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Resumen

La farmacodinamia del acido oxalico (OA) administrado en gotas se estudié por métodos radioquimicos. Un jarabe de azucar,
con contenido de OA marcado con C14, fue goteado en una colonia, en la dosis y segun la técnica comiunmente utilizadas en la
practica apicola. En los primeros cuatro dias, la contaminacion de las abejas adultas llegé a 118 microg/g, pero bajé a menos de 1/10
y, respectivamente, 1/60 a una y respectivamente dos semanas post-tratamiento. Durante los meses siguientes se registré una nueva
reduccion. Niveles sensiblemente mas bajos se midieron en la cria de 8-9 dias que, de modo similar, sélo estuvo contaminada
temporalmente. Las radiografias evidenciaron la presencia de OA en los 6rganos abdominales internos de abejas adultas.

En la miel recién cosechada, el aumento de OA fue de 0,6 mg/kg e incluso menos. Esto no representa sino una pequefa
fraccion del contenido natural en OA de la miel. El marcador radioactivo fue encontrado también en la cera proveniente de panales
recién construidos, pero no es nada claro si esto se debia a la contaminacién directa, implicando una reaccién quimica entre el OA libre
y la cera, o a la presencia de los metabolitos elaborados por las abejas del OA absorbido.

En un segundo experimento, realizado siguiendo los mismos métodos de aplicacion, se consideraron otras matrices también.
El marcador radioactivo estuvo presente tanto en la hemolinfa de la abeja adulta como en las muestras de CO, tomadas de la colonia.
Lo que parece confirmar la hipétesis de la metabolizacion del OA por las abejas.
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Introduccioén

El goteo de jarabe de azucar adicionado de acido oxalico en las colonias de abejas (NANETTI y
STRADI, 1997) es un método extendido de combate de la varroosis en muchos paises europeos. Se
llevaron a cabo muchos experimentos para comprobar la efectividad y tolerabilidad de este método, en
multitud de condiciones técnicas y ambientales, llegandose muchas veces a instituir estructuras
metodoldgicas locales (NANETTI, 2002).

Sin embargo, nuestros conocimientos acerca del ingrediente activo estan lejos de ser completos.
Ante todo, se sabe muy poco sobre la actividad del acido oxalico en el interior de las colonias de abejas y
sobre las abejas individualmente. El entendimiento de este fendmeno, ademas del interés puramente
académico, es crucial para descifrar los efectos desfavorables del tratamiento y para perfeccionar los
métodos de aplicacion. Los escasos datos disponibles en relacién con los residuos que se dejan en la miel
indican, las mas de las veces, un riesgo reducido para la idoneidad de la miel tras los tratamientos por acido
oxalico (MUTINELLI et al., 1997; DEL NOZAL, M.J. et al., 2000; BERNARDINI, M. y GARDI, T, 2001;
BOGDANOV et al.,, 2002; NANETTI, A. et al., 2002). Sin embargo, las técnicas analiticas adoptadas
habitualmente no pueden distinguir entre la contaminacién por acido oxalico y el naturalmente presente en
la miel, que depende en buena medida del origen botanico de ésta (MUTINELLI et al., 1997; NANETTI, A. et
al., 2002).

El presente trabajo es una contribucién al enriquecimiento de estos conocimientos. La superacién
del problema representado por la presencia natural de esta substancia en distintas matrices de la colonia de
abejas y la distribucion del acido oxalico se estudiaron por la administracion de soluciones tituladas por Cq4 y
otros analisis radioquimicos.

Material y métodos

El experimento comportd dos replicaciones, realizadas durante la temporada estival de los afios
1999 y 2002, en el entorno de la ciudad de Bolonia, Italia, durante la época de mielada. De las colonias, se
utilizé una, alojada a través de todo el afio en una colmena DB. En ambas colonias las abejas ocupaban
todos los diez panales disponibles, de los cuales 6-7 con cria.

Los dias 19 de julio de 1999 y, respectivamente, 28 de julio de 2002, las colonias se trataron con
acido oxalico, segun el método anteriormente citado, del goteo. Los tratamientos consistieron,
respectivamente, en 50 y 41 ml de solucién hidrica, con un contenido de 4,2 % de acido oxalico y 60 % de
azucar alimenticio (peso/volumen), administrada con ayuda de una jeringuilla. Las soluciones se adicionaron
previamente de acido oxalico Cy4 (Sigma N. 31, 391 - 2), en cantidades equivalentes a 12,1 MBq v,
respectivamente, 7,4 MBq.
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En ambas replicaciones, se recogieron muestras pretratamiento de las matrices que se indican mas
adelante. Al principio, las muestras post-tratamiento se recogieron una (1999) o dos veces al dia (T AMy 8
PM, en 2002), pero posteriormente se recogieron a intervalos mas dilatados.

En 1999, se consideraron las siguientes matrices:

¢ abejas adultas, de los panales laterales;

e cria, de 8-9 dias de edad;

e miel sin opercular;

e cera, de las paredes de celdas recién construidas (se utilizé una hoja de cera).

En 2002, se sacaron muestras de:

e abejas adultas, de los panales laterales;

e CO, del aire del interior de la colonia;

e cera, de panales recién construidos;

e miel fresca, almacenada en panales nuevos.

Muestras de hemolinfa toracica se tomaron de las abejas recogidas en el verano de 2002, con
ayuda de pipetas capilares Pasteur (FLURI et al., 1981), en tubos Eppendorf. Las alas anteriores de cada
abeja se cortaron y se sujetaron a cubreobjetos del microscopio, la cara exterior boca arriba, dejando a las
de la derecha como estaban y lavando abundantemente a las de la izquierda con agua destilada.

Los intestinos de otras abejas se sacaron, tirando cuidadosamente para fuera el aparato vulnerante
(el aguijén) con unas pinzas. Ulteriormente, se montaron sobre cubreobjetos y se mantuvieron hasta el
momento de su utilizacion a cerca de 40° C, para conseguir un secado lento. Al efecto de la reduccion de la
densidad de la preparacion, los buches de miel de las abejas se vaciaron presionando ligeramente.

Para que la reina dispusiera de mas espacio para la ovoposicion, el 5° dia experimental de 2002 se
retiré un panal de miel lateral y se le reemplazé por uno vacio. Con anterioridad al tratamiento, sélo la parte
superior del panal reemplazado habia sido llenada de miel. Después se le fue completando hacia el centro,
donde habia quedado una zona de celdas de miel sin opercular, hasta el momento de su retirada.

Para sacar muestras de CO, de la colonia, en el interior de la colmena se monté un tubo de plastico,
con la extremidad exterior provista de un tapon y la otra en medio del nido de cria. Se tomaron precauciones
al efecto de evitar la entrada accidental de las abejas y las gotas de jarabe en el tubo. Cuatro litros de aire
aspirados a través del tapdn exterior se dejaron chapotear lentamente en otro tubo que contenia 5 ml de
hidréxido de hiamina 10-X (1 M en metanol; catalogo Packard no. 6003005).

Todas las muestras, con excepcion de las alas, los intestinos y los panales de miel, se congelaron
(en torno a los -25° C), hasta el momento del analisis.

Se hicieron auto-radiografias de las alas lavadas o sin lavar, de los intestinos secos y los panales de
miel retirados el 5° dia. La exposicion duré 33 y respectivamente 23 dias, para las primeras tres matrices v,
respectivamente, panales. Para una mayor adhesion a la pelicula, se colocé el panal sobre uno de sus
lados. Se evitd el escurrimiento de la miel efectuando la auto-radiografia a cerca de -25° C. Se envolvieron
las muestras en una lamina de polietileno (cerca de 10 m), para evitar el contacto directo con la emulsion
fotosensible. Se emplearon peliculas Kodak Biomax MR1; se procesaron siguiendo las indicaciones del
fabricante.

Medicién de la radioactividad (instrumentos y preparacion de las muestras)

Todas las mediciones de la radioactividad se efectuaron por escintilaciéon liquida (LSC), en un
contador Quantulus 1220 (LKB, Suecia). Se utilizaron frascos de polietileno de 20 ml, recubiertos de una
capa de teflon y una mezcla de escintilacion Ultima Gold (Packard Canberra, EE.UU.).

Cinco abejas liofilizadas se pesaron con precisién, se trituraron y se suspendieron en un volumen
conocido de acido oxalico frio. La suspension se sometié a ondas sonoras por 10 min, se calent6é a 70-80° C
y se centrifugd. Un mililitro del sobrenadante se agregé a 18 mL de mezcla escintilante, en un frasco de 20
mL.

Una alicuota de miel, de cerca de 0,2 g, se peso con precision, directamente en un frasco de
escintilacion, se diluy6 en agua (cerca de 1 mL), y se le agregaron 18 mL de mezcla de escintilacion.

Cerca de 0,1g (medidos con precision) de cera se disolvieron en 25 mL de ciclohexano y se
sometieron a un tratamiento por ondas sonoras. Un mililitro de la solucién se agreg6 a 18 mL de mezcla de
escintilacion, en un frasco de 20 mL.

Una muestra medida con precision de cria de 8-9 dias de edad se suspendié en 5 mL de acido
oxalico frio, se le hizo pasar por ondos sonoras durante 10 min. y se calentdé a 60° C durante 10 min. y se
centrifugd. Se agregaron tres gotas de acido tricloracético, para aclarar la solucion. Después de un segundo
centrifugado, 1 mL del sobrenadante se agregé a 18 mL de mezcla de escintilacién, en un frasco de 20 mL.

Una muestra pesada de polen se suspendié en 5 mL de acido oxalico frio, se le hizo pasar por
ondas sonoras durante 10 min., se calent6 a 80° C durante otros 10 min. y se centrifugé. Se filtro el
sobrenadante a través de un microfiltro de 0,1 um. Un mililitro de la solucion resultante se agregd a 18 mL
de mezcla de escintilacion, en un frasco de 20 mL.
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Una cantidad de 1 ml de hidréxido de hiamina 10-X, recogido de la trampa de CO2 descrita mas
arriba, se agrego a 18 mL de mezcla de escintilacion, en un frasco de 20 mL.

La hemolinfa se pes6 con precision y se transfiri6 completamente, a cantidades sucesivas de
mezcla de escintilacion ,y se llevd a un volumen total de 3 mL, en un frasco que contenia 16 mL de mezcla
de escintilacion.

Cromatografia TLC de la cera

Una muestra de cera, recogida en el momento maximo de radioactividad, se disolvi6é en ciclohexano
y se analizé mediante TLC (silicagel, Merck). Tras la elucién con acetato de etilo, se determiné la
distribucion de la radioactividad con ayuda de un radioescaner (escaner lineal TLC, Berthold, Alemania).

Resultados y discusiones
Abejas adultas y cria

La figura 1 muestra que una notable contaminacién de las abejas adultas se detectd a las 24 horas
del tratamiento de 1999. Un dia mas tarde, el pico alcanzé un maximo de 118 ug/g, pero otras reducciones
notables se produjeron los dias 7 y 11, cuando se identificaron contenidos de 10,8 y respectivamente 2,0
pg/g. Si se toma como referente el peso medio de una abeja, cerca de 100 mg, la contaminacién por acido
oxalico se situ6 en torno a los 12 ug y respectivamente 0,2 pg. En los proximos meses hubo mas
reducciones progresivas.

Figure 1. Contammating oxalic acid in adult honey bees and in 8-9 day old brood

120 14
110

100
N
80
] \\

nel'g

60

50

—— Adult honey bees —

40

|
30_‘
1

|

—o— 8-9 d brood —

20
10

0

i
14
21
28
35
42
49
56
3
70
77

Days after 1999 treatment

Figura 1 - Contaminacién por acido oxalico en abejas adultas y cria de 8-9 dias
—e— abejas adultas; —0— cria de 8-9 dias; dias post-tratamiento en 1999

Una contaminacion mas escasa se evidencio en las larvas mayores, sin opercular, ascendiendo el
valor maximo a 60 pg/g. Igual que en las abejas adultas, el pico se registro a las 24 horas del tratamiento.

No obstante, la reduccion empezd mucho antes, si se le compara con las abejas y, ulteriormente, se
estabilizd a niveles mas bajos.

En la segunda réplica, la presencia del acido oxalico Cq4 se pudo demostrar en la hemolinfa de las
abejas meliferas. El valor mas alto (10 ng/mg) se registré a las 12 horas post-tratamiento, pero ulteriormente
se produjo un descenso brusco, llegandose a una concentracion de 1,1 ng/mg, en la hora 84. La
radioactividad se atenud casi por completo a mas o menos un mes después del tratamiento (Figura 2).
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Figure 2. Contaminating oxalic acid in honey bee haemolymph (left) and in COZ (nght).
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Figura 2 - La contaminacién por acido oxalico en la hemolinfa de las abejas (izquierda) y el CO; (derecha)
pugCOy/litro de aire; —e— Hemolinfa; —0— CO,; Horas, después del tratamiento de 2002
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Figura 3 - La radioactividad en los intestinos de las abejas meliferas (zonas coloreadas)
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Pequefas diferencias, si las hubo, se evidenciaron en las autorradiografias de las alas sin lavar,
igual que en las alas donde el acido oxalico fue apartado por un lavado concienzudo. Ambas categorias
dejaron sobre la pelicula huellas claras de las propias venaciones. Esto parece indicar una escasa
contaminacion exterior de las abejas y corresponde a la deteccién de la contaminacion por acido oxalico de
la hemolinfa que rellena las venaciones de las alas.

La hipétesis de la metabolizacién del acido oxalico por las abejas esta apoyada por la deteccion de
CO, radioactivo en el aire examinado en el interior de la colonia (Fig. 2), cuyo pico de concentracioén llevd un
retraso con respecto al registrado en la hemolinfa.

Se produjo un descenso brusco, seguido de un ciclo diario, con picos positivos en el aire sometido
al muestreo por la tarde y reducidos temprano en la manana. Aunque no se pueda ofrecer una explicacion
exenta de ambigledades a este fendmeno, el nivel diferente de la actividad de la colonia durante las horas
de luz diurnas y nocturnas pudo haber tenido cierta influencia.

La figura 3 presenta la distribucion de la radioactividad a lo largo de los intestinos de las abejas. A
las 12 horas post-tratamiento, todos los trayectos intestinales, entre el buche de miel y el recto, evidenciaron
la presencia del marcador, pero ulteriormente la presencia del marcador radioactivo sélo se detectd
ocasionalmente en el interior de los buches de miel. En general, con el tiempo la contaminaciéon se fue
reduciendo; los intestinos extraidos los dias 22 y 31 no estaban contaminados por cantidades detectables.

Cera y panales

La figura 4 presenta la radioactividad detectada en las muestras de cera de 1999. El pico lleva un
dia de retraso con respecto a las abejas adultas y la cria. A pesar del caracter hidréfilo del 4cido oxalico, se
detectd la presencia del marcador radioactivo (C44), también a largo plazo. Juzgando por los analisis
cromatograficos TLC sobre algunas de estas muestras, parece que la fraccion radioactiva de la cera puede
constar de mas de un Unico compuesto. Lo que podria significar que, después del tratamiento, no sdlo los
cristales de acido oxalico pudieron haber llegado a los panales, sino también que el acido reacciona con la
cera y/o que los metabolitos del acido oxalico pueden seguir el camino que lleva a la sintesis de un
determinado compuesto de la cera en las abejas que segregan cera.

Figure 4. B-activity in new wax collected from pre-existing combs.
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Figura 4 - La B-actividad de la cera nueva, recogida de los panales preexistentes
Recuento por min.’/g; Dias post-tratamiento (1999)

De modo constante, la radioactividad de 2002 fue detectada en las muestras de cera fresca,
siempre a largo plazo. En la fig. 5, todas las sefiales registradas estan convertidas en concentraciones del
acido oxalico, pero también en este caso puede haber cantidades desconocidas de compuestos resultantes
de las reacciones quimicas y/o de metabolizacion, que pueden determinar una valoracidn mas o menos
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incorrecta de la contaminaciéon. La hipdtesis de que las abejas efectuarian la metabolizacion del acido
oxalico corresponde a la existencia, al mismo tiempo, de los picos registrados en la cera y el CO,.

Figure 5. Contaminating oxalic acid in wax (see text) and honey.
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Figura 5 - La contaminacién por &cido oxalico de la cera (véase el texto) y la miel
—A— Cera de los panales recién construidos ; —A— Miel fresca; Horas post-tratamiento (2002)

La autorradiografia efectuada sobre el panal de miel (Fig. 6) muestra que el marcador radioactivo se
difundié por la superficie del panal (un panal no contaminado no dejo ninguna huella sobre la pelicula). La
zona obscura de arriba esta cerca del punto de administracion. En las celdas de miel sin opercular, la
contaminacion parecié mas elevada en los bordes de la celda que en la propia miel.

Figura 6 - Autorradiografia de un panal de miel. Los puntos aislados, mas oscuros, son productos artificiales
PANAL DE MIEL; Miel operculada; Miel sin opercular; Cria de zanganos
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Los residuos de la miel

Después del tratamiento de 1999, el contenido de acido oxalico de la miel sin opercular, extraida de
las alzas, fue creciendo hasta alcanzar el valor de 0,59 mg/kg en el dia 4. A partir del dia 8, la
contaminacion fue inferior a 0,1 mg/kg. Las muestras tomadas de las provisiones de miel durante el
siguiente otofio aun contenian 0,07-0,1 mg/kg. Estos valores son reducidos, si se los compara con el
contenido natural en acido oxalico de la miel, que se sitia entre 3 y 760 mg/kg, segun el tipo botanico
(NANETTI et al., 2002) y estan dentro del rango natural de variabilidad. Lo anterior indica un riesgo reducido
de contaminacién importante de la miel destinada a la extraccion.

En 2002, la miel fue recogida de los panales construidos por las abejas entre dos tomas sucesivas
de muestras, reduciendo la posible influencia de la dilucion con miel no contaminada preexistente. Lo que
confiere a los datos relevantes un plus de representatividad en cuanto a la transferencia real de las abejas a
la miel. En tal caso, un nivel maximo de 54,2 mg/kg se registré a las 12 horas post-tratamiento (Fig. 5), pero
le siguié un descenso brusco, que proporcioné valores entre 6 y 13,8 mg/kg, durante los primeros 1-12 dias
post-tratamiento. Los registros ulteriores se situaron por debajo de 1 mg/kg.
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