se va a unir a un sitio especifico de la enzima al que
vamos a llamar sitio activo. El complejo Enzima — Sustrato([ES]) es donde la se lleva a
cabo reacciones que generen un tipo de molécula llamada producto, este se libera y la

enzima vuelve a su estado inicial (Figura 9).

Figura 9

Modelo actuacién de enzimas llave—cerradura (modelo de Fischer)

PRODUCTOS

SUSTRATO COMPLEJO Ve

j_ i — -»~§|0ACTWO ENZIMIIUSTRATD

ENZIMA

ENZIMA

ENZIMA

Nota. La enzima se une a la molécula de sustrato para formar el complejo [ES]. El
complejo se fragmenta dando lugar al producto y la enzima después de este proceso vuelve
a su estado natural para reaccionar con otra molécula de sustrato. Fuente: Elaboracion
propia (2022)
5.10.2 Efectos de los inhibidores sobre la actividad enzimatica
Ciertas moléculas tienen una funcion catalitica en una enzima denominados
inhibidores los cuales ocupan temporalmente el centro activo por ser semejante a la
estructura del sustrato original. Las moléculas pueden ser reguladoras, las cuales
aumentan o disminuyen su actividad segin el proceso que realicen, cuando estas
aumentan su actividad las enzimas toman la denominaciéon de activadores, contrario
aquellas que reducen su actividad enzimatica denominadas inhibidores. Hay dos tipos de

inhibicion enzimatica la cual puede ser irreversible o reversible, esta tltima se divide en

tres clases, inhibicibn competitiva, competitiva y no competitiva (UNR, 2016).



5.10.2.1 Inhibicién irreversible

Se unen por un enlace covalente o destruyen un grupo funcional en la estructura de
la enzima inactivandola, los aminoacidos con funcién catalitica son clave en el sitio activo
para determinar cudl inhibidor se ha unido covalentemente para inactivar la enzima
(Figura 10). Esta inhibicién también es denominada “envenenamiento” por el mecanismo

de accion de moléculas toxicas como los plaguicidas (Lehninger et al., 2018).

Figura 10

Inhibicién enzimdtica irreversible
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Nota: Inhibidor ocupando el sitio activo en la enzima impidiendo la biosintesis del
sustrato. Fuente: Elaboracion propia (2022).

Estos compuestos toxicos inhiben irreversiblemente la enzima AChE, interviniendo
en la actividad del sistema nervioso. Se conoce que toxinas de compuestos
organofosforados inactivan la enzima formando un enlace éster fosforico con el grupo

hidroxilo de un determinado aminoacido serina, grupo esencial para procesos de catalisis.

5.10.2.2 Inhibiciéon reversible
La inhibicion reversible es la disminucion de la actividad enzimatica realizada por
un agente quimico o ligando al contrario con la desnaturalizacién que detiene

permanentemente la actividad enzimatica por un agente quimico. Este inhibidor se



caracteriza por un equilibrio entre una enzima y un inhibidor, equilibrado por medido de

una constante de equilibrio la cual mide la afinidad de la enzima por el inhibidor, el efecto

del inhibidor desaparece de la enzima al retirarse y dependiendo de su concentraciéon a

través del tiempo (CBQ, 2018).

Estos inhibidores se combinan momentdneamente con una enzima o en algunas

ocasiones con el [ES] distinguiéndose tres tipos de inhibicién reversible:

Inhibiciéon competitiva: Inhibicién competitiva: el inhibidor presenta una
similitud estructural con el sustrato, compitiendo por acceder al centro activo;
sin embargo, esta no posee ningin enlace susceptible de ser atacado por alguna
enzima, formando con la enzima libre un complejo enzima-inhibidor con
caracteristicas cinéticas analogas a las de un [ES], que légicamente no puede
descomponerse de inmediato para dar lugar a una enzima libre y a producto

(CBQ, 2018).

Inhibicion no competitiva: El inhibidor se combina con la enzima libre o
con el [ES] pero interfiere en la accion de ambos, estos pueden unirse a un lugar
de la enzima diferente al centro activo, induciendo una alteracion en la funcién
de esta, dificultando la formacion del [ES] o la descomposicion de esta para dar
lugar a un producto. Esta inhibicién forma dos estados inactivos: complejo
enzima-inhibidor ([EI]) y Enzima-Sustrato-Inhibidor ([ESI]) las cuales no
permiten descomponerse y dar lugar a productos y una enzima libre (CBQ,

2018).



5.10.3 Neonicotinoides

Los neonicotinoides pertenecen a un grupo de insecticida sistémico derivado de la
nicotina , aplicados a cultivos agricolas para controlar plagas no deseadas, sin embargo,
este no es selectivo con el tipo de organismo que el productor quiere eliminar debido a que
afecta a varios tipos de insectos polinizadores como las abejas (Blacquiére et al., 2012).Los
efectos causados por exposicidon directa son generalmente inusuales y poco comunes pero
se considera peligrosamente toxicas y agudas por tener una mayor concentraciéon (figura
11) (Pistorius et al.,, 2010), cominmente las abejas pecoreadoras estan expuestas a
concentraciones mas bajas, originando efectos subletales fisiolégicamente, afectando el
comportamiento en el aprendizaje, bisqueda de alimento y dafio metabodlico en la
expresion de genes, provocando una inmunidad més baja frente a enfermedades, virus y

parasitos (Brandt et al., 2016).

Figura 11

Estructura molecular imidacloprid
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Nota: Estrutura molecilar y empirica de molecula de Imidacloprid. Fuente:Adaptado de —
Porras (s.f.).

Las moléculas de los neonicotinoides son absorbidas por raices y hojas, que trasportan el
principio activo a todas las partes de la planta, haciéndola toxica, debido a que la mayoria
tiene un mecanismo de accion directo que afecta el SNC por causa de su estructura similar

a ACh la cual tiene como funcién la estimulacion para generar un impulso nervioso y



teniendo como diferencia que la molécula del plaguicida se une de manera irreversible al
receptor de la membrana postsinaptica de la unién neuromuscular bloqueando la AChE
causando hiperexitacion debido a que esta enzima es la que finaliza la accion de excitacion

neurotransmisora de la ACh (Brom, 2015a).

5.10.4 Imidacloprid

El imidacloprid es un el referente de los insecticidas neonicotinoides para controlar
una amplia gama de insectos, afectando indirectamente otras especies como abejas
melliferas. Los neocotinoides actuan como neurotrasmisores teniendo como objectivo
perturvar el sistema nervioso, actuando sobre el receptores nAChR uniéndose al sitio de

unién de ACh(Jones & Sattelle, 2010).
Figura 12
Mecanismo accion Imidacloprid en receptores nicotinicos en la membrana post-sinaptica
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Nota. La figura 14, describe como la ACh se une al receptores colinérgicos nicotinicos
(nAChR) y activa el canal para dar entrada y salida de K+ y Na*, después es hidrolizada por
acetilcolinesterasa (AChE) previniendo la sobre estimulaciéon y bloqueo de nAChR. El
imidacloprid (IMI) se ubica en los (nAChR) inhibiendo AChE dejando abierto el canal
produciendo sobre excitacion, paralisis y muerte. Fuente: Mengoni (2017).



Los neonicotinoides imitan la accion de la ACh uniéndose a los nAChR post-
sipnaticos de manera agonista teniendo como efecto la activacion sinaptica generada por la
ACh y finalizada por la enzima AChE sin embargo los neonicotinoides y la nicotina son
insensibles en la actividad de esta enzima (Figura 12). Como resultado los nAChR estan
permanentemente activados generando impulsos nerviosos continuos causando

hiperexitacion, paralisis, inmunodepresion y muerte (Mengoni, 2017).

Figura 13

Mecanismo de accion molécula neocotinoide
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Nota. La figura 13 de la izquierda, se observa como AChE fragmenta ACh anticipando la
sobreestimulacion y bloqueo de nAChR. En la imagen de la derecha se observa como la
molécula de imidacloprid bloquea los nAChR originando la liberacion de ACh la cual no
puede ser degradada por la enzima AChE. Fuente. Adaptacion de Rodriguez (2019);
(Brom, 2015b); Matsuda et al (2001).

La molécula de imidacloprid estd formada por una estructura molecular,
especificamente un piridil con un cloro enlazado ubicado en el carbono 6, haciéndola una
molécula atrayente de electrones. Esta molécula es la que se une a los receptores nAChR,

manteniendo la hiperexcitacion causando dafios celulares.



5.10.5 Organofosforados

Los organofosforados son uno de los plaguicidas mas utilizados en cultivos
agricolas. La estructura molecular de este grupo de pesticida, cuenta con esteres organicos
formados por la unién de alcoholes y acidos organicos dado como subproducto del agua y
el acido fosforico. Esta estructura quimica presenta actividades neurotoxicas teniendo
como caracteristica que sus compuestos son volatiles y levemente liposolubles, de manera
que es de facil absorcién para el insecto (Guacaneme et al., 2014). La metabolizaciéon de
esta molécula empieza a través de los receptores nicotinicos los cuales contienen canales de
Na*, reaccionando con la zona esterasica de la AChE formando una unién estable
inhibiendo la enzima ACh, acumulandose en la region sinaptica de uniones colinérgicas
neuroefectoras, uniones mioneurales del exoesqueleto y ganglios autbnomos nerviosos y

SNC (Hurtado & Gutierrez, 2005).
Figura 14

Mecanismo de accién de una molécula pereciente a un organofosforado.
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Nota. La descripcion del proceso 1, 2, 3 senalados en la figura 14 representa el
comportamiento normal de la AChE con la ACh+ H,O (1,2,3) obteniendo los productos
acético y colina. Mientras que el proceso 4 y 5, muestra el mecanismo de inhibicion
irreversible que ejerce la molécula de un componente organofosforado sobre ACh al ocupar
el sitio activo en AChE. Fuente: adaptada de Solano (2014).



5.10.6 Chlorpyrifos

Es un insecticida de amplio espectro utilizado para el control de plagas en cultivos
con un mecanismo de accién por ingestion o contacto, intoxicando al organismo por medio
del SNC, inhibiendo la AChE, provocando el bloquean miento de la degradacion de ACh.
La unién entre el fosforo y la enzima es mucho mas fuerte y estable que lo que se establece
en el carbono del acetato de la ACh y la enzima, esto determina que la fosforilacién o sea la
recuperacion de la enzima, se realice a una velocidad sumamente lenta lo que equivale a
una inhibicién irreversible (Quiroz, 2019). Esto genera la estimulaciéon de nAChR de los
organos efectores del sistema nervioso parasimpatico, seguido de paralisis o desgaste de
todos los ganglios nerviosos parasimpaticos afectando continuamente la musculatura
esquelética por la activacidon nicotinica y la estimulacion ocasional posterior de los

receptores colinérgicos centrales (Picco et al., 2011).
Figura 15

Formula molecular Chlorpyrifos
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Nota: Formula estructural de molécula de Clorpirifos insecticida organofosforado. Fuente:
(Salgado, 2019)

Su estructura quimica se compone por una triclopropiridina enlazada al cloro
siendo esta combinacion altamente reactiva con disposiciéon atraer e~ por su carga

electronegativa (Salgado, 2019)



6 Materiales y métodos
6.1 Localizacion del experimento

El proyecto se llevo a cabo en los laboratorios de la universidad de Cundinamareca,
en el municipio de Fusagasugi el cual se encuentra situado a una distancia de 65 Km de
Bogota D.C con coordenadas 4°20’14”N 74°21’52”0 y con una altura promedio de 1765

m.s.n.m. y una temperatura promedio de 19,4 °C. (Alcaldia Fusagasuga, 2017).

Figura 16

Ubicacién laboratorios universidad de Cundinamarca
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Fuente: Adaptacion de Alcaldia de Silvania, (2012), Alcaldia de Fusagasuga (2021)

6.1.1 Seleccion de unidades experimentales

Las abejas que se emplearon en el estudio se obtuvieron de un apiario proveniente
de la empresa apicola (Bioapicol) establecido en la vereda Noruega baja del municipio de
Silvania Cundinamarca, que se encuentra a una temperatura promedio de 18°C y una
humedad relativa del 75% (Alcaldia de Silvania, 2012) el apiario cuenta con 35 colmenas de
abejas de la especie Apis mellifera, establecidas hace cuatro afios y sin ningin reporte de
muerte por agroquimicos y con registros técnicos productivos, permitiendo la
identificacion de las caracteristicas del estado sanitario, el cual presenta una nula o en

algunos casos una baja incidencia de enfermedades o parasitismo.



Figura 17

Metodologia para la toma de abejas del portanucleo

Fuente: Elaboracion propia (2022)

Se tomo un portanucleo, encerrandolo en una jaula de velo para hacer seguro el
entorno y se evitar una fuga masiva de abejas en el laboratorio, ya estando dentro del velo
se procedié a quitar la espuma de la piquera o entrada que mantenia encerradas a las
abejas y a su vez se conecto6 un tubo de policarbonato transparente para observar el paso de
estas hacia las jaulas, elaboradas igualmente de velo con una pequefia entrada y con una
caja de petri para brindar alimento ad libitum (1 Kg de azficar diluido en 1000 L de agua)
durante las horas a las que estuvieran expuestas al insecticida. Las condiciones de
temperatura y msnm, no variaron debido a que las condiciones climaticas son muy
similares a las registradas en la producciéon apicola. Esto se comprob6 por medio de
termometro (Fusagasuga laboratorios 20 °C; Silvania produccién apicola 22 °C) y la msnm
por medio de los registros de las arcadias de los municipios (Fusagasuga 1765 msnm—
Silvania 1470 msnm) (Alcaldia Municipal Silvania, 2019); (Alcaldia de Fusagasuga, 2021).
Estos parametros se midieron para mantener un entorno controlado proporcionando un
control a variables desconocidas que puedan causar estrés en las abejas o sujetos de prueba

en la investigacion.



Técnica propuesta por EPA (Environmental Protection Agency) para la evaluaciéon
de riesgos de polinizadores. Este tipo de exposicion es clasificada de Nivel I en EPA,

(2014).

6.2 Preparacion Solucion Madre Insecticidas (STOCK)
6.2.1 Imidacloprid Y Chlorpyrifos

Para preparar el stock de Imidacloprid se utiliz6 dos balones volumétricos de 1000
mL, se adiciono 2.1 mL de Imidacloprid y en otro balén 1.4 mL de Chlorpyrifos (Rafaga 4
EC), se anadi6 500 mL de H20 destilada en ambos balones y se disolvieron con agitador a

magnético por 30 min hasta que se observé disolucion total de los insecticidas. Se aforo

con H20 destilada.
Figura 18

Preparacion solucion madre de insecticidas
SOLUCION MADRE INSECTICIDAS
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Fuente: Elaboracion propia (2022)

6.3 Diseno experimental y tratamientos

Se utilizo un modelo estadistico de bloques al azar, cada insecticida representa un

bloque con cuatro tratamientos diferentes los cuales costan de cuatro concentraciones del



insecticida, cada tratamiento con tres replicas. El tratamiento control también comto con

tres replicas a las cuales se les dosifico H20 destilada.

Tabla 1

Diserio experimental

Insecticidas Replica 1 Replica 2 Replica 3
Control 0 ppm 0 ppm 0 ppm
2 ppm 2 ppm 2 ppm
4 ppm 4 ppm 4 ppm
Imidacloprid
8 ppm 8 ppm 8 ppm
16 ppm 16 ppm 16 ppm
2 ppm 2 ppm 2 ppm
4 ppm 4 ppm 4 ppm
Chlorpyrifos
8 ppm 8 ppm 8 ppm
16 ppm 16 ppm 16 ppm

Nota. Disefio experimenta mencionando las dosis del control y los principios activos de los
insecticidas utilizados en la investigacion. Fuente: Elaboracion propia (2022).

Tabla 2

Disefio experimental

B R1 R2 R3
B1 T1 T1 T1
T2 T2 T2
T3 T3 T3
B2
T4 T4 T4
TS5 5 TS5
T6 T6 T6
T7 T7 T7
B3
T8 T8 T8
T9 T9 T9

Nota: en la tabla izquierda las letras hacen referencia a, B (Bloques), T (Tratamientos) y R
(Replicas). En el cuadro derecho esta representado los insecticidas (Bloques) aplicados, las
DL50 (tratamientos) y las réplicas por cada DL50 aplicado. Fuente: Elaboracion propia
(2022).



6.4 Modelo matematico del diseno aplicado

‘y’L]:ﬂ+T,L+‘B,L+£4'J ’L:1,,T]:1,,B

Y4j0 = Variable respuesta: PT,ACAT, POD

u = media general

T = efecto del 4 — ésimo tratamiento (DL50)

B: = efecto del j — bloque (Insecticidas)

&;j = error experimental en la unidad j del tratamiento 4 (replicas)

6.5 Analisis estadistico utilizado

Los datos se evaluaron mediante Analisis de Varianza (ANOVA) en software
InfoStat (2020) comparando bloques (insecticidas) y tratamientos (DL50) con el fin de
determinar diferencias estadisticas cuando estas se presentaran , se aplicd prueba de

comparacion multiple de medias mediante Test Duncan.

6.6 Dosificaciones insecticidas

La toxicidad aguda por contacto de los pesticidas para abejas obreras Apis mellifera
se tomo de los estudios realizados por (Suchail et al., 2000); (Codling et al., 2017) referidos
en la tabla 3, aplicando una dosis subletal media por abeja (DL50) segun lo estipulado en
la base de datos de Tomlin (2009), ECOTOX (Agencia de Datos de Proteccion Ambiental
de EE.UU) y AgriTox (Agencia Nacional de Seguridad Alimentaria, Ambiental y
Ocupacional). Las dosificaciones estandar en abejas se realizaron en escala, como se

sugiere en los protocolos de OECD/OCDE (1998).

Las DL50 establecidas en Colombia por la resolucion N°01505 de septiembre de

2018 para el producto comercial “ZERO INSECTOS IMIDACLOPRID 70 WD” cuyo



ingrediente activo es imidacloprid, predetermino que la toxicidad aguda o DL50 por
contacto es de 0.081 (ug/abeja) y se clasifico como altamente toxica para la especie Apis
mellifera (ANLA, 2018). Asi mismo la ANLA estableci6 la DL50 en la resolucion 00640 del
04 de mayo de 2018 para el producto comercial “CLORFOS ® CHALVER 45 EC” del cual
su ingrediente activo es chlorpyrifos, determinando que la DL50 por contacto es de 0.059
(ug/abeja) también clasificandolo como altamente téxica (ANLA, 2018). Teniendo en
cuenta lo anterior se prepararon 4 DL50 reportadas por Suchail et al., (2000) para

imidacloprid y para chlorpyrifos se tomé de Codling et al., (2017), sin exceder estas DL50.

Tabla 3

Dosis letales por contacto

Principio activo del Concentraciones ng/abeja
Autor
insecticida DL501 | DLso2 | DL5o3 | DL50 4
(Suchail et al.,
Imidacloprid 3 6 12 24
2000)
(Codling et al.,
Chlorpyrifos 7 15 30 60
2017)

Fuente: Adaptado de Codling et al., (2017) y Suchail et al., (2000).
6.7 Induccion al estrés oxidativo

Para inducir al estrés oxidativo de las abejas Apis mellifera se siguieron y
adaptaron lineamientos estipulados en la guia para la evaluacion de riesgo de
polinizadores determinada por la APA OCSPP 850.3020 “Honey Bee Acute Contact
Toxicity Test”, recomendando que si el insecticida puesto a prueba tiene una composicion
basada en el ingrediente activo analizado y sin ningtin otro compuesto quimico, se debe

observar los efectos segundarios que adoptan las abejas 1 hora después de la aplicacion del




ingrediente activo, para analizar comportamientos atipicos y poder tomar muestras e

investigar procesos metabdlicos de desintoxicacion de Apis mellifera (EPA, 2012).

Para exponer a las abejas a las DL50 de Imidacloprid y Chlorpyrifos se rociaron las
cajas de velo con DL50 respectivas al disefio experimental. Se observd el comportamiento
de las abejas por dos horas antes de pasarlas al ultrarefrigerador, a una temperatura de -
80°C, causando una detencién en la actividad enzimética, de acuerdo con la metodologia

propuesta en la investigacion (PT, actividad de CAT y POD).

Figura 19

Abejas criopreservadas

feco

Fuente: elaboracion propia (2022)

Pasadas las 2 horas se diseccionaron las muestras, separando el abdomen y cabeza,
segun lo sugerido por Forét et al., (2007); Pech(2019); Kairo et al., (2017). Estos trabajos
de investigaciébn mencionados anteriormente han encontrado actividad enzimatica

relacionada a procesos de desintoxicacion.

6.8 Analisis de indicadores metabdlicos

Se analizaron dos enzimas antioxidantes que estan presentes en la actividad

metabolica del insecto en el momento que el organismo se intoxica. Los anélisis se



orientaron en la busqueda de cambios en CAT y POD. Los métodos analiticos que se

utilizaron para medir la concentracion de estas enzimas antioxidantes fueron:

Tabla 4

Variables metabdlicos

Variable evaluada Simbolo Método

Buffer tris HCI pH 7
Proteina Total PT (Quintin, 2010)
Adaptado por granados (2021)

Permanganometria

Catalasa CAT (R. Castro et al., 2006)

Guayacol

Peroxidasa POD (Senthilkumar et al., 2021)

Fuente: Adaptado de Salgado (2018)

6.9 Extraccion de enzimas

Se tomd 3 g de muestra (Abdomen y cabeza), luego se colocaron en un embudo y
probeta para hacer filtrar con 30 mL de acetona fria, se desecho el filtrado y se paso el
sobrenadante a un beaker, agregando 15 mL de Buffer fosfato pH 7.0, agitandolo 5 minutos
y posteriormente centrifugandolo 20 minutos a 8.500 rpm, finalmente, el filtrado se
deposit6 en tubos de ensayo que estaban en bafo de hielo (4°C) para preservar la

extraccion enzimatica.

6.10 Determinacion actividad catalasa (CAT)

Para determinar actividad de catalasa se tom6 1 mL de extracto enzimatico y se
anadio6 0.5 mL de Buffer fosfato pH 7.0; 0.5 mL H,0, 0.05 M y 1.5 mL de H,O destilada. Se
agitd en vortex por 10 segundos, pasando el tubo de ensayo a bafio de hielo por 3 min.
Después de este tiempo se agito suavemente y agregando 1 mL H2SO4 1:3. Se Paso el

extracto a un beaker. Utilizando una bureta digital para titular KMnO4 0.01 N en el




extracto enzimatico, agitandolo el beaker suavemente, hasta que el extracto adopto un

color rosa palido, registrado el KMnO4 0.01 N gastado.

6.11 Determinacién superoxido dismutasa (POD)

Se tom6 0.5 mL de extracto enzimético y se agrego 4,5 mL de Guayacol / H,O, 0.05
M en un tubo de ensayo en bafio de hielo, agitindolo por 5 minutos. Se calibro
espectrofotometro con longitud de onda de 470 nm, utilizando un blanco de H,O destilada.

La absorbancia de la solucion enzimatica se ley6 cada 5 segundos durante 120 segundos.

6.12 Extraccion de proteina
La proteina se determin6 por método Bradffor (1976) utilizando albumina de suero
bovino (BSA) como estandar. Se tomaron lecturas en espectrofotometria UV con una

longitud de onda de 595 nm.

Tabla 5
Absorbancia BSA
Lecturas para curva de calibraciéon de proteina albumina
mg/mL B 0.1 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Absorbancia 0.000 | 0.015 | 0.0705 | 0.119 | 0.149 | 0.181 | 0.1995 | 0.241 | 0.2545

Nota. Curva de calibracién albumina.

Se preparé solucion concentrada de BSA 1000 ug/mL, pesando 4 g, disolviéndolo
en 4 mL de agua destilada para homogeneizar la solucion. Se realiz6 una curva de
calibracion a partir de diferentes concentraciones de BSA, las soluciones se prepararon con
concentraciones de 100-1000 ug/mL a partir de BSA y agua destilada (Buffer) teniendo

como volumen final 1 mL.




6.12.1 Cuantificacion de proteina en extractos concentrados

Figura 20
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Nota: Curva estandar de albumina de suero bovino. La absorbancia se midi6 a 562 nm. En
la curva se determinoé la ecuaciéon de la recta y el coeficiente de correlacion (R2). Fuente:

Elaboracion propia (2022).

Los extractos proteicos se cuantificaron por medio de la técnica Lowry adaptado,
utilizando Tris-HCI pH 8 el cual se adecuo para analizar tejido del Apis mellifera. Se
elaboro 4 curvas de calibraciéon con albumina bovina como punto de comparacién en el

analisis de extractos proteicos de Apis mellifera.

6.12.2 Extraccion de proteinas de abejas tratadas con imidacloprid

La extraccion de proteinas se realizd de acuerdo con el método modificado de
Zhong et al. (2005). Previo a la extraccion de proteina, las abejas tratadas con insecticida
se lavaron tres veces con solucién salina y se separ6 cabeza y abdomen. Las abejas (1 mg
abejas/10 pL tampodn) se mezclaron en tampoén de fosfato (BF) pH 7.6, que contiene 32,5
mmol/L K2HPO4, 2,6 mmol/L KH2PO4, 400 mmol/L de NaCl. La mezcla se homogeneiz6

durante 20 minutos en hielo y digiri6 durante 2 min, centrifugado a 8.000 RPM durante



10 min. Luego se centrifug6 a 8.000 RPM por 10 minutos. El sobrenadante se retir6 a otro
tubo para un uso posterior. Los precipitados (1 mg abejas/2 puL tampdn) se mezclaron con
BF y luego se centrifugaron a 8.000 RPM durante 10 minutos. El sobrenadante se retir6 y
se mezcl6 en un tubo que contenia sobrenadante como un extracto de proteinas soluble en
PB, mientras que el precipitado (1 mg de abejas/10 uL de tampo6n), que contenia las
proteinas insolubles en PB se mezclaron en tampén RIPA como buffer de lisis (LB) (0.5M
Tris-HCI, pH 7.4, 1.5M NaCl, 2.5% acido desoxicdlico, 10% NP-40, 1o0mM EDTA.). Se
homogeneizaron las mezclas, durante 10 minutos en bafio de hielo y se colocaron durante
2 minutos, centrifugdndose a 8.000 RPM durante 10 minutos. Se eliminé el sobrenadante
y se agrego6 lo filtrado al tubo que contenia el extracto de proteinas solubles en PB. Se
afiadi6 tricloroacético (TCA) a los sobrenadantes recogidos hasta una concentracion final
del 10%, y luego la mezcla se mantuvo en hielo durante 10 minutos para la precipitacion y
desalinizacion de proteinas. Posteriormente, la mezcla se centrifug6 dos veces a 8.000
RPM durante 10 minutos. El sobrenadante fue descartado y los precipitados (1 mg de
muestra/4 uL de tampon) se resuspendieron en LB, la mezcla se homogeneizé durante 5
min en hielo y lisaron durante 2 minutos, posteriormente se ajust6 a pH 7 con 2 mol/L
NaOH. La mezcla que contenian los extractos proteicos de abejas obreras se almacenaron a

-70 C para su posterior uso.

Cuantificacion de proteinas y electroforesis de proteinas

La concentracion de proteina se determindé por el método de Bradford (1976)
usando BSA como estandar. La absorcion se midi6é a 595 nm en un espectrofotometro UV.
Se realiz6 una electroforesis en un gel de poliacrilamida SDS con un gel separador al 10% a
100 mA de corriente. Los cambios se visualizaron en los patrones de bandas y se
analizaron cualitativamente en software GelAnalyzer 19.1 y poder estimar pesos

moleculares.



7 Resultados y discusion
7.1.1 Propiedades fisicoquimicas de los insecticidas

Para entender como se comportan los insecticidas en el ambiente, se midieron dos
parametros fisicoquimicos: pH y Conductividad Eléctrica (us/cm). Esto describe el

comportamiento fisicoquimico de la molécula en el ambiente.
Tabla 6

Propiedades fisicoquimicas de los ingredientes activos en los ensayos

X Conductividad Eléctrica
Insecticidad X pH (us/cm)
Imidacloprid 5.380£0.204 16.667 + 3.055
Chlorpyrifos 7.283 £0.030 15.667 £+ 0.577

Fuente : Autor (2022)

Los insecticidas no mostraron cambios significativos en sus propiedades
fisicoquimicas en las dosis analizadas demostrando que la molécula de imidacloprid
mantiene un pH acido de 5.380 + 0.204 contrario a Chlorpyrifos 7.283 + 0.030 el cual
mantuvo un pH neutro. La conductividad eléctrica de Imidacloprid fue de 16,667 + 3,055
uS/cm y para Chlorpyrifos 15.667 + 0.577 clasificaAndo esta propiedad fisicoquimica como
muy baja (Lamela, 2018). El pH del insecticida al entrar en contacto con un organismo
afecta directamente el pH de la cuticula del insecto, generando estrés en la epidermis, otro
factor es la conductividad eléctrica de los insecticidas, la cual afecta el metabolismo de los
insectos expuestos, debido a la carga de iones presentes en las gotas (DL50) aplicadas a
Apis mellifera (Padréon, 2020), este factor se relaciona con los electrolitos y minerales
debido a que estos dos factores aumentan segin la conductividad eléctrica, esto quiere
decir que Imidacloprid al tener mayor conductividad eléctrica que Chlorpyrifos, presenta

una mayor concentracion de electrolitos y minerales, indice relacionado con el pH acido.



Sin embargo Chlorpirifos al presentar una conductividad eléctrica menor que
Imidacloprid, indicaria que hay una mayor concentracion de materia organica y una

menor concentracion de electrolitos y minerales.

7.2 Proteina total ([PT])
Los extractos proteicos obtenidos de Apis mellifera que se obtuvieron segun la

metodologia utilizada por Li et al.,, (2007).Utilizando BSA para elaborar curva de

calibracién (Figura 18) y utilizando su R? como referencia para poder determinar proteina

de cada tratamiento.

Figura 21
Figura 1. Concentracion de proteina total en extractos por tratamiento
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Nota: [PT] por tratamiento. Los datos mostrados son las medias de las
observaciones con letras 4 B que representan diferencias significativas (p<0.05) entre

tratamientos. Fuente: Autor (2022).



La [PT] entre tratamientos en la figura 21 muestra cambios significativos (p<0.05)
de acuerdo al test de rangos multiples de Duncan, mostrando significancia mediante letras

asignadas, control28, Imidacloprid4, ChlorpyrifosB.

Las observaciones entre tratamientos con andlisis ANOVA presentaron cambios
significativos con un p-valor 0.0097. Se aprecia cambios en significativos [PT] (p<0.005)
entre el insecticida Imidacloprid y Chlorpyrifos, mientras que el tratamiento control
muestra una dualidad con los insecticidas Imidacloprid y Chlorpyrifos con estadigrafo de
Duncan el cual indica que las diferencias entre medias que comparten letra no son
estadisticamente significativas. De igual manera se destaca que Chlorpyrifos genero una

mayor [PT] y por lo contrario Imidacloprid tuvo una [PT] menor que el control.
Figura 22

Distribucién de datos en concentraciéon de proteina total en tratamientos
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Nota. diagrama de barras con dispersion estandar de los tratamientos. Fuente: Autor.

La [PT] en la figura 22 indica que el tratamiento control tiene una dispersiéon en su
[PT] (0.910+0.063) menor que los tratamientos Imidacloprid (0.832+0.095) y

Chlorpyrifos (0.972+0.113). La distribuciéon de los datos entre los tratamientos de los



insecticidas, fueron mayores, mostrando una mayor [PT], identificando una alteraci6on en

la [PT] como efecto de las dosis aplicadas.

Los cambios significativos entre tratamientos concuerdan con los estudios
realizados por Wilde et al., (2016), los cuales aplicaron DL50 de 5 y 200 ppm de
imidacloprid en abejas Apis melliferas, mostraron cambios significativos en la [PT],
encontrando una reducciéon del 7% [PT] en ambos muestreo en comparacion al
tratamiento control. Las diferencias entre el grupo control e imidacloprid refleja que un
cambio bioquimico en los niveles de [PT], causando estrés y afectando el comportamiento
y funciones fisiologicas para combatir RL producidos por ROS. El efecto de este insecticida
se relaciona y ubica en las glandulas hipofaringeas (HPGs) segiin Hatjina et al., (2013),
quienes exponen una reduccion del 14.5% al 16,3% de didAmetro en l6bulos de las GPHs y
una afectacion en la respiracion abdominal. Los cambios de estos l6bulos afectan la
colmena debido a que la sintesis de jalea real tiene lugar en las GPHs, aportando el 82% de
proteinas a esta sustancia (Knecht & Kaatz, 1990). Una mayor concentracion de proteina
en el grupo de Chlorpyrifos respeto al tratamiento Imidacloprid, presume una alteracién
bioquimica en la expresion de proteinas de Apis mellifera creando efectos cronicos a largo
tiempo ya que se ha evidenciado un déficit enla respuesta inmune, en el ciclo reproductivo
y en la supervivencia de la colmena (Martin-Culma & Arenas-Suarez, 2018). Se presume
que estas alteraciones tienen efectos en la expresiéon de genes que reflejan cambios
fisiologicos y de comportamiento (Fent et al., 2020). Si bien en este estudio encontrd
alteraciones en [PT] en los diferentes tratamientos, estos no determinan las proteinas
asociadas a la desintoxicacion de xenobioticos como Imidacloprid y Chlorpirifos. Se puede
relacionar la interacciéon de proteinas que hacen frente al estrés oxidativo en procesos

metabolicos endégenos para combatir RL que dafian lipidos, proteinas, y ADN.



Figura 23

[PT] entre DL50 en Apis mellifera
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Nota: X de [PT] entre DL50. La letra A indica que no hubo diferencias significativas

de acuerdo a prueba de Duncan. Fuente: Autor.

En la figura 23 se expone las medias de [PT] entre dosis, encontrandose, que no se

hallaron diferencias significativas entre las DL50 aplicadas y su [PT].

Tabla 7

Tabla Valores promedios de entre tratamientos de [PT]

Tratamientos

Imidacloprid Imidacloprid Imidacloprid Imidacloprid

2 ppm 4 ppm 8 ppm 16 ppm
control 0.76+0.124 0.81+0.008 0.86+0.088 0.90+0.099

[PT] (mg/ml) . . . .
0.91+0.063 | Chlorpyrifos Chlorpyrifos Chlorpyrifos Chlorpyrifos

2 ppm

4 ppm

8 ppm

16 ppm

1.00+0.094

1.01+0.125

0.93+0.176

0.96+0.096

Fuente: Autor (2022)




Figura 24

Electroforesis SDS-PAGE en dosis

MW 1 2 3 4

N(;ta: Imagen de electroforesis en gel de poliacrilamida de una dimension de extractos
proteicos de Apis mellifera con dos tratamientos. Carril MW (Marcador para peso
molecular); Carril 1 (Abdomen expuesto imidacloprid); carril 2 (Cabeza expuesto
imidacloprid); carril 3 (Tratamiento control Abdomen); carril 4 (Tratamiento control

cabeza); Carril 5 (Albtimina)

La tabla 7 muestra el anélisis de los extractos de proteinas de abdomen y cabeza
procesados en el software GelAnalyzer, el cual identifica en el carril de las muestras, las
bandas y la longitud de estas, determinado el peso de molecular (KDa) de las proteinas en

los extractos analizados.



Tabla 7

Analisis electroforesis SDS-PAGE

Parte

taxonOmica

Original

Analisis carriles en
software GelAnalyzer

(Bandas)

Peso Molecular

Abdomen -

Control

Abdomen — 24

ppm -

Imidacloprid




Cabeza -

Control

Cabeza - 24

ppm -

Imidacloprid

Fuente: Autor (2022).

Se aprecia en la tabla 9 el peso molecular de las bandas de los extractos proteicos
del tratamiento control y DL50 (24 ppm) de Imidacloprid. Estos no presentaron
diferencias significativas en el abdomen de la abeja, sin expresar algtin cambio en las
bandas de los carriles 1 y 3. Los pesos moleculares en los extractos de la cabeza, no
mostraron cambios significativos; sin embargo, en el tratamiento de imidacloprid no se

observaron 2 fracciones de proteasas activas en comparacion con el tratamiento. Esto se




relacionaria con la [PT] en las DL50 de imidacloprid (Figura 30) la cual fue menor en

comparacion al tratamiento control.

Tabla 9

Pesos moleculares de extractos analizados

Abdomen
N° Bandas 1 2 3 4 5 -
Imidacloprid 99 94 69 68 65 -
Control 99 92 69 67 65 -
Cabeza
N2 Bandas 1 3 4 5 6
Imidacloprid 182 X X 71 67 66
Control 187 97 85 70 67 66

Nota: Peso molecular (KDa) de las secciones taxonémicas estudiadas. Fuente: Autor

(2022)

7.3 Catalasa (CAT)

Actividad de CAT se defini6 como la cantidad de enzima requerida para

descomponer 1 mol de H202.

Tabla 10

Valores promedios de entre tratamientos de actividad de CAT

Tratamientos

CAT (umoles de

H202/g,h)

control
0.33+0.16

Imidacloprid Imidacloprid Imidacloprid Imidacloprid
2 ppm 4 ppm 8 ppm 16 ppm
4.30+014 2.31+0.14 1.2610.14 2.93+0.14
Chlorpyrifos Chlorpyrifos Chlorpyrifos Chlorpyrifos
2 ppm 4 ppm 8 ppm 16 ppm
1.2610.16 1.0610.16 2.81+0.16 5.59+0.16

Fuente: autor




Figura 25

Actividad de CAT entre tratamientos
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Nota. Los datos mostrados son las medias de las observaciones con letras 4B que

representan diferencias significativas (p<0.05) entre control e insecticidas por medio de
prueba de Duncan. Fuente: Autor (2022)

Figura 26

Figura 2. Actividad de CAT entre DL50
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Nota: X de actividad de CAT entre DL50. Las letras ABC indican diferencias
significativas(p<0.05) entre DL50 de acuerdo a la Prueba de Duncan.



La actividad de CAT en la figura 25 muestra cambios significativos (p<0.05) entre
el control y los insecticidas con un p-valor 0.0174 en prueba estadistica de ANOVA, el
método de prueba de Duncan encontrdé cambios significativos entre el control y los
insecticidas, mostrando la significancia mediante letras asignadas al control4;

Chlorpyrifos® e Imidacloprid®.

En la figura 26 se observa cambios significativos (p<0.05) entre DL50 con un p-
valor 0.0077 en prueba estadistica de ANOVA, encontrando cambios significativos entre
DL50 analizadas mediante prueba de Duncan, observando cambios significativos entre la

DL50 en los tratamientos 2 ppm, 4 ppm, 8 ppm, 16 ppm .

Figura 27

Comportamiento actividad CAT
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—@—Imida Chlor

Nota. Comportamiento de actividad de CAT en DL50 de Imidacloprid Y Chlorpyrifos.
Fuente: Autor (2022).

El comportamiento de la actividad de CAT en los tratamientos mostré un aumento
significativo respecto al control, indicando que esta enzima antioxidante se activa frente al
estrés oxidativo, el cual es generador por RL. Esto puede deberse a al dafio de la

membrana, lipidos, 4cidos nucleicos y proteinas, como lo indica Hodgson & Blake (2010).



Este estudio corrobora esta investigacion de Balieira et al., (2018) quien reporta
actividad de CAT en Apis mellifera en muestras control de 1.27+0.33 (U/mg proteina) con
un incremento en la actividad enzimética en dos DL50 aplicadas de 0.7 ng/mLy 2.0 ng, la
primera demostr6 3.55+0.55 (U/mg proteina) y la segunda 4.13+0.23 (U/mg proteina). Se
Contrasto DL50 aplicadas dentro de este estudio, demostrando que la actividad CAT esta
en los mismos parametros mencionados por Balieira et al., (2018). En otro estudio
reportado por Migdal et al., (2020), se observa actividad enzimatica de CAT, la cual
aumenta con la aplicacion de DL50 de insecticida Amitraz, con valores de entre 4 y 10

(U/mg proteina).

Lo anterior se puede explicar en razon a la accion de estrés oxidativo que genero el
insecticida en Apis melliferea, con la consecuente produccién de los radicales libres
peroxidos los cuales, probablemente son atacados inmediatamente y degradados por la

RBE de la CAT, dado que es una enzima peroxido-reductasa los cuales, que transforma el
radical peroxido en H20 y O2? molecular. De modo que el comportamiento de Imidacloprid
produce una RBE irreversible, ocupando los nAChR, inhibiendo la AChE la cual degrada

ACh, esta genera una sobreexcitacion en los musculos de Apis mellifera, originando una

produccion de RL los cuales son los causantes del estrés oxidativo.

7.4 Peroxidasa (POD)
La actividadde POD puede definirse como la cantidad de enzima (AA/g.h) requerida

para descomponer H202. Este estudio encontr6 cambios significativos (p<0.005) entre

insecticidas y DL50.



Tabla 11

Valores promedios de entre tratamientos de actividad POD

Tratamientos

Imidacloprid
4 ppm

Imidacloprid
8 ppm

Imidacloprid
16 ppm

1.750+0.00063

1.205+0.00041

1.540+0.00037

Imidacloprid
control 2 ppm
2.72240.00042
POD
(AA/g.h) Chlorpyrifos

2 ppm

Chlorpyrifos
4 ppm

Chlorpyrifos
8 ppm

Chlorpyrifos
16 ppm

3.907+0.0012
1.812+0.00078

1.106+0.00035

0.460+0.0012

0.236%3.309

Fuente: autor

Figura 22

Actividad de POD entre tratamientos

2.500E-03
2.000E-03 T
1.500E-03 J
C
1.000E-03
B [
5.000E-04 [ \
0.000E+00 \
Control Chlorpyrifos Imidacloprid ‘
Medias 1.600E-03 4.100E-04 6.100E-04 ‘

Nota. Medias de actividad de POD. Los datos mostrados son las medias de las

observaciones obtenidas e identificadas con letras AB las cuales representan diferencias

significativas (p<0.05) entre control e insecticidas . Comparacion realizada con prueba de

Duncan. Fuente: Autor.



Figura 29

Actividad de POD entre DL50 control y Imidacloprid

0.0018
0.0016
0.0014
0.0012

0.001
0.0008
0.0006 A A

0.0004
0.0002
0

2 ppm 4 ppm 8 ppm 16 ppm

O Control 0.0016
OImida 0.000540 0.000970 0.000500 0.000430

O Control @Imida

Nota. Medias de actividad de POD entre tratamientos. Las letras 4 indican que no se
hallaron diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos de acuerdo a Prueba de
Duncan.

Se puede observar en la figura 29 la actividad de POD (AA/Seg) en los extractos
obtenidos de Apis mellifera, indicando que en el insecticida Imidacloprid disminuyo la

actividad enzimaética en las cuatro DL50 en comparacion con el control,
Figura 30
Actividad de POD entre DL50 control y Imidacloprid
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Nota. Medias de actividad de POD entre tratamientos. Las letras A y B indican que se
hallaron diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos de acuerdo a Prueba de
Duncan.

Chlorpyrifos mantuvo una dualidad en las DL50 de 2 y 4 ppm comparadas con 0
ppm indicando que las medias que tienen las mismas letras no muestran diferencias

significativas entre ellas (p>0.005) de igual forma las DL50 de 8 y 16 ppm comparadas con

0 ppm, indica que se hallaron diferencias significativas (p<0.005).

En la figura 23 se observan las DL50 con cambios significativos (p<0.005) entre el
control y los tratamientos analizados por prueba de Duncan. Indicando que el control

mantiene una mayor actividad de POD que los demas tratamientos con insecticidas.
Figura 31
Comportamiento de actividad de POD de tratamientos
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Nota. Comportamiento de actividad de POD en DL50 de Imidacloprid Y Chlorpyrifos.

Fuente: Autor

El comportamiento de la actividad de POD en relacion con los insecticidas es
corroborado por Corona & Robinson (2006), indicando que los insectos carecen de POD
para catalizar la reduccion de H202; Sin embargo Decio et al., (2021) encontraron

actividad enzimatica de POD en Apis mellifera expuestas a una dieta dosificada con



Tiametoxam — TMX (0.0227 ng/ulL en alimento), detectando actividad de glutation-
peroxidasa en cabeza e intestino, esta enzima pertenece al grupo de las peroxidasas la cual

tiene como funcion la proteccion del efecto deteriorativo de los hidroperoxidos (H202).

Figura 32

Dispersion de observaciones en actividad POD con DL50 Imidacloprid
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Nota: Grafica de barras con desviacién estandar en la actividad de POD en cada

tratamiento. Fuente: Autor.

El método de guayacol para encontrar actividad enzimatica de POD en este estudio
no detecto cambios enzimaticos entre tratamientos Del insecticida Imidacloprid (Figura
32)por medio de prueba de Duncan. Sin embargo, en el tratamiento de o ppm (control), se
tiene una desviacion estandar entre datos mayor que las desviaciones estandar de DL50.
Las DL50 de 2, 8, Y 16 ppm mantienen una desviacion estandar muy parecida entre sus
datos pero menor que el control, mientras que el tratamiento de 4 ppm tiene una
desviacion estandar mayo que los demas tratamientos y menor que tratamiento control

Mostrando que las lecturas de DL50 de 0 ppm (control) fue mayor que las deméas DL50 del



insecticida Imidacloprid, posiblemente porque tuvieron una menor actividad de POD

debido a una reduccion o inhibicion de la actividad de esta enzima.

Figura 33

Dispersion de observaciones en actividad POD con DL50 Chlorpyrifos
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Nota: Grafica de barras con desviacién estandar en la actividad de POD en cada

tratamiento. Fuente: Autor.

La figura 33 muestra la distribucion de datos observados indicando una menor
actividad de POD al aumentar las DL50 aplicadas, mostrando un mecanismo irreversible
en la RBE al aumentar las DL50. Esto evidencia que la POD no puede regular altas dosis de
Chlorpyrifos originando estrés oxidativo en Apis mellifera. evidenciando como esta
molécula por contacto es altamente toxica y puede llegar a causar efectos irreversibles al
ocasionar danos originados desde el sistema parasimpatico y desgastando los ganglios

nerviosos como se indica en la figura 14 (Picco et al., 2011)



~.5 Discusion de Resultados

El crecimiento de producciones apicolas en Colombia ha crecido un 5% en los
ultimos anos (Coneo, 2021). Sin embargo, los casos reportados de CCD en Colombia
(Figura 1) han generado sospechas de pesticidas, utilizados en cultivos. A pesar de que se
ha comprobado que los herbicidas, insecticidas y fungicidas afectan el ecosistema de
polinizadores como lo son las abejas, no se han generado leyes para la proteccién de estas,

en el marco de la conservacion de fauna y flora.

Este estudio examiné 2 tipos de insecticidas con una clasificaciéon de toxicidad
extrema en abejas (UNA, 2020), corroborando que la actividad de enzimas antioxidantes
(CAT y POD) y la [PT] presento cambios bioquimicos al aplicar DL50 de los dos
insecticidas. La informacion actual de estudios sobre los efectos segundarios en la
fisiologia de Apis mellifera, generados por exposicion a insecticidas como Imidacloprid y
Chlorpyrifos son escasos; sin embargo, las pocas investigaciones reportadas en Journal of
Apicultural Research han corroborado con la informacién de este estudio. Lo reportado
por Wilde et al., (2016) coincide en los datos obtenidos, aunque su metodologia para la

extraccion de proteinas fue diferente.

Estudios recientes especifican los sistemas de desintoxicacion de la abeja Apis
mellifera, los cuales abarcan una superfamilia de enzimas responsables de la
desintoxicacion de toxinas las cuales son las monooxigenasas del citocromo P450,
glutation transferasa Y carboxilesterasas (Weirich et al., 2002). También se pueden
encontrar proteinas de resistencia a multiples xenobio6ticos y proteinas de transporte de
ATP, este ultimo nucleotido se ve afectado por efectos de los insecticidas, inhibiendo su
produccion en la mitocondria (Wang et al., 2016), originando ROS, como un producto de la
desintoxicacion o la descompensacion de energia como respuesta celular al estabilizar la

homeostasis intracelular. Como producto de estas reacciones metabdlicas se generan



radicales libres los cuales se caracterizan por contener una carga eléctrica inestable,
desencadenado procesos cataliticos que generan sistemas de defensa criticos como
apoteosis celular (Giannuzzi, 2018). La activacion de las enzimas investigadas en este
estudio (CAT y POD) regulan estos RL en la célula, frenando la muerte celular y el inicio de
efectos segundarios en funciones fisiologicas del organismo relacionadas con patologias o
al contrario produciendo estados criticos que generan hormesis y finalmente la muerte

(Constanza & Mufioz, 2010).

Las enzimas antioxidantes CAT y POD en este estudio confirman su actividad ante
danos oxidativos de EROS, generadores de estrés oxidativo en la célula. La actividad de
CAT en Apis mellifera frente a insecticidas presenta una actividad bioquimica debido a que
esta enzima cataliza el peréxido de hidrogeno, evitando que se formen radicales libres
(hidroxilo y oxigeno singulete). POD demostr6 actividad catalitica frente al tratamiento
control, encontrando procesos antioxidantes, generados por el estrés oxidativo causado

por los insecticidas (Imidacloprid y Chlorpyrifos).

7.6 Conclusiones

El CCD de Apis mellifera esta relacionado con el uso indiscriminado de pesticidas
como Imidacloprid o Chlorpyrifos, debido a que estos agroinsumos tienen una estructura
quimica y un ingrediente activo que no distingue entre insectos polinizadores, originando
estrés oxidativo, que desencadenan una serie de eventos metabdlicos que pueden terminar

en el declive de colmenas completas.

Se hallaron cambios bioquimicos de CAT y POD, en abejas Apis mellifera expuestas
a dosis subletales dérmicas, evidenciando cambios bioquimicos en sus concentraciones,
activando mecanismos metabolicos de defensa, para combatir toxinas que generan
radicales libres que llegan a causar dafno celular originando problemas en su

funcionamiento fisiologico.



Se encontraron cambios significativos entre tratamiento en la [PT] observando un
aumento en Chlorpyrifos y una inhibicién en Imidacloprid, indicando la expresion de

proteinas de resistencia o catéalisis proteica.

Las imagenes de SDS-PAGE en extractos proteicos de cabeza de Apis mellifera
expuestas a imidacloprid revelaron la inhibicién de dos fracciones de bandas concordando

con la [PT] en el tratamiento de imidacloprid.

7.7 Recomendaciones

Se sugiere utilizar métodos estandarizados para la manipulacion de abejas Apis
mellifera en laboratorio para estudios in vitro, como lo sugiere (Williams et al., 2015) para
obtener un error experimental menor y no producir estrés en la abeja ocasionando datos
imprecisos. Asimismo se aconseja determinar el tiempo de exposicion al insecticidas con el

objetivo de encontrar variaciones en las concentraciones enzimaticas.

A pesar de que este estudio utilizo electroforesis SDS-PAGE en tratamientos con
imidacloprid no se pudieron realizar los estudios con el tratamiento de Chlorpyrifos por

fallas en mecanicas en la fuente de poder del equipo.

Se recomiendan estudios méas profundos en la identificacién de neurotbdxicos que
afecten procesos biologicos que alteraren funciones fisiologicas en abejas Apis mellifera,

hallando proteinas involucradas en el sistema nervioso como lo sugiere Williams et al.,

(2015).
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