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RESUMO 

 

FAUSTINO, Alessandra de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, junho de 
2022. Perfil oxidativo da abelha Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) em 
diferentes estágios do desenvolvimento. Orientador: Leandro Licursi de Oliveira.  
 

As abelhas, são insetos sociais que vivem em colônias hierarquicamente organizadas, 

formadas por indivíduos de diferentes castas e que desempenham diferentes funções. 

Os trabalhos distintos realizados por essas abelhas dentro da colmeia, estão 

relacionados ao aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

consequentes danos causados pelo estresse oxidativo. Dentre os fatores que 

contribuem para o processo de envelhecimento, o estresse oxidativo é uma das 

teorias mais bem aceitas, além de estar intimamente ligada a patogênese de muitas 

doenças. Diante disso, o objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil oxidativo de 

abelhas operárias e rainhas de Apis mellifera ao longo de seu desenvolvimento, no 

intuito de compreender a influência do processo da metamorfose, da alimentação e 

dos trabalhos realizados por essas duas castas de abelhas, sobre o estresse 

oxidativo. Para tanto, foram analisadas as enzimas antioxidantes superóxido 

dismutase, catalase e glutationa S-transferase, e os marcadores de dano oxidativo 

como proteína carbonila e peroxidação lipídica. Abelhas rainhas e operárias 

apresentaram um perfil oxidativo muito semelhante. A atividade da enzima catalase 

foi aumentando ao longo do desenvolvimento, atingindo o pico nas abelhas adultas. 

Em contraste, a atividade da superóxido dismutase e glutationa S-transferase 

diferiram e apresentaram valores significativamente maiores nas pré-pupas e pupas. 

Já em relação aos biomarcadores de danos oxidativos, proteina carbonilada e 

peroxidação lipídica, estes obtiveram maiores concentrações nas abelhas adultas. 

Houve então uma maior atividade das enzimas antioxidantes e menor concentração 

dos marcadores de dano nas fases iniciais, contrastando com as abelhas adultas. 

Embora os perfis oxidativos tenham sido semelhante, pois analisamos abelhas 

rainhas recém-emergidas, nós podemos concluir que a diferença na alimentação e no 

modo de vida dessas duas castas vão influenciar, ao longo da sua vida, a proporção 

dos danos causados pelo estresse, visto que as abelhas rainhas vivem muito mais 

que as operárias. 

 

Palavras-chave: Abelhas sociais. Enzimas oxidantes. Marcador de estresse. 



 

ABSTRACT 

 

FAUSTINO, Alessandra de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, June, 
2022. Oxidative profile of the honey bee Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) at 
different stages of development. Adviser: Leandro Licursi de Oliveira.  
 

Bees are social insects that live in hierarchically organized colonies, formed by 

individuals of different castes and performing different functions. The different works 

carried out by these bees inside the hive are related to the increase in the production 

of reactive oxygen species (ROS) and consequent damages caused by oxidative 

stress. Among the factors that contribute to the aging process, oxidative stress is of 

the most accepted theories, in addition to being closely linked to the pathogenesis of 

many diseases. Therefore, the objective of this study was to characterize the oxidative 

profile of worker bees and queens of Apis mellifera throughout their development, in 

order to understand the influence of the process of metamorphosis, food and the work 

carried out by these two bee castes, on oxidative stress. Therefore, the antioxidant 

enzymes superoxide dismutase, catalase and glutathione S-transferase were 

analyzed, as well as markers of oxidative damage such as protein carbonyl and lipid 

peroxidation. Queen and worker bees showed a very similar oxidative profile. The 

activity of the catalase enzyme increased throughout development, reaching a peak in 

adult bees. In contrast, superoxide dismutase and glutathione S-transferase activity 

differed and showed significantly higher values in prepupae and pupae. As for the 

biomarkers of oxidative damage, carbonyl protein and lipid peroxidation, these 

obtained higher concentrations in adult bees. There was then a greater activity of 

antioxidant enzymes and a lower concentration of damage markers in the early stages, 

in contrast to adult bees. Although the oxidative profiles were similar, as we analyzed 

newly emerged queen bees, we can conclude that the difference in diet and way of life 

of these two castes will influence, throughout their life, the proportion of damage 

caused by stress, given that that queen bees live much longer than worker bees. 

 

Keywords: Social bees. Oxidative enzymes. Stress marker. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Estresse oxidativo 

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilíbrio entre a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e os mecanismos de defesa antioxidantes do 

organismo, que pode ocorrer tanto pelo excesso na produção dessas espécies 

reativas, quanto pela redução da capacidade antioxidante (Sies, 1985; 1986; 1991). 

As EROs são moléculas instáveis e extremamente reativas, devido a presença de 

elétrons desemparelhados nas suas camadas mais externas, que podem reagir com 

outras moléculas. Elas são formadas naturalmente por diferentes vias metabólicas e 

em maior quantidade em condições de estresse (Sies, 1997; Sharma et al., 2012).  

As mitocôndrias são a principal fonte de EROs produzidas de forma endógena, 

que ocorre em razão da ineficiência do metabolismo mitocondrial e consequente 

escape de elétrons da cadeia transportadora. Apesar desse processo ser fundamental 

para a manutenção da vida, esses elétrons que se perdem podem reagir com outras 

moléculas e causar diversos danos às células, como, peroxidação dos lipídeos das 

membranas celulares, alteração na estrutura das proteínas, ácidos nucleicos e 

carboidratos, podendo levar a morte celular (Felton, 1995; Felton e Summers, 1995; 

Hamanaka e Chandel, 2010; Pardini, 1995; Silva e Ferrari, 2011). Os danos celulares 

causados pelo acúmulo de EROs são considerados como a base para as teorias do 

envelhecimento, estando associados também a doença neurodegenerativa como 

Alzheimer e Parkinson, além de certos tipos de câncer e diabetes (Finkel e Holbrook, 

2000; Cruzat et al., 2007; Markesbery, 1997; Beckman e Ames, 1998; Harman, 2006; 

Pandey et al., 2010). 

A proteção dos organismos contra as EROs, dá-se por meio dos sistemas de 

defesa antioxidantes, sendo estes enzimáticos ou não (Sies, 1997). As principais 

enzimas antioxidantes produzidas são a catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD), 

glutationa S-transferase (GST) e glutationa peroxidase (Felton e Summers, 1995; 

Ranson et al., 1997; 2000; 2001; Halliwell e Whiteman, 2004; Tu e Akgül, 2005; 

Rodrigo et al., 2007). O sistema não enzimático é representado por uma variedade de 

substâncias de origem endógena ou obtidas a partir dos alimentos consumidos como 

as vitaminas A, C e E (Fig. 1) (Ferreira e Matsubara, 1997; Schneider e Oliveira, 2004). 
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Figura 1: Ação dos sistemas de defesa antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos 

(SOD– Superóxido dismutase; GR– Glutationa redutase; GSH e GSSG – Formas 

reduzida e oxidada da Glutationa; CAT– Catalase; DNA – Ácido Desoxirribonucleico; 

RNA– Ácido Ribonucleico). 

 
Fonte: Ferreira et al., 2007. 

 

O nosso corpo tende a manter essas EROs sob controle, todavia, alguns 

fatores exógenos, como, radiação UV, excesso de atividade física, contato com 

poluentes e pesticidas, podem aumentar a produção de radicais livres e 

consequentemente reduzir as defesas antioxidantes. 

Os insetos, por terem que lidar com uma grande variedade de fatores abióticos 

e bióticos durante seu ciclo biológico, como as flutuações térmicas, contato com 

diferentes poluentes e doenças transmissíveis por patógenos, fizeram com que eles 

se tornassem excelentes fontes de estudos para compreender melhor a influência 

desses fatores sobre o estresse oxidativo (Ahmad, 1995; Wang et al., 2001; Lalouette 

et al., 2011).  

1.2. Desenvolvimento das abelhas 

As abelhas da espécie Apis mellifera, conhecidas popularmente como abelhas 

europeias ou ocidentais, pertencem a ordem Hymenoptera, grupo cujas espécies são 

altamente eusociais e com uma característica bem marcante, a divisão de trabalho. 

Essas abelhas possuem grande importância econômica, atuando na polinização, 
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produção de mel, cera e no controle biológico. (Ramos e Carvalho, 2007). Os 

indivíduos pertencentes a essa ordem, apresentam metamorfose completa e indireta, 

mais conhecida como holometábola, os quais perpassam por quatro fases distintas 

durante seu desenvolvimento (embrião, larva, pupa e o adulto). Ao final do processo, 

depois de sucessivas mudas, vemos um indivíduo adulto, completamente diferente da 

larva de origem (Cruz-Landim, 2009). 

A fase larval, inicia-se aproximadamente três dias após a postura dos ovos, 

com a eclosão das larvas. Esse período do ciclo de vida das abelhas é voltado 

principalmente para a alimentação e o crescimento, onde, por conseguinte ocorrem 

sucessivas divisões celulares. As larvas, são imaturos simples, desprovidas de 

apêndices externos (ferrão, asas e antenas), olhos e apresentam aparelho bucal 

simples, porém, possuem um longo sistema digestório. Elas são alimentadas 

continuamente com uma substância nutritiva produzida pelas glândulas mandibulares 

e hipofaríngeanas das abelhas nutridoras. Conforme crescem, o processo de ecdise 

que ocorre para a troca das cutículas, caracteriza os cinco instares larvais. Ao final do 

último instar, as larvas mudam sua posição, ficando eretas e imóveis, não se 

alimentam mais e eliminam todo o seu conteúdo intestinal. Nessa fase, os alvéolos 

onde elas se encontram são selados e elas começam a tecer seu casulo, sendo 

comumente chamadas de pré-pupas (Michelette e Soares, 1993; Rachinsky et al., 

1990; Winston, 1987). 

 A fase de pupa tem início com a eliminação da cutícula larval e a exposição da 

cutícula pupal. O tempo de duração do estágio pupal varia entre as diferentes 

espécies, sexo e castas, e é nele onde ocorrem as complexas modificações na 

estrutura corpórea das abelhas (Fig. 2). A classificação das pupas, à medida que se 

desenvolvem, é realizada com a análise de alguns parâmetros, como, pela diferença 

da coloração dos olhos (pupa de olho branco, rosa, vermelho, marrom e preto), 

alterações na estrutura do corpo e a pigmentação e esclerotização da cutícula (Cruz-

Landim, 2009; Winston, 1987).  

 

Figura 2: Duração dos estágios de desenvolvimento da abelha Apis mellifera nas 

diferentes castas. 
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Fonte: Disponível em: http://www.entomologa.ru/figures/129.htm. Acesso em: 11 de agosto de 2022. 

 

Diferente da fase larval, também chamado de período de crescimento dos 

insetos, na fase de pupa quase não se observa a ocorrência de divisões celulares, 

estando mais relacionado com as alterações das células e os processos 

morfogenéticos, do que com a proliferação celular. Processos de rearranjos, 

diferenciação e morte celular são geneticamente programados e são essenciais 

durante a metamorfose, visto que as funções despenhadas pelos órgãos internos das 

abelhas, são diferentes nas larvas e nos adultos. Um exemplo dessas mudanças que 

ocorrem nas pupas é o do canal alimentar, o qual é amplamente remodelado para 

atender as necessidades das abelhas adultas. Todavia, outras estruturas como a 

musculatura, podem sofrer diferentes processos de transformação, como, destruição, 

substituição por outro que tenha função nos adultos, remodelação e até a formação 

de novas estruturas. Além disso, é também durante a pupação que ocorre a distinção 

das partes corporais (cabeça, tórax e abdômen) e o desenvolvimento dos apêndices 

externos (Borror, 1992; Cruz-Landim, 2009; Locke, 1985). 

A última fase de desenvolvimento das abelhas, inicia-se quando a cutícula 

pupal é eliminada e assim expõem a cutícula definitiva da abelha adulta. A troca dessa 

última muda, transforma a pupa em adulto. Durante esse estágio já não ocorrem mais 

alterações em relação ao tamanho e a estrutura do corpo, somente o exoesqueleto, 

alguns órgãos e tecidos sofrem singelas modificações para se tornarem funcionais 

nos indivíduos adultos. Dessa forma, as abelhas, com suas mandíbulas, rompem o 

opérculo dos alvéolos onde elas se encontram e emergem (Fig. 3). As asas e antenas 

então se desdobram e esses adultos recém-emergidos estão prontos para realizar as 

tarefas da colmeia (Winston, 1987).  
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As abelhas vivem em colônias hierarquicamente organizadas, formada por 

indivíduos de diferentes sexos e castas (rainha, zangão e operárias), os quais 

possuem funções bem distintas (Fig. 3).  

 

Figura 3: Sexos e castas da abelha Apis mellifera.  

 
Fonte: Disponível em: https://www.britannica.com/animal/honeybee. Acesso em: 11 de agosto de 2022. 

 

A rainha, fêmea fértil da colônia, tem como função principal a postura de ovos 

para a formação dos demais indivíduos, além disso é ela que mantem a ordem social 

da colmeia, através da liberação de feromônios. Os zangões, indivíduos machos da 

colônia, tem por função a fecundação da rainha durante o voo nupcial. Já as operárias, 

fêmeas inférteis, são elas que fazem toda a manutenção e defesa da colmeia (Free, 

1980; Le Conte et al., 1995; Michener, 1974; Pankiw, 1998; Wilson, 1971). O fator 

determinante para essa diferenciação entre as duas castas de fêmeas (rainha e 

operárias), é o tipo de alimento que recebem durante seu desenvolvimento. As larvas 

das abelhas operárias e rainhas, até o seu terceiro dia de vida, não apresentam 

diferenças, nem na questão morfológica e nem em relação ao alimento que recebem. 

A partir do terceiro dia de desenvolvimento, as larvas destinadas a se tornarem rainhas 

continuam sendo alimentadas com uma substancia esbranquiçada e muito nutritiva, 

chamada de geleia real (Rachinsky et al., 1990). Enquanto isso, as operárias passam 

a receber uma mistura não tão nutritiva, composta de água, mel e pólen. Essa 
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diferença na alimentação que passam a receber após o terceiro dia de vida, faz com 

que essas duas castas tenham um desenvolvimento ovariano diferente, tornando a 

abelha rainha a única fêmea fértil da colônia. Além disso, é a geleia real, esse alimento 

rico em vitaminas, proteínas e minerais, que faz com que as abelhas rainhas sejam 

maiores e mais fortes, e com longevidade maior do que a das operárias e zangões 

(Cruz-Landim, 2009; Chen e Chen, 1995; Borguini et al., 2012; Townsend e Lucas, 

1940). 

As abelhas apresentam uma alta flexibilidade em relação a expectativa de vida 

(Rueppell et al., 2004). As rainhas podem viver cerca de dois anos; os zagões, por 

sua vez, vivem em média 26 dias, porém morrem logo após a cópula, e as operárias, 

em condições normais, vivem entre 20 e 40 dias (Winston, 1987; Page e Peng, 2001). 

Essa plasticidade, observada entre as abelhas operárias, está relacionada com as 

tarefas que desempenham na colmeia e não especificamente com a idade (Amdam e 

Page, 2005). Normalmente, as primeiras tarefas realizadas pelas operárias são dentro 

da colmeia (cuidado com as crias e manutenção da colmeia, por exemplo) e mais 

tarde, cerca de 18 a 28 dias após emergidas, elas saem para forragear (busca por 

alimento e água) (Winston, 1987). No entanto, o início do forrageamento não está 

somente associado com a idade cronológica, mas, pode variar de acordo com a 

necessidade da colônia (Amdam et al., 2005). Essa atividade de forrageamento ativa 

pode estar relacionada com a alta produção de EROs e consequente acúmulo de 

danos oxidativos, visto que, após 1 a 2 semanas a maioria das forrageiras morrem 

(Visscher e Dukas, 1997; Williams et al., 2008). 

Buscando compreender sobre a influência do processo da metamorfose, da 

alimentação, bem como da atividade desempenhada pelas abelhas adultas e sua 

relação com o estresse oxidativo, o nosso trabalho teve por objetivo traçar e comparar 

o perfil oxidativo das abelhas rainha e operárias de A. mellifera ao longo de todo o seu 

desenvolvimento e na fase adulta, a fim de entender melhor essa relação; e determinar 

as alterações enzimáticas que ocorrem em cada uma dessas fases. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Coleta do material biológico e preparo das amostras 

Indivíduos de A. mellifera foram coletados no Apiário Central do departamento 

de Entomologia da Universidade Federal de Viçosa (Viçosa, Minas Gerais, Brasil). As 



15 

 

abelhas operárias foram provenientes de três colônias diferentes. As rainhas foram 

obtidas através da técnica de produção artificial de abelhas rainhas, que consistiu na 

transferência de larvas de operárias (de uma colônia selecionada) com três dias de 

idade para realeiras artificiais de cera (Doolittle, 1889). 

As abelhas coletadas foram selecionadas em diferentes fases do 

desenvolvimento, com o intuito de abranger o período pós-embrionário: larvas (3 dias 

(L3) e 6 dias (L6)), pré-pupas (PP), pupas de olho rosa (P), e adultos recém-emergidos 

(NE). Além disso, incluímos abelhas operárias (nutridoras (N) e forrageadora (F)) e 

rainhas recém-emergidas (Q) nos experimentos. Para confirmar se as abelhas 

coletadas eram realmente nutridoras, a presença das glândulas hipofarígeas, que se 

encontram mais desenvolvidas nesses indíviduos e se apresentam em forma de 

ácinos grandes, foram observadas na lupa. Já as abelhas forrageiras, foram coletadas 

na entrada da colmeia e todas possuiam polén em suas corbículas. Foram  utilizados 

15 indivíduos de cada estágio para todas as análises, exceto L3, em que utilizamos 

30 indivíduos devido ao seu tamanho. 

As abelhas foram colocadas em microtubos de 1.5 mL e homogeneizadas 

(Homogeneizador BioSpec 985370-04 Tissue-Tearor) em tampão fosfato de sódio 

(PBS) (50 mM, pH 7.8). Os homogenatos foram centrifugados a 10000 × g durante 10 

minutos. Os sobrenadantes foram coletados para análise das enzimas antioxidantes, 

catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST) e 

marcadores de estresse oxidativo, malondialdeído (MDA). Os pellets foram utilizados 

para a quantificação de proteínas carboniladas (CP). 

2.2. Atividade das enzimas antioxidantes 

A enzima catalase foi determinada de acordo com o método de Hadwan e Abed 

(2016), com algumas modificações. A atividade da enzima foi mensurada incubando 

10 µL do sobrenadante em 190 µL do substrato de reação (50 mM de tampão fosfato 

de sódio, pH 7.4 contendo 20 mM de peroxido de hidrogênio (H2O2)) por 3 minutos. 

Após esse período, a reação foi interrompida com uma solução de molibidato de 

amônio (32.4 mmol/L). O consumo do peroxido de hidrogênio pela catalase foi 

determinado usando um espectrofotômetro de varredura de placa (Thermo Scientific 

- Multiskan GO) a 374 nm e a atividade dessa enzima calculada em unidade (U) de 

CAT por mL. 
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A atividade da enzima superóxido dismutase foi baseada na capacidade desta 

em catalisar a reação do superóxido (O2-) em peróxido de hidrogênio e água 

diminuindo a razão de auto-oxidação do pirogalol (Marklund, 1974). Em particular, 10 

µL do sobrenadante dos homogenatos foram adicionados em microplaca de 

poliestireno, incubados com 170 µL de PBS e realizada a leitura em espectrofotômetro 

de varredura de placa a 320 nm para a determinação do branco. Em seguida, a reação 

foi iniciada quando adicionado 20 µL de pirogalol (100 µmol/L) e incubada por 30 

minutos. Após esse período, a absorbância foi novamente medida em 

espectrofotômetro de varredura de placa a 320 nm e os dados expressos em U de 

SOD por mL. 

A determinação da enzima glutationa S-transferase foi mensurada através da 

formação do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estimada pela variação da 

absorbância em 340 nm (Habig et al., 1974). A formação do conjugado glutaiona-1-

cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) ocorre em reação não enzimática, sendo acelerada 

pela atividade das enzimas GST. Em uma cubeta de quartzo, 5 µL do sobrenadante 

foram adicionados, juntamente com 5 µL de glutationa reduzida (GSH) (0.1M), 5 µL 

de CDNB (0.1M) e 485 µL de PBS (50 mM, pH 7.4). Essa solução foi homogeneizada 

cuidadosamente e a cubeta foi colocada no espectrofotômetro para iniciar a leitura. O 

aumento da absorbância foi monitorado durante 90 segundos a 340 nm. O coeficiente 

de extinção molar do CDNB é ɛ340= 9.6 mM-1 cm-1 foi utilizado para os cálculos e os 

dados expressos em U de GST por mL. 

2.3. Peroxidação lipídica 

A dosagem do MDA consistiu em tratar o sobrenadante do homogenato de 

abelhas com solução TBARS (ácido tricloroacético 15%, 0.375% de ácido 

tiobarbitúrico e HCl 0.25 M) e deixar em banho maria por 15 minutos a 90°C. 

Posteriormente essa solução foi resfriada em um recipiente contendo água e gelo e 

centrifugada a 5000 × g por 10 minutos. A formação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico foi quantificada pela absorção de luz em espectrofotômetro, com 

comprimento de onda de 535 nm (Buege e Aust, 1978). O coeficiente de extinção 

molar 1.56 × 10-5 M cm-1 foi utilizado para os cálculos e os dados expressos como 

concentração de MDA (nmol). 

2.4. Análise da oxidação proteica 
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A oxidação de proteínas foi determinada através da concentração de proteínas 

carboniladas e quantificadas pelo ensaio bioquímico utilizando dinitrofenilhidrazina 

(DNPH). Os pellets foram ressuspendidos em 1 mL de PBS (0.1M), e divididos em 2 

alíquotas iguais, denominados branco (500 µL) e teste (500 µL). As amostras 

destinadas ao teste foram incubadas com 500 μL da solução de DNPH 10 mM em 

ácido clorídrico (HCl) 2.5 M, enquanto que as do branco, foi incubado com 500 μL de 

HCl a 2.5M. Ambas as alíquotas foram misturadas no vórtex e mantidas em 

temperatura ambiente no escuro durante 1 hora. Após a incubação, branco e teste 

foram precipitadas com ácido tricloroacético (TCA) 10%, agitadas no vórtex, 

centrifugadas a 10000 × g por 10 minutos a 4°C e descartado o sobrenadante. Os 

precipitados formados foram lavados 3 vezes com 1 mL de solução etanol:acetado de 

etila (1:1) e centrifugados a 10000 × g por 10 minutos a 4 °C. Após a última lavagem, 

os pellets foram ressuspensos em duodecil sulfato de sódio (SDS) 6%. O 

sobrenadante foi utilizado para determinar a concentração de proteínas carboniladas, 

o qual foi mensurado em espectrofotômetro a 370 nm (Levine et al., 1990). O total de 

proteínas carboniladas foi calculado com o coeficiente de extinção molar de 22 × 103 

M-1 cm-1 e expresso em µmol. 

2.5. Análises Estatísticas 

Os dados bioquímicos foram analisados com análise de variância ANOVA e as 

médias dos tratamentos comparadas com o teste HSD de Tukey ao 5% de 

significância. Em adição, o teste de D'Agostino-Pearson foi usado para conferir a 

heterogeneidade dos dados e satisfazer as primícias de normalidade. Os resultados 

(média ± desvio padrão) de cada experimento foram mostrados em gráficos usando o 

programa GraphPad Prism v.6.0. 

3. RESULTADOS 

3.1. Atividade das enzimas antioxidantes nas abelhas operárias 

Os estágios de desenvolvimento de A. mellifera apresentaram diferenças na 

atividade de CAT (F6,122 = 462.7; P < 0.0001). A atividade da enzima CAT teve um 

aumento gradativo ao longo da vida das abelhas. Maior atividade enzimática foi 

observada nas fases adultas (N e F) e menor atividades nas L3, seguidas de L6, PP 

e P, as quais apresentaram resultados semelhantes (Fig. 4A). 



18 

 

Na atividade da enzima SOD, foram encontradas diferenças entre os estágios 

de desenvolvimento de A. mellifera (F6,91 = 67.57; P < 0.0001), com aumento nas PP, 

P e NE. A atividade de SOD foi praticamente nula nas L3 e nos adultos (N e F) (Fig. 

4B). 

A análise da enzima GST mostrou diferenças entre os estágios de 

desenvolvimento de A. mellifera (F6,106 = 287.0; P < 0.0001), exibindo maior atividade 

nas PP e P, seguida pelas NE, F e N e menor atividade nas fases larvais L3 e L6 (Fig. 

4C). 

Figura 4: Atividade das enzimas antioxidantes em diferentes fases do 

desenvolvimento de operárias Apis mellifera. Larva de 3 dias (L3), larva de 6 dias (L6), 

pré-pupa (PP), pupa (P), recém-emergida (NE), nutridora (N) e forrageira (F). (A) CAT: 

catalase; (B) SOD: superóxido dismutase; (C) GST: glutationa S-transferase. As letras 

acima das colunas denotam a diferença estatística entre os tratamentos (P < 0.05). 

 

3.2. Marcadores de estresse oxidativo nas abelhas operárias 

As concentrações de MDA foram diferentes entre os estágios de 

desenvolvimento de A. mellifera (F6,89 = 63.76; P < 0.0001), sendo maiores nas N, 

seguidas de F. Menores concentrações foram observadas nas L3 e valores 

intermediários nas L6, PP e P (Fig. 5A).  

As concentrações de CP foram diferentes entre os estágios de 

desenvolvimento de A. mellifera (F6,129 = 123.8; P < 0.0001) com aumento crescente 

durante a vida das abelhas. As maiores concentrações foram observadas nas abelhas 

adultas N e F e as menores concentrações nas fases iniciais de desenvolvimento L3, 

L6 e PP (Fig. 5B). 

Figura 5: Marcadores de estresse oxidativo em diferentes fases do desenvolvimento 

de operárias Apis mellifera. Larva de 3 dias (L3), larva de 6 dias (L6), pré-pupa (PP), 
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pupa (P), recém-emergida (NE), nutridora (N) e forrageiras (F). (A) MDA: 

malondialdeído; (B) CP: proteína carbonilada. As letras nas colunas denotam a 

diferença estatística entre os estágios de desenvolvimento (P < 0.05). 

 

3.3. Atividade das enzimas antioxidantes nas abelhas rainhas 

A atividade enzimática de CAT mostrou diferenças dentre as fases analisadas 

(F3,43 = 64.92; P < 0.0001). A atividade da enzima CAT aumentou gradativamente ao 

longo de seu desenvolvimento, sendo maior na fase adulta (Q) (Fig. 6A). 

A atividade enzimática da SOD apresentou diferença (F3,35 = 56.92; P < 

0.0001), com valores significativamente maiores nas P, quando comparados aos 

demais estágios (Fig. 6B). 

Os valores obtidos de GST apresentaram diferença de atividade (F3,43 = 413.0; 

P < 0.0001), sendo que nas PP e P apresentaram valores significativamente maiores 

do que nos demais estágios (Fig. 6C). 

Figuras 6: Atividade das enzimas antioxidantes nos diferentes estágios do 

desenvolvimento de rainhas Apis mellifera. Larva de 6 dias (L6), pré-pupa (PP), pupa 

(P) e rainha adulta (Q). (A) CAT: catalase; (B) SOD: superóxido dismutase; (C) GST: 

glutationa S-transferase. As letras acima das colunas denotam a diferença estatística 

entre os tratamentos (P < 0.05). 

 

3.4. Marcadores de estresse oxidativo nas abelhas rainhas 
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Os perfis dos produtos de peroxidação lipídica (MDA) (F3,41 = 68.4; P < 0.0001) 

(Fig. 7A) e proteína carbonilada (CP) (F3,43 = 41.68; P < 0.0001) (Fig. 7B) foram muito 

semelhantes entre si. As concentrações de CP foram muito superiores às de MDA, 

mas ambos os marcadores apresentaram valores crescentes ao longo do 

desenvolvimento, atingindo seu pico na fase adulta (Q). 

Figura 7: Marcadores de estresse oxidativo nos diferentes estágios do 

desenvolvimento de rainhas Apis mellifera. Larva de 6 dias (L6), pré-pupa (PP), pupa 

(P) e rainha adulta (Q). (A) MDA: malondialdeído; (B) CP: proteína carbonilada. As 

letras nas colunas denotam a diferença estatística entre os estágios de 

desenvolvimento (P < 0.05). 

 

4. DISCUSSÃO 

A primeira linha de defesa contra as EROs, produzidas principalmente nas 

mitocôndrias, é a enzima SOD, que catalisa a dismutação de radicais superóxido (O2-

) em oxigênio e peróxido de hidrogênio (Droge 2002; Corona e Robinson 2006). A 

atividade enzimática de SOD nas abelhas operárias começaram baixas nas L3, 

aumentaram nas L6 e atingiram o pico nas PP, P e NE. Um perfil semelhante ao 

encontrado nas abelhas operárias foi observado nas abelhas rainhas, cuja atividade 

de SOD foi menor nos estágios iniciais (L6 e PP) e significativamente maiores nas P. 

Farjan et al. (2012), que analisaram a abelha Apis mellifera carnica em diferentes 

fases de seu desenvolvimento (larvas, pré-pupas, pupas de diferentes idades e 

recém-emergida), também observaram um crescente aumento da enzima SOD, até a 

fase de pupa, com menor atividade nos adultos. As pupas são o estágio intermediário 

entre as larvas e os adultos, e é nela que ocorrem as transformações fisiológicas e 

morfológicas e das abelhas (Cruz-Landim, 2009). Diante disso, acredita-se que, 

durante o período de desenvolvimento das abelhas dentro dos alvéolos, são nas fases 

de pré-pupas e pupas que elas sofrem maior estresse, em detrimento das inúmeras 
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mudanças. Essa maior atividade de SOD, teria então como objetivo proteger essas 

abelhas dos danos que poderiam ser causados por esse estresse oxidativo.  

Subsequentemente, a atividade da SOD diminui novamente nos adultos das 

abelhas operárias, assim como nas rainhas (N, F e Q). Resultados similares foram 

encontrados nos músculos de voo das abelhas adultas de A. mellifera (Margotta et al., 

2018). Esses dados demonstram a relação entre a baixa atividade da enzima SOD e 

a intensa atividade de voo, visto que os danos causados por conta da alta demanda 

energética necessária para o voo, não foram supridos pela enzima antioxidante. Além 

disso, já é sabido que as atividades desempenhadas pelas abelhas adultas, bem 

como seu contato com patógenos e estressores ambientais, afeta a sua imunidade 

tornando-as suscetíveis ao estresse oxidativo (VanEngelsdorp e Meixner, 2010; 

Lalouette et al., 2011; Korayem et al., 2012; Orčić et al., 2017). 

A função primária da catalase é prevenir o acúmulo de peróxido de hidrogênio 

(H2O2), através da reação de decomposição em água (H2O) e gás oxigênio (O2), para 

que estes não causem danos às células e tecidos (Murzakhmetova et al., 2008; 

Shangari e O' Brien, 2006). A atividade enzimática de CAT se manteve alta durante 

quase todo o período de desenvolvimento das abelhas operárias e rainhas. 

Resultados semelhantes foram observados por Farjan et al. (2012), que encontraram 

alta atividade da CAT em todos os estágios analisados.  

A catalase é uma enzima que está presente em maiores proporções nas 

mitocôndrias e nos peroxissomos, sendo encontrados altos níveis desta nos músculos 

de voo das abelhas melíferas (Halliwell e Gutterridge 1989; Powers et al., 1994; 

Williams et al., 2008). Esta informação está de acordo com nossos resultados, uma 

vez que as maiores atividades de CAT foram observadas nas fases adultas de ambas 

as castas (operárias (N e F) e rainhas adultas (Q)). Outro trabalho que também 

corrobora com os nossos dados, foram os de Margotta et al. (2018), cuja atividade de 

CAT nos músculos de voo de A. mellifera também foram altas, denotando que essa 

enzima funciona como um mecanismo de defesa crucial para esses insetos. 

Embora tenha sido observada baixa atividade das enzimas CAT e SOD nos 

estágios larvais, vale ressaltar que este fato pode estar relacionado a inibições por 

feedback. Estudos verificaram que a enzima SOD pode ser suprimida devido ao 

excesso de H2O2, que associado ao radical superóxido (O2-), no seu sítio ativo, 

acarreta na auto-inibição. De forma similar, a enzima CAT pode ser inativada em 

consequência dos elevados níveis de O2- (Fridovich, 1986; Valentine e Hart, 2003). 
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Essa relação entre as altas concentrações do radical superóxido e a inibição dessas 

duas enzimas nessas fases, pode ser explicado pelo intenso processo de 

metabolização, que ocorre devido à alta ingestão de alimentos ricos em lipídeos, que 

eleva a taxa de respiração celular e consequentemente aumenta a produção de O2- 

(Wajchenberg, 2002; Giacco e Brownlee, 2010). 

Outra enzima crítica na defesa das células contra o estresse oxidativo é a 

glutationa transferase ou S-transferase. As GSTs compreendem um grupo de enzimas 

cuja função é auxiliar na desintoxicação do organismo, através da eliminação de 

xenobióticos, que ocorre pela conjugação destes com a glutationa reduzida (GSH). 

Dessa forma, esses compostos se tornam mais solúveis e fáceis de serem excretados 

pelas células. (Hayes et al., 2005). A atividade enzimática da GST foi 

significativamente maior nas fases de PP e P, tanto nas abelhas operárias como nas 

rainhas. Padrões similares aos desse trabalho foram observados durante o 

desenvolvimento de outros grupos de insetos (Lucilia cuprina, Aedes aegypti, Plutella 

xylostella e Tenebrio molitor), os quais apresentaram maior atividade enzimática na 

fase de pupa, sendo esta pouco ativa na fase adulta (Kotze e Rose, 1987; Hazelton e 

Lang, 1983; Kostaropoulos et al. 1996). Perfis semelhantes aos apresentados também 

foram observados durante o desenvolvimento das abelhas Apis mellifera ligustica e 

Apis cerana, cuja atividade de GST na fase de pupa foi maior do que nas larvas e nos 

adultos (Diao et al., 2006). Outro resultado que corrobora aos nossos, em relação aos 

indivíduos adultos, foram obtidos por Orčić et al. (2017), que analisaram abelhas 

operárias da espécie A. melífera carnica.  

Estudos demonstram que essa baixa atividade de GST observada nos 

indivíduos adultos é comum nos mamíferos, assim como nos insetos (Gregus et al., 

1985; Kotze e Rose, 1987). Possivelmente este fato esteja relacionado a redução do 

corpo gorduroso das abelhas, que ocorre durante a vida adulta. O corpo gorduroso é 

um órgão que, dentre outras funções, está relacionado com o processo de 

desintoxicação e já é sabido que este sofre um processo de retração ao longo da vida 

das abelhas. Dessa forma, o menor volume do corpo gorduroso ocasiona em uma 

maior susceptibilidade das abelhas adultas aos xenobióticos, como os inseticidas, por 

exemplo, bem como apresentam uma menor atividade da GST, visto que o abdômen 

é a principal fonte dessa enzima (Cruz-Landim, 2009; Diao et al., 2006). Ao contrário 

dos adultos, a alta atividade da GST observadas nas fases de PP e P pode ser 

explicada pela elevada taxa biossintética, que ocorre em virtude da metamorfose, e 
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que está associada a alta capacidade de desintoxicação, sendo um importante 

mecanismo de proteção durante o desenvolvimento das abelhas (Diao et al., 2006). 

O malondialdeído é um dos produtos finais da peroxidação lipídica e importante 

biomarcador do estresse oxidativo. O dano tecidual causado por essa peroxidação 

lipídica está relacionado à patogênese de muitas doenças (Esterbauer et al. 1991; 

Mylonas e Kouretas 1999; Joosten 2001; Kesavulu et al. 2001; Scott et al. 2003). As 

concentrações deste biomarcador permaneceram baixas durante quase todo o 

período de desenvolvimento das abelhas rainhas e operárias (L3, L4, PP, P, NE e F). 

As baixas concentrações de MDA nas PP, P e NE podem ser explicadas pelas 

enzimas antioxidantes SOD, GST e CAT, que apresentaram altas atividades durante 

essas fases e, por conseguinte, preveniram os danos oxidativos. Nas abelhas 

nutridoras e rainha adultas, as concentrações de MDA foram significativamente 

maiores, o que possivelmente está associado a menor atividade das enzimas SOD e 

GST. Somado a isso, outro fator que acarreta esse aumento de MDA são as altas 

taxas metabólicas que apresentam os indivíduos adultos. Nas abelhas nutridoras, as 

glândulas mandibulares e hipofaringeanas são muito ativas, pois são elas que 

produzem o alimento que será ofertado as larvas durante todo o seu desenvolvimento. 

Nas rainhas, o número de ovaríolos aumenta e estes se tornam mais alongados, para 

que elas consigam colocar os milhares de ovos todos os dias (Cruz-Landim, 2009; 

Winston, 1987). Embora esperássemos encontrar concentrações de MDA, nas 

abelhas operárias forrageiras, similares às das nutridoras e rainhas, devido ao seu 

alto consumo de oxigênio que é ocasionado pela intensa atividade de voo, isso não 

foi observado.  

Semelhante ao MDA, a proteína carbonilada também é um marcador biológico 

de estresse oxidativo, que está associado à progressão de muitas doenças (Hensley 

et al., 1994; Alam et al., 1997; Floor e Wetzel, 1998; Smith et al., 1998; Stadtman e 

Levine, 2000). A concentração de CP teve um aumento gradual ao longo de todo o 

desenvolvimento das abelhas operárias e rainhas (L3, L6, PP, P e NE), atingindo o 

pico nas fases adultas de ambas as castas (N, F e Q). O resultado da CP nos adultos 

coincide com a redução das atividades enzimáticas de SOD e GST. Essa correlação 

mostra a importância dessas enzimas na minimização dos danos causados pelo 

estresse oxidativo, pois, nas fases em que as enzimas antioxidantes apresentaram 

baixas atividades, foram observados maiores danos oxidativos. Além disso, o estresse 

sofrido por essas duas castas de abelhas, devido ao trabalho realizado dentro da 
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colônia, leva ao aumento da produção de EROs e seu acúmulo ocasiona em danos 

oxidativos, pois ocorre sobrecarga das defesas antioxidantes (Margotta et al., 2018; 

Seehuus et al., 2006; Winston, 1987).  

5. CONCLUSÃO 

As abelhas operárias e rainhas de A. mellifera apresentam um perfil oxidativo 

muito semelhante durante sua vida. O período de desenvolvimento das abelhas dentro 

dos alvéolos (L3, L6, pré-pupas e pupas) apresentou menores danos moleculares e 

teciduais, o que possivelmente está relacionado com a alta atividade das enzimas 

antioxidantes nessas mesmas fases. A atividade enzimática da CAT foi maior nas 

fases adultas, enquanto que da SOD e da GST foram maiores nas fases de PP e P, o 

que nos mostra que cada uma dessas enzimas tem uma relevância maior em fases 

diferentes do desenvolvimento das abelhas. Em contraste, os adultos apresentaram 

maiores concentrações dos marcadores de estresse oxidativo (MDA e CP), uma vez 

que, o trabalho intenso dentro e fora da colmeia e o contato com inúmeros estressores 

ambientais, causam danos extremos as células, sem que as enzimas os reparem. 

Esse acúmulo de danos está intimamente ligado à longevidade das abelhas.  

Embora o perfil oxidativo de ambas as castas tenha sido semelhante, dado que 

analisamos abelhas rainhas recém-emergidas, as diferenças nas funções que elas 

desempenham e na alimentação que recebem ao longo da vida, influenciam na sua 

longevidade, pois é fato que as abelhas rainhas vivem muito mais que as operárias. 

A geleia real, alimento recebido pelas abelhas rainhas durante toda a vida, e que 

possui um poderoso potencial antioxidante, provavelmente auxilia as enzimas 

antioxidantes na prevenção ao estresse oxidativo. 

Este trabalho servirá de controle para muitos outros os quais queiram analisar 

o perfil das abelhas operárias e rainhas de Apis mellifera e observar algum tipo de 

alteração diante de um tratamento, por exemplo, além de servir como base para outros 

estudos de bioquímica, fisiologia e enzimologia desses insetos.  
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