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Resumen 

 

El incremento de los cultivos agrícolas ha traído consigo el aumento del uso de insecticidas, sin 

embargo, su aplicación ha impactado colateralmente a insectos polinizadores. Los insecticidas inducen 

estrés oxidativo en abejas, mas, la razón por la cual se presenta, aún no se dilucida completamente, es 

por ello, que en este estudio se buscó describir las interacciones entre el insecticida imidacloprid con 

catalasa, glutatión peroxidasa y superóxido dismutasa mediante acoplamiento molecular, así como 

evaluar los cambios de expresión de las proteínas relacionadas con estrés oxidativo de extractos 

proteicos de A. mellifera. Se expusieron abejas a dosis de 0,3, 0,6 y 1,2 ng/abeja de imidacloprid, 

posteriormente se realizó la extracción de proteínas y un perfil electroforético. Se empleo Cytoscape 

para analizar la relación entre efectos subletales y vías metabólicas por una red de interacciones 

proteína-proteína. El insecticida muestra diferencias en la expresión de proteínas de cabeza y abdomen-

tórax, afecta las interfases dimericas en la mayoría de las enzimas analizadas por acoplamiento 

molecular reduciendo su estabilidad estructural, así como se asocia con efectos subletales como la 

memoria o inmunidad, planteando que dichas enzimas tienen un rol importante en la producción de 

tales efectos. 

 

Palabras clave: Abeja, imidacloprid, pesticidas, proteómica, acoplamiento molecular.  

 

Abstract 

 

The increase in agricultural crops has brought with it the increase in the use of insecticides, however, 

its application has collaterally impacted pollinating insects. Insecticides induce oxidative stress in bees, 

but the reason why it occurs has not yet been fully elucidated, which is why this study sought to 

describe the interactions between the insecticide imidacloprid with catalase, glutathione peroxidase 

and superoxide dismutase using molecular docking, as well as evaluating the expression changes of 

proteins related to oxidative stress of protein extracts from A. mellifera. Bees were exposed to doses 

of 0.3, 0.6 and 1.2 ng/bee of imidacloprid, followed by protein extraction and an electrophoretic profile. 

Cytoscape was used to analyze the relationship between sublethal effects and metabolic pathways 

through a network of protein-protein interactions. The insecticide shows differences in the expression 

of head and abdomen-thorax proteins, affects the dimeric interfaces in most of the enzymes analyzed 

by molecular docking, reducing their structural stability, as well as being associated with sublethal 

effects such as memory or immunity, proposing that these enzymes play an important role in producing 

these effects. 

Keywords:  Bee, imidacloprid, pesticides, proteomics, molecular docking
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Introducción 

El crecimiento de la población en los últimos años ha generado un aumento en la demanda de 

alimentos a nivel mundial, esto ha conllevado a un crecimiento del uso de insecticidas para proteger 

los cultivos agrícolas. Dentro de los diferentes insecticidas, los neonicotinoides, abarcan la mayor parte 

del mercado, siendo el imidacloprid uno de los más representativos (Simon-Delso, et al., 2015). Las 

propiedades fisicoquímicas de los insecticidas sistémicos permiten su entrada en los tejidos vegetales 

y su traslocación a todas las partes de la planta alcanzando inclusive el néctar y el polen, afectando 

insectos que se alimenten de la misma. Imidacloprid (IMI) (1-(6-cloro-3-piridilmetil)-N-

nitroimidazolidin-2-ilidenoamina) se emplea en forma de aspersión sobre las plantas o como agente de 

recubrimiento de semillas (Morrissey et al., 2015). A nivel molecular, ejerce su acción al inhibir los 

receptores nicotínicos de acetilcolina encargados de abrir los canales iónicos (Casida & Durkin, 2013). 

Se comporta como agonista de la acetilcolina, evitando ser degradado por la acetilcolinesterasa, 

induciendo una excitación continua de las membranas neuronales que conducen a parálisis y 

agotamiento energético celular (Buszewski et al., 2019). 

Los alimentos son la base del desarrollo de la población generando un nexo entre la salud 

humana, la nutrición y la sostenibilidad ambiental (Wyckhuys et al., 2020). La producción de alimentos 

requiere de una combinación de factores, siendo la polinización uno de los más importantes. Las abejas 

tienen un papel fundamental como polinizadores, ya que participan en la polinización del 71 % de los 

cultivos destinados para la alimentación humana y animal. Los servicios de polinización prestados por 

las abejas están valorados a nivel mundial en USD 215 mil millones para la producción de alimentos 

(Dave et al., 2015). En EE.UU los servicios de polinización de abejas aporta USD 3.070 millones de 

los USD 57.000 millones que representa la polinización por insectos (Khalifa et al., 2021), reflejando 

la importancia de estos insectos en el abastecimiento alimentario del planeta.  

Las abejas también son indirectamente responsables de la reproducción, el sostenimiento de las 

comunidades de plantas silvestres y la biodiversidad (Di Noi et al., 2021). Las plantas silvestres, 

inclusive, por procesos evolutivos, han generado modificaciones en su estructura reproductiva 
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permitiendo solo la polinización  por abejas (G. Li et al., 2018). A nivel ecológico, A. mellifera puede 

influir en la aptitud y el comportamiento de los polinizadores competidores y  mejorar o reducir la 

reproducción de las plantas por lo que los cambios en su distribución y abundancia pueden afectar la 

trayectoria evolutiva de las plantas polinizadas por animales concurrentes y otros polinizadores (Hung 

et al., 2018).  

En las últimas décadas se han reportado descensos en el número de colonias de abejas a nivel 

mundial, principalmente en Europa y América del norte (Di Noi et al., 2021). Se han estimado perdidas, 

en Europa central del 25 % de las colmenas y en Estados Unidos (EEUU) alrededor del 60% (Dave et 

al., 2015). Los factores por los cuales se ha producido el descenso de estos insectos se han relacionado 

con la exposición a estrés ambiental, siendo, los pesticidas el estrés abiótico más peligroso, debido a 

que contribuye a una mayor susceptibilidad a otros tipos de estrés ambiental (G. Li et al., 2018). Es 

por ello, que el impacto generado en la disminución de las poblaciones de abejas está teniendo un 

efecto negativo en la producción global de alimentos, la salud de la sociedad, la biodiversidad vegetal 

y la economía mundial (Martin-Culma & Arenas-Suárez, 2018)(Martin-Culma & Arenas-Suárez, 

2018). 

Según el sistema de información sobre biodiversidad de Colombia (SiB), en Colombia existen 

alrededor de 393 especies de abejas reportadas, dentro de las que se encuentra A. mellifera (Sib., 2022). 

La legislación en el país para el control en la comercialización de productos con el ingrediente activo 

imidacloprid es escasa, a pesar de que en Europa fue prohibido desde 2013 (Comisión Europea, 2015). 

A partir de datos expuestos acerca del envenenamiento de colmenas de abejas, 5.398 en 2016 y 10.385 

en 2017 así como muerte de 192 colmenas de abejas en el mismo año, entre otros informes, en 2019 

el Tribunal Administrativo de Cundinamarca mediante la sentencia del 12 de diciembre de 2019 

reconoció el vínculo entre el uso de pesticidas (neonicotinoides y fipronil) con la muerte masiva de 

abejas y otros polinizadores, lo que dio pie a la generación de la resolución 922101 del 2 de marzo de 

2021 que suspendió por 6 meses el registro de productos formulados con fipronil (Gómez Maldonado, 

2021) y, posteriormente, mediante resolución 740 de 2023 prohibió de manera definitiva el uso de este 
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insecticida (Tribunal Administrativo de Cundinamarca & ICA, 2023), sin embargo, con respecto a 

imidacloprid, su uso aún es avalado por autoridades agrícolas y ambientales en el país (Perilla Melo, 

2020). 

Las abejas están expuestas normalmente a concentraciones subletales de imidacloprid en el 

ambiente. Una concentración subletal se define como aquella que no ocasiona mortalidad aparente en 

una población experimental, sin embargo, los efectos subletales fisiológicos y comportamentales 

producidos pueden conllevar con el tiempo a la muerte del insecto (Desneux et al., 2007). En abejas 

sometidas a dosis subletales de imidacloprid se han reportado efectos como: reducción en la 

alimentación que causa problemas reproductivos (Laycock et al., 2012), regulación a la baja de genes 

involucrados con la contracción muscular que afectan el movimiento (Wu et al., 2017), susceptibilidad 

extendida a diferentes patógenos (Paris et al., 2017), deficiencia en la búsqueda de néctar y polen 

(Schneider et al., 2012) y afectaciones en el metabolismo energético (Nicodemo et al., 2014). 

Los mecanismos de acción de los insecticidas son muy variados, repercutiendo de manera 

directa o indirecta sobre los diferentes sistemas fisiológicos que mantienen la homeostasis. Se ha 

observado que imidacloprid induce estrés oxidativo en abejas melliferas (Balieira et al., 2018), estimula 

la generación y almacenamiento de especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés Reactive oxygen 

species) y sobrecarga de Fe2+ (He et al., 2021); en cerebro, produce regulación a la baja de genes 

asociados a procesos de oxido-reducción encargados de la desintoxicación, conduciendo a la aparición 

de ROS aumentando el estrés oxidativo (Zhiguo Li et al., 2019) así como se ha reportado, producción 

de desbalances en la regulación oxidativa a nivel del sistema inmune (Paris et al., 2017),  por lo cual, 

es probable que los efectos subletales observados en abejas expuestas a imidacloprid se relacionen, a 

nivel molecular con el estrés oxidativo inducido por este pesticida, sin embargo, aún no se tiene claro 

el mecanismo molecular con el que actúa. 

El estrés oxidativo se produce cuando las defensas antioxidantes de un organismo son incapaces 

de contrarrestar las agresiones oxidantes (radicales libres) y, en consecuencia, pueden alterar varios 

constituyentes celulares (lípidos, ADN y proteínas), lo que conduce a trastornos del funcionamiento 
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de tejidos y órganos (Gauthier et al., 2018). En abejas expuestas a otro insecticida sistémico, fipronil, 

se observaron daños histopatológicos en el cerebro de la abeja que se relacionan con deficiencias en 

los procesos de desintoxicación y control de ROS (Farder-Gomes et al., 2021). En el sistema de 

regulación oxidativa participan enzimas encargadas de transformar las ROS en especies menos nocivas 

dentro de las que se encuentran superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa 

(GPX) que actúan directamente sobre las ROS y se ha visto que su actividad se ve alterada en abejas 

que han sido expuestas a imidacloprid (Balieira et al., 2018).  

El proteoma se puede definir como el contenido total de proteínas de una célula que se 

caracteriza con respecto a su localización, interacciones, modificaciones postraduccionales y recambio, 

en un momento determinado (Aslam et al., 2017). La producción de ROS de forma descontrolada, 

genera modificaciones reversibles y/o irreversibles en el proteoma, que pueden afectar la función o 

estructura de las proteínas, ocasionando alteraciones en las vías metabólicas reguladas por estas (Rocha 

et al., 2009). La proteómica como herramienta, permite, identificar las variaciones en la abundancia de 

las proteínas ante un estímulo o estado biológico y así analizar las implicaciones metabólicas que esto 

conlleve (Larance & Lamond, 2015); por lo que, un enfoque proteómico puede generar nuevos 

conocimientos sobre la respuesta de las abejas a ROS desde una perspectiva de sistemas y plasticidad 

del proteoma antioxidante (Tomanek et al., 2015), debido a que existen pocos estudios que usan este 

enfoque para evaluar el impacto de imidacloprid en A. mellifera. 

Es por ello que se plantea que el insecticida imidacloprid (IMI) puede interactuar con enzimas 

del sistema antioxidante como lo son CAT, GPX1 y SOD afectando directamente el equilibrio 

oxidativo e indirectamente otras vías metabólicas reguladas por estas enzimas. Basados en la anterior 

hipótesis, el objetivo del presente estudio fue describir las interacciones de IMI con CAT, GPX1 y 

SOD mediante una aproximación computacional, así como evaluar la respuesta de las proteínas 

relacionadas con estrés oxidativo de extractos proteicos de A. mellifera expuestas al insecticida 

imidacloprid por medio de una aproximación proteómica, con el fin de aportar en la dilucidación de 

los mecanismos por los cuales IMI produce efectos subletales observados en abejas. 
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1. Materiales y métodos 

 

A continuación, se presenta la metodología empleada para la extracción de proteínas, el 

análisis de datos obtenidos de la expresión de enzimas asociadas con estrés oxidativo, así como, el 

modelado y acoplamiento molecular entre el insecticida y CAT, GPX1 y SOD. 

 

1.1 Obtención de abejas y diseño experimental 

 

Se obtuvieron abejas obreras de edades mixtas del apiario ubicado en la Universidad Nacional 

de Colombia en la ciudad de Bogotá que representaban entre un 90 a 95 % del total de la colmena. La 

dosis subletal utilizada se tomó de un estudio previo (He et al., 2021), se definieron 3 tratamientos con 

dosis menores al 5 % a la LD50 seleccionada. Este principio ha sido empleado en estudios anteriores 

para imidacloprid (Boily et al., 2013). Considerando esto, la LD50 seleccionada fue de 132 ng/abeja y 

se definieron 3 tratamientos resumidos en la tabla 1. En total se usaron 30 individuos por tratamiento 

incluido el control. El experimento fue diseñado en 2 partes, la parte uno tuvo como objetivo analizar 

los efectos de imidacloprid sobre la expresión de proteínas de estrés oxidativo posterior a 24 horas de 

exposición vía oral de abejas a imidacloprid. La parte 2, se diseñó para describir, por métodos de 

acoplamiento molecular, las interacciones que se producen entre imidacloprid y las enzimas CAT, 

GPX1 y SOD para relacionar los efectos observados en la parte 1 con el sistema antioxidante de la 

abeja. Los métodos y procedimientos se describen a continuación. 

Tabla 1. Dosis de insecticida utilizadas para el tratamiento de abejas. 

Tratamiento Dosis (ng/abeja) 

1 0,3 

2 0,6 

3 1,2 

 

1.2 Exposición a imidacloprid 

Para la preparación de las dosis, se utilizó la presentación comercial de imidacloprid, usando 
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solución de sacarosa estéril al 30% m/v. La solución control estaba compuesta solo por sacarosa al 

30% m/v. Posteriormente a su preparación, las soluciones se almacenaron a 4 ˚C hasta su uso. Las 

abejas se colectaron entre las 8 y 10 de la mañana en tubos cónicos de 115 x 30 mm, después se 

anestesiaron por frio, posicionándolas en un baño de hielo, luego de reducir su movimiento se 

acomodaron una por una en tubos de plástico asegurando que la proboscis quedara libre para la 

administración del insecticida, luego las antenas de las abejas fueron estimuladas con sacarosa para 

inducir la extensión de la proboscis y suministrar la dosis de imidacloprid o la dosis control.  

Las abejas alimentadas con el insecticida y el control se liberaron en cajas de plástico de 13 x 

10 x 9,5 cm, manteniendo como fuente de alimento sacarosa al 30% m/v, así como, temperatura de 

28±2˚C y humedad relativa de 65±5% por 24 horas, transcurrido este tiempo, las abejas fueron 

sacrificadas por congelación empleando nitrógeno líquido, posteriormente, se almacenaron a -80 ˚C. 

 

1.3 Extracción de proteínas 

Se seccionó la cabeza del tórax-abdomen de cada abeja usando una cuchilla estéril. 

Posteriormente, se depositaron en tubos de 1,5 mL uno para cada sección respectiva y se lavaron con 

solución salina (NaCl 0.9% m/v) por triplicado, después se añadió buffer fosfato (Na2HPO4 32.5 mM, 

NaH2PO4 2,6 mM y NaCl 400 mM, pH 7,6.) en una relación de 10 μL/ 1mg de muestra, se mezcló y 

homogenizó por 20 minutos en baño de hielo para luego sonicar durante 30 minutos en baño de hielo. 

Enseguida, las mezclas fueron centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos a 4 ̊ C, luego se centrifugaron 

nuevamente a 15000 RFC por 10 minutos a 4 ˚C. Se retiraron los sobrenadantes y se traspasaron a 

tubos falcon de 1,5 mL para su uso posterior. Los precipitados por su parte se les agrego nuevamente 

buffer fosfato en relación 2 μL/ 1 mg de muestra, se mezclaron y se centrifugaron nuevamente a 15000 

RFC durante 10 minutos a 4 ˚C. Se extrajo el sobrenadante y se adicionó a los tubos anteriormente 

separados. Los precipitados resultantes se trataron con buffer de lisis RIPA (NaCl 150 mM, Tris 50 

mM, Nonidet P40 1% v/v, deoxicolato de sodio 0,5% p/v, SDS 0,1% p/v) en una relación de 10 μL/ 1 

mg de muestra inicial, se homogenizaron por 10 minutos y se sonicaron durante 30 minutos todo esto 
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en un baño de hielo, luego fueron centrifugadas a 15000 rpm por 10 min a 4 ˚C, por último, se tomaron 

los sobrenadantes y se traspasaron a los tubos con las proteínas solubles extraídas anteriormente 

mientras que los pellets se descartaron.  

Las proteínas solubles se trataron con ácido tricloro acético (TCA) hasta alcanzar una 

concentración final de 10% m/v con el fin de precipitar las proteínas manteniéndolas en baño de hielo 

durante 10 minutos. Luego, fueron centrifugadas a 15000 rpm durante 10 minutos a 4 ˚C consiguiendo 

un pellet con las proteínas precipitadas, luego el pellet fue lavado con 500 μL de acetona fría, 

resuspendiendo el pellet con ayuda de pipeta y vortex, después se centrifugaron a 15000 rpm por 10 

minutos a 4ºC y se descartó el sobrenadante, este proceso se realizó 2 veces. 

Para la reconstitución del pellet se usó el buffer de lisis empleado anteriormente en una relación 

de 4 µL de buffer/ 1 mg de muestra inicial, se adicionó y se homogenizo por 5 minutos en baño de 

hielo, se sonicó durante 2 minutos y se almacenó a -70ºC. 

Las proteínas obtenidas se redujeron utilizando el agente reductor ditroteitol (DDT) (5 mM), 

para ello, se adicionó y las muestras se incubaron durante una hora a 37 ºC, luego, se alquilaron 

adicionando yodoacetamida (15 mM) e incubando las muestras por 30 min a temperatura ambiente. 

Finalmente, los extractos proteicos obtenidos se les adicionó tripsina (grado secuenciación de 

Promega) en una relación 1:50 (proteasa: extracto proteico), se dejó incubar durante una hora a 37 ºC, 

se desalinizaron usando columnas C18 de centrifugación y se secaron usando el equipo speedvac de 

concentración al vacío. Las muestras fueron rotuladas y enviadas a la universidad de Rio de Janeiro, 

Brasil en donde se realizó el procesamiento de las mismas empleando cromatografía liquida acoplada 

a espectrometría de masas en tándem - LC-MS/MS, estas muestras están pendientes de recepción por 

lo que no se incluirán en los resultados. 

 

1.4 Determinación de variaciones en la expresión  de proteínas asociadas con estrés oxidativo  

Se realizo un gel de electroforesis de poliacrilamida con el fin de evidenciar el éxito de la 

extracción de proteínas, así como, una evaluación cualitativa de las variaciones en la expresión de 
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proteínas. 

Para la preparación del gel, inicialmente se prepararon las soluciones respectivas de acrilamida 

30 % m/v (acrilamida, bis-acrilamida), tris (1,5 M pH 8,8), tris (1,0 M pH 8,8), SDS (10 % m/v), 

persulfato de amonio (10 % m/v), buffer de corrido (1X), solución comassie y buffer Leammly (pH 

6,8), posteriormente de obtener la mezcla de acrilamida, se agrego el persulfato, se disolvió y se vertió 

en un molde de gel de poliacrilamida, evitando la formación de burbujas de aire; luego de polimerizado, 

se sembraron las muestras obtenidas de la extracción proteica, de acuerdo a la distribución mencionada 

en la Figura 1 y se empleó el marcador molecular Thermo Fisher #26637 de 8 pesos moleculares. 

Los extractos proteicos obtenidos fueron cuantificados empleando el reactivo de Bradford con 

el fin de ajustar la concentración a 10 mg/mL para la siembra en el gel, debido al uso de TCA como 

precipitante, las muestras estaban ácidas, por lo que, fue necesario centrifugar a 13000 rpm durante 2 

minutos y resuspender las muestras en buffer Leammy 1X, posteriormente se agregó beta-

mercaptoetanol para alcanzar una concentración de 2,5 % v/v, se calentaron a 100 ˚C por 5 minutos y 

se sembraron 20 μL en cada pozo, adicionalmente se sembró albumina (10 mg/mL) como control de 

peso molecular en el carril 9. 

 

Figura 1. Distribución de siembra de muestras en gel de poliacrilamida 

Para analizar las bandas obtenidas, se empleó el software GelAnalizer (Istvan Lazar Jr) , allí se 

utilizo como input la imagen obtenida del gel, luego, se identificaron los picos de las bandas visibles 

de acuerdo a los perfiles observados, se inició con el carril del marcador de peso, el cual nos brindaría 
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la curva de calibración para el peso molecular de las proteínas para posteriormente continuar con los 

demás carriles hasta obtener el perfil electroforético de las 4 muestras sembradas. 

 

1.5 Obtención de secuencias, modelado de estructura tridimensional de proteínas, validación de 

modelos y mapeo de dominios funcionales. 

Las secuencias de las proteínas CAT (código de acceso: Q8I9W0), SOD (Q7YXM6 y 

Q7YXM5) y GPX1 (Q7YXM2) fueron extraidas de la base de datos UniProt en formato FASTA esto 

debido a que no existen estructuras de las mismas para abejas en el Protein Data Bank 

(https://www.rcsb.org/). La estructura de imidacloprid fue recuperada de PubChem con el siguiente 

código de acceso IMI: 86418, se descargó en formato SDF y se optimizó empleando la herramienta de 

optimización automática del software Avogadro (Hanwell et al., 2012), luego se guardaron en formato 

PDB para su posterior uso en el acoplamiento molecular. 

Las proteínas fueron modeladas implementando el servidor de modelado de homología de 

proteínas SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) (Waterhouse et al., 2018) para obtener sus 

estructuras tridimensionales. Se construyeron los modelos con base en las secuencias en formato 

FASTA obtenidas anteriormente, se descargaron en formato PDB, se removieron las moléculas de 

agua  así como cofactores presentes empleando Chimera UCSF (Pettersen et al., 2004). La calidad de 

la estructura estereoquímica de los modelos obtenidos se inspeccionó mediante diagramas de 

Ramachandran que se obtuvieron por medio de la herramienta web Molprobity 

(http://molprobity.biochem.duke.edu) empleando las estructuras en formato PDB previamente 

modeladas (Williams et al., 2018). Se mapearon dominios y motivos funcionales utilizando InterPro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) en donde se realizó la búsqueda de las enzimas utilizando el código 

UNIPROT para cada una de ellas  (Blum et al., 2021), la información fue extraída y visualizada usando 

el programa DOG, se ingresó la cantidad de residuos con los que cuenta cada enzima y posteriormente 

se agregaron las proporciones de residuos pertenecientes a los dominios/motivos de las enzimas, se 

etiquetaron y las imágenes se descargaron en formato JPEG (Ren et al., 2009). 

 

https://swissmodel.expasy.org/
http://molprobity.biochem.duke.edu/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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1.6 Acoplamiento molecular y evaluación de interacciones 

El acoplamiento molecular se llevó a cabo usando el software PyRx que emplea AUTODOCK 

VINA cómo herramienta para el acoplamiento (Dallakyan & Olson, 2015). Se cargó el insecticida 

imidacloprid y las enzimas CAT, GPX1, SOD1 y SOD2 en formato PDB, el software preparó estas 

moléculas como ligando y macromoléculas respectivamente en formato PDBQT al ser elegidas 

manualmente, posteriormente se realizó el acoplamiento molecular ciego por lo que no se definió un 

tamaño de caja especifico y se seleccionó la pose con menor energía de afinidad. El archivo PDBQT 

del acoplamiento resultante se procesó con la ayuda del software Pymol para eliminar las demás poses 

obtenidas, generando un archivo PDB con la pose seleccionada, este último archivo se cargó en la 

sección de interacciones receptor-ligando del software Discovery Studio, se seleccionó la opción de 

diagrama en 2D y se guardó la imagen en formato JGEP. Las demás visualizaciones se crearon con 

Chimera UCSF (Pettersen et al., 2004). 

1.7 Diseño de red de interacciones 

Se empleo el software Cytoscape (Shannon et al., 2003), dentro del cual se utilizo el plugin de 

String protein query, allí, se realizó la búsqueda por nombre de las proteínas, catalase, superoxide 

dismutase 1,  superoxide dismutase 2 y glutathione peroxidase 1 (se busco en idioma ingles por 

preferencias del software), se definieron los parámetros de puntaje de confidencialidad (0,7), 

interactores adicionales máximos (30) y la especie A. mellifera, además de solicitar cargar datos 

enriquecidos con el fin de obtener las vías metabólicas relacionadas con estas enzimas del sistema 

antioxidante. 

Luego de obtener los datos desde STRING, se procedió a editar la red generando un color de 

nodos de acuerdo al puntaje de interacción proteína-proteína obtenido y escogiendo el tipo de mapeo 

continuo que permitiera visualizar la distribución de colores, se cargaron los datos de enriquecimiento 

funcional de acuerdo al genoma, estos datos se filtraron, tomando solo datos de procesos biológicos 

GO y vías KEGG para su posterior análisis. 

2. Resultados y discusión 
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A continuación, se presentan el perfil electroforético obtenido, así como, las interacciones 

generadas entre imidacloprid y las enzimas CAT, SOD y GPX1 obtenidos por acoplamiento molecular, 

y, por último, la relación entre las vías relacionadas con las enzimas CAT, SOD y GPX1 y los efectos 

subletales observados en abejas. 

2.1 Variaciones en la expresión de proteínas en abdomen-tórax y cabeza de A. mellifera. 

Se obtuvieron diferencias en la cantidad de bandas obtenidas en el gel de poliacrilamida, 

evidenciándose una mayor cantidad de bandas en abdomen-tórax, con respecto al control a diferencia 

de los extractos de cabeza donde se observa una disminución en la expresión de proteínas (Figura 2 y 

tabla 2). 

 

Figura 2. Expresión de proteínas en abdomen-tórax y cabeza de abejas expuestas a imidacloprid. 

 
Tabla 2. Cantidades de bandas observadas en gel de poliacrilamida. los carriles 2 y 4 hacen referencia a muestras de 

abdomen-tórax y carriles 4 y 8 a muestras de cabeza 

Carril Numero de bandas Intervalo MW 

2 36 59-307 

6 22 59-185 

4 10 59-247 
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8 33 59-244 

 

Estos datos obtenidos están de acuerdo con lo reportado en otros estudios, en donde se han 

observado una disminución en la transcripción de genes del cerebro, los cuales están involucrados en 

procesos  de respuesta inmunitaria, desintoxicación y antioxidante, siendo los procesos de oxido-

reducción los más afectados (Zhiguo Li et al., 2019). En abdomen-tórax se ha evidenciado un aumento 

en la expresión génica en abejas Apis cerana expuestas a IMI, estas proteínas estaban relacionadas 

metabolismo de proteínas, vía de señalización FoxO y vía de señalización mTOR (Gao et al., 2020).  

El contraste observado en los resultados arrojados en el perfil electroforético demuestra que la 

respuesta del organismo varia de acuerdo al tejido analizado y debido a que el intestino es el primer 

órgano que entra en contacto con el insecticida luego de consumido, se esperaría que la respuesta del 

organismo sea diferente al cerebro en donde las cantidades del insecticida que llegan son menores. 

2.2 Análisis de los dominios funcionales en las enzimas del estrés oxidativo (CAT, SOD y GPX) 

de A. mellifera 

En la Figura 3, se presentan los gráficos de Ramachandran, que permiten evidenciar la calidad 

de las estructuras de las enzimas obtenidas por modelación, los residuos resaltados en violeta en la 

Figura 1A se encuentran en regiones no permitidas de la estructura de la enzima catalasa, para las 

demás enzimas (Figura 3B, 3C y 3D), los gráficos de Ramachandran muestran que las estructuras de 

las enzimas modeladas exhibieron residuos en zonas permitidas con valores por encima del 98 %. 

La Figura 4 representa los dominios funcionales de las enzimas, resaltando el dominio de 

enlace, sitio activo y residuos de unión al cofactor, lo cual se utilizará más adelante para analizar como 

las interacciones entre en insecticida y cada una de las enzimas podrían influir sobre su actividad 

enzimática. Dentro de los dominios funcionales de CAT se reconocieron los residuos catalíticos His-

74 y Asn-147, el residuo de Tyr-357 implicado en la unión del cofactor de hierro, así como el bolsillo 

de unión del grupo hemo (Figura 2A) y el dominio de enlace caracterizado por la formación de una 

estructura secundaria tipo alfa con presencia de residuos polares. GPX1 (Figura 2B) cuenta con 3 
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residuos catalíticos Cys-45, Gln-81, Tyr-134 y su correspondiente sitio activo caracterizado por 

presencia de residuos básicos y polares. La SOD1 contiene residuos implicados en la unión a átomos 

de cobre y zinc, así como 2 sitios de unión al ligando (Figura 2C) y la SOD2 que presenta los residuos 

His-46, His-94, Asp-178 y His-182 involucrados en la unión a manganeso. 

 
Figura 3. Gráficos de Ramachandran para las estructuras 3D de A. Catalasa (Con 98,7% de todos los residuos en 

regiones permitidas). B. Glutatión peroxidasa 1 (100%). C. Superóxido dismutasa 1 (99,7%). D. Superóxido dismutasa 2 

(100%). 
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Figura 4. Dominios y regiones funcionales de las proteínas de estrés oxidativo de A. mellifera. A. Catalasa (CAT) B. 

glutatión peroxidasa 1 (GPX1) C. superóxido dismutasa 1 (SOD1) y D. superóxido dismutasa 2 (SOD2). 

2.2 El insecticida IMI puede perjudicar la estabilidad estructural de CAT y GPX1 de A. 

mellifera 

En la figura 5 se muestra las diferentes interacciones que se producen entre IMI y los residuos 

de CAT&GPX1 (Izquierda), Así como, la ubicación del insecticida en la estructura tridimensional de 

la enzima (Derecha). Lo observado en los acoplamientos moleculares revelan que el insecticida 

produjo una afinidad de enlace (AE) de -6,6 Kcal mol-1, posicionándose en una zona próxima al sitio 

activo de CAT por medio de interacciones hidrofóbicas principalmente, sin embargo, se registran 
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puentes de hidrógeno con residuos de Ala-122 y Gly-120 (Figura 3A), este último relacionado con la 

interfase tetramérica de la subunidad A de CAT. La estabilidad estructural ofrecida por la 

tetramerización en CAT es esencial para su funcionamiento (Murugan & Hung, 2012), proporciona 

estabilidad térmica (Sepasi Tehrani & Moosavi-Movahedi, 2018), así como protección al sitio activo 

y el grupo hemo facilitando completar el ciclo de reacción e impidiendo la formación de radicales 

hidroxilos (Putnam et al., 2000).  

Se observa un comportamiento similar en GPX1 (AE: -5.4 Kcal mol-1) interactuando con 

residuos de interfase dimérica, principalmente de forma hidrofóbica y un puente de hidrógeno con el 

residuo de Ile-127 sin afectar directamente el sitio activo (figura 3B), sin embargo, puede producir 

modificaciones estructurales que producen alteraciones en la actividad enzimática cómo la limitación 

del acceso de complejos lipídicos al sitio activo de GPX1. 

En extractos proteicos de intestino medio de abejas expuestas a dosis de 0,7 o 2,0 ng/mL de 

IMI, se ve aumentada la actividad catalitica de CAT (Balieira et al., 2018). En otro estudio, se reportó 

una reduccion en la actividad de CAT en el intestino de abejas expuestas a 1,0 µg/L de IMI, así como, 

un aumento en la actividad de GPX  (Pal et al., 2022), contrario a lo reportado en abejas expuestas a 

0,001 mg/mL de IMI donde se observó una reducción de los niveles de GPX en intestino medio y una 

alta actividad en hemolinfa. Estas diferencias pueden deberse a la metodología empleada o la cantidad 

de proteína que se expresa en cada tejido (Syama & Sreeranjit Kumar, 2022), sin embargo, las 

alteraciones en la actividad enzimática inducidas por IMI sobre CAT y GPX pueden asociarse con 

modificaciones estructurales que eviten el funcionamiento normal de la enzima haciendo que se evite 

el control de H2O2 y produciéndose efectos adversos en el organismo. Se ha informado de la inducción 

de sobre carga de hierro en abejas expuestas a IMI, lo cual se ve agravado con la presencia de H2O2 en 

el citoplasma al producirse la reacción fenton que genera radicales OH- con alto potencial oxidante que 

puede producir la muerte del insecto (He et al., 2021). 
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Figura 5. Interacciones CAT & GPX1 – Imidacloprid. A.IMI-CAT. Ubicación de IMI en CAT y residuos de enlace por 

puentes de hidrógeno (esferas) a IMI (Morado). B. IMI – GPX1. Sitio activo (verde), residuos catalíticos (Dorado), los 

demás colores diferencian la estructura secundaria de la enzima. 

2.3 La interfase dimérica de SOD1 y el sitio activo de SOD2 se pueden ver afectados por la 

exposición a imidacloprid. 

El insecticida IMI tuvo una afinidad de enlace de -6,5 Kcal mol-1 que produjo interacciones 

hidrofóbicas con el residuo Ile-111, este es un residuo que integra la interfase dimérica de la enzima 

SOD1 (Figura 6A). Para que la actividad catalítica de la enzima se desencadene se requiere la formación 

del homodimero, siendo, la interfase dimérica clave para ello (Cerchia et al., 2022). Esta estructura se 

conserva en varias especies y se observa que en SOD con residuos mutantes, la actividad catalítica 

disminuye (Wintjens et al., 2008), así como, la alta termo tolerancia que esta presenta, llegando a 

ocasionar inactivación por calor (Castellano et al., 2009). Por otro lado, IMI se ubica próximo a los 
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residuos implicados en la unión del átomo de cobre (His-118). En otras especies, estos residuos 

participan en la protección del sitio activo actuando como segunda barrera (Castellano et al., 2009). Una 

situación similar ocurre entre IMI y SOD2, donde se generan puentes de hidrógeno con residuos de 

Asn-190 e Ile-137, así como, con Thr-53 e His-50 los cuales se ubican en una región próxima del átomo 

de manganeso (Figura 6B). Es por ello que, IMI podría producir los efectos mencionados anteriormente 

al modificar estructuralmente la enzima, afectando la estructura cuaternaria SOD1 y perjudicando el 

ingreso del ion superóxido al sitio activo de SOD2. 

SOD controla la concentración de iones superóxido producidos por el metabolismo normal 

celular al convertirlos en H2O2, transmitiendo información sobre el estado metabólico de la mitocondrias 

al resto de la célula (relación O2/H2O2) (Palma et al., 2020).  El H2O2 cumple funciones importantes 

como molécula señal. En concentraciones normales pueden modular el crecimiento, la actividad 

hormonal, los mecanismos de transducción sináptica, las actividades de los factores de transcripción, 

ingesta de alimentos y metabolismo energético (Damiano et al., 2020). Abejas reinas y obreras de la 

especie A. mellifera expuestas a dosis de IMI entre 0,1-1,0 ug/L, registraron un descenso en la actividad 

de SOD en hemolinfa (Paleolog et al., 2021). Se observó un comportamiento similar en intestino medio 

de abejas A. mellifera expuestas a 36,0 ng/abeja de IMI donde la actividad de SOD disminuyo (Zhi Li 

et al., 2022).  De acuerdo a esto la reducción reportada de la actividad catalítica de SOD puede estar 

relacionado con las interacciones descritas en este artículo entre IMI, SOD1 y SOD2 que puede hacer 

que la enzima tenga un comportamiento similar a lo informado en enzimas mutantes, posiblemente por 

alteraciones en las cargas de los residuos donde interactúa el insecticida con la enzima. 
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Figura 6. Interacciones SOD1 & SOD2 – Imidacloprid. A. SOD1 – IMI. Sitio de enlace (rosa), estructura secundaria 

(hojas beta – amarillo, hélices alfa - naranja). B. SOD2 – IMI. sitio de enlace (Verde) y sitio activo (Fucsia), los demás 

colores diferencian las 4 cadenas de la enzima. 

2.4 Implicaciones de posible inhibición de las enzimas de estrés oxidativo de A. mellifera 

Las afectaciones generadas por el insecticida IMI en el intestino medio, a nivel general conducen 

a un incremento en la actividad catalítica de CAT, y GPX, así como, reducción en la actividad catalítica 

de SOD. El exceso de ROS causa daños graves en varias especies de abejas, incluida A. mellifera,  

desencadena apoptosis en células intestinales, generan daños en la matriz y las crestas mitocondriales 

(Catae et al., 2017; Da Silva Cruz et al., 2009), produce un descenso en las reservas totales de energía 

(Mokkapati et al., 2022) y afectación en los complejos enzimáticos de la cadena de transporte de 

electrones (Balieira et al., 2018). La disminución en la producción de ATP podría afectar el proceso de 

desintoxicación mediado por enzimas de respuesta a estrés oxidativo, que demandan una alta cantidad 
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de energía.  

El mecanismo de eliminación de ROS implica la conversión, por SOD, del ion superóxido en 

peróxido de hidrógeno que migra fuera de la mitocondria donde actúa como mensajero y su exceso es 

eliminado por CAT y GPX1, al fallar esta sinergia, se producen los efectos mencionados anteriormente 

por exceso de O2
.- o de H2O2. Uno de los procesos que se ha visto deteriorados en abejas expuestas a 

IMI es el aprendizaje y la memoria (Aguiar et al., 2023). Las bases moleculares de estos procesos 

dependen en gran parte de la concentración de Ca2+ intracelular, el cual, regula la transcripción y 

traducción de proteínas, como, la anisomicina asociada con la conformación de memoria a largo plazo, 

también, regula la actividad del proteasoma, importante en la degradación de proteínas y actuando como 

paso previo para la formación de memoria (Eisenhardt, 2014). La concentración de Ca2+ se ha visto que 

resulta aumentada por la presencia de H2O2 que activa la vía fosfolipasa C involucrada en la liberación 

de Ca2+ almacenado (Zhang et al., 2016) lo que se puede relacionar con la disminución en la memoria 

de abejas al fallar el sistema antioxidante de CAT, GPX y SOD, se produciría un aumento en la cantidad 

de H2O2 que activa la vía fosfolipasa C, produciendo el incremento en la concentración de Ca2+. 

 

3.1 Asociación de los efectos subletales observados en A. mellifera y las vías metabólicas 

relacionadas con enzimas antioxidantes. 

Se obtuvo una red de interacción proteína-proteína compuesta por 33 nodos, 184 bordes y un 

puntaje de interacción que varió entre 0,80 y 2,85 (Figura 7), de acuerdo a los datos de enriquecimiento 

KEGG, las vías metabólicas relacionadas con las enzimas CAT, SOD1, SOD2 y GPX1 son la vía de 

regulación de longevidad (ame04213), metabolismo del glutatión (ame00480), vía de señalización 

FoxO (ame04068), metabolismo del carbono (ame01200), metabolismo de β-alanina (ame00410), 

metabolismo del propanoato (ame00640) y biosíntesis de ácidos grasos insaturados (ame01040) y 

dentro de los organelos involucrados se encuentran el ribosoma (ame03010) y el peroxisoma 

(ame04146) (Figura 8). 

El análisis de proceso biológico GO arrojo entre otras los procesos relacionados con 
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metabolismo de péptidos (GO:0006518), biosíntesis de péptidos (GO:0043043), translación 

mitocondrial (GO:0032543) y respuesta a especies reactivas de oxígeno (GO:0000302) (Figura 9). 

 

 

 

 

 

Número de nodos: 33 

Número de bordes: 184 

Puntaje de confianza: 0,7 

Especie: A. Mellifera 

Figura 7. Red de interacción proteína-proteína obtenida para CAT, GPX1, SOD1 y SOD2. 

 

Figura 8. Clasificación de vías KEGG involucradas con las enzimas CAT, GPX1, SOD1 y SOD2 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ribosome

Peroxisome

Longevity regulating pathway - multiple…

Glutathione metabolism

FoxO signaling pathway

Carbon metabolism

beta-Alanine metabolism

Propanoate metabolism

Biosynthesis of unsaturated fatty acids

Metabolic pathways

No de genes



23  

 

 
Figura 9. Clasificación procesos biológicos GO involucradas con las enzimas CAT, GPX1, SOD1 y SOD2 

 

En diversos estudios se han observado efectos subletales en abejas expuestas a IMI, como 

deterioro en la memoria y aprendizaje (Aguiar et al., 2023), reducción en la actividad antimicrobiana de 

la hemolinfa y capacidad de supervivencia (Brandt et al., 2016), reducción en la puesta de huevos y 

producción de crías (Wu-Smart & Spivak, 2016), estos efectos fisiológicos tienen como base procesos 

metabólicos los cuales según lo observado en el análisis de enriquecimiento están relacionados con las 

enzimas CAT, GPX1, SOD1 y SOD2. 

Los procesos de memoria y aprendizaje están relacionados con la concentración de calcio 

influenciada por la concentración de H2O2, además los procesos de sinapsis neuronal requieren bastante 

energía (Zhang et al., 2016) y se necesita de la síntesis de lípidos que proporciona los elementos de la 

membrana plasmática de las neuronas. La respuesta de la actividad antimicrobiana se relaciona con la 

vía Toll e Imd la cual según lo depositado bajo el código GB41427-PA en KEGG esta involucrada en 

este proceso, influyendo en la producción de péptidos con capacidad antimicrobiana, lo cual se asocia 

con lo obtenido en el análisis GO. La vía FoxO está involucrada en procesos de apoptosis, control de 

ciclo celular, metabolismo celular y resistencia a estrés oxidativo, de acuerdo con lo depositado en 

KEGG, en este estudio se evidencio que CAT y SOD1 son las enzimas que más podrían influenciar en 

la activación de esta vía lo que se puede relacionar con la disminución en la supervivencia de abejas a 

largo plazo y por último, los procesos de reproducción que se ven reducidos en abejas expuestas a IMI 
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podrían relacionarse con fallas en el metabolismo energético en donde se han reportado reducción en 

las reservas de energía por daños en las crestas y complejos mitocondriales relacionados con la actividad 

antioxidante alterada de las enzimas descritas en este estudio (Nicodemo et al., 2014). 

3. Conclusiones 

El presente estudio permitió describir como el insecticida imidacloprid afecta las enzimas del 

sistema antioxidante, así como, las enzimas relacionadas con el estrés oxidativo. Se identifico que el 

insecticida puede afectar de forma diferenciada la expresión de proteínas de acuerdo al tejido evaluado 

IMI generó una mayor afinidad de enlace con la enzima superóxido dismutasa 2. En todas las 

enzimas puede actuar de forma indirecta, debido a que, puede modificar la estabilidad estructural de 

estas al ubicarse en regiones de unión de dímeros en CAT y SOD, así como en regiones cercanas al sitio 

activo en SOD2 o GPX1 donde puede limitar el acceso de complejos lipídicos al sitio activo de la 

enzima, esto puede relacionarse con las variaciones reportadas en la actividad catalítica de estas enzimas 

en abejas expuestas a IMI. 

Se evidencio la relación que puede tener la actividad de CAT, GPX1, SOD1 y SOD2 con los 

efectos subletales reportados en abejas expuestas a IMI al estar involucradas en vías metabólicas como 

la biosíntesis de lípidos, la vía toll e Imd o la vía foxO, por lo que se puede concluir que ellas juegan un 

papel fundamental en dichos efectos. 
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