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Rezumat

Albumina din serul uman (ASU) este un amestec de mercaptalbumina (UMA, forma redusd) si nonmercaptalbumina (UNA,
forma oxidata). UMA, cu un singur reziduu de sulfhidril este responsabild pentru cea mai mare fractiune de sulfhidril reactiv din fluidele
extracelulare si s-ar pdrea ca participd in mare masura la sistemul antioxidant extracelular. Noi am elaborat un sistem convenabil de
cromatografie lichidd de performanta inaltd (HPLC) pentru separarea clard a lui ASU in UMA si UNA. Cu ajutorul acestei metode am
obtinut o valoare medie a [ASU/(UMA + UNA)], de exemplu f(UMA) de 73,2% (n=20) pentru subiecti masculini tineri sénétosi. In
prezentul studiu am examinat influenta ingerdrii de propolis asupra stérii redox al ASU la pacienti cu stres oxidativ sever, cum este
cazul terapiei cancerului. In cazul unui pacient cu cirozad hepaticd si cancer esofagian (barbat, 68 ani), valoarea f(UMA) inaintea
radioterapiei fara ingerare de propolis a fost de 66,6%. Pe parcursul celor 2 sdptaméni de radioterapie el a luat zilnic 10 tablete de
propolis (525 mg de extract de propolis brazilian/zi), dupé aceea continudnd sa le ia timp de 4 sdptdmani. Valorile f(UMA) inainte,
imediat, dupa si la 4 sdptamani dupa radioterapie au fost de 63,5, 67,7 respectiv 74,1%. Acestea indica ca starea oxidativa datorata
radioterapiei poate fi atenuata prin suplimentarea de propolis. Mai mult, o crestere gradatad a valorii f(UMA) indica c& proprietéatile
antioxidante ale propolisului pot méri capacitatea totala antioxidanta a pacientilor bolnavi de cancer.
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Introducere

Albumina din serul uman (ASU) este proteina cea mai abundenta din sistemul circulator si are o
serie de functii. Este binecunoscut faptul ca joaca un rol important in regularizarea osmotica a fluidului
circulator din sistemul vascular si ca este capabild sa transporte o mare varietate de substante endogene si
exogene prin corp (PETERS, 1996). Un alt rol functional al acestei molecule pare sa fie mentinerea
potentialului redox in fluidele extracelulare, deoarece este un amestec de mercaptalbumina (forma redusa; la
oameni, UMA) si nonmercaptalbumina (forma oxidata; la oameni, UNA), de ex. cuplul redox din plasma
(SOGAMI et al., 1984; SOGAMI et al., 1985a; SOGAMI et al., 1985b). UMA are un grup sulfhidril liber in
pozitia 34 (Cys-34) si este responsabila pentru fractiunea cea mai mare de sulfhidril liber in fluidele
extracelulare. UNA este alcatuita din cel putin trei tipuri de compusi. Compusul major al UNA este amestecul
de bisulfid si cisteina sau glutation [UNA(Cys) sau UNA (Glut)], iar celalalt este un produs de oxidare mai
mare decat amestecul de disulfid, precum stadiul sulfenic (-SOH), sulfinic (-SO,H) sau sulfonic (-SO3zH),
[UNA(Oxi)] fiind o componenta minora a fluidelor extracelulare (ERA et al., 1989).

Noi am elaborat un sistem convenabil de cromatografie lichida de performanta inalta (HPLC) pentru
separarea clara a ASU in UMA si UNA, folosind un Shodex-Asahipak GS-520H sau o coloana ES-502N, si
am studiat schimbarile dinamice ale starii redox al ASU in diferite stari fiziopatologice (SUZUKI et al., 1992;
HAYAKAWA et al., 1997; HAYASHI et al., 2000; KAWAI et al., 2001; SOEJIMA et al., 2002; TOMIDA et al.,
2003). In baza rezultatelor obtinute am constatat ca fractiunea lui UMA [f(UMA)] a descrescut substantial in
diferite boli Tn comparatie cu cea a unor subiecti sanatosi, la care nu s-a constatat aproape deloc o
schimbare a valorii f(UMA).

Scopul prezentului studiu a fost investigarea influentei ingerarii de propolis asupra starii redox a ASU
la pacienti cu stres oxidativ sever, cum ar fi cei in tratament contra cancerului, deoarece se considera ca
propolisul, unul dintre produsele albinelor, joaca un rol benefic ca supliment antioxidant (BANSKOTA et al.,
2001).

Materiale si metode

Au fost studiati doi pacienti cu cancer gastrointestinal. Un pacient (femeie, 56 de ani) suferea de
cancer gastric si facuse o gastrectomie curativa. Un alt pacient (barbat, 68 de ani) suferea atit de ciroza
hepatica cat si de cancer esofagian, independente una de cealalta, si fusese supus radioterapiei Tmpotriva
cancerului esofagian. Un subiect sanatos (barbat, 45 de ani) fara antecedente de boli renale sau hepatice a
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participat drept control la acest studiu (unul dintre autori; H.l.). Ca supliment de propolis a fost folosit un
extract alcoolic de propolis brazilian (fiecare tabletd de propolis continea 52,5 mg extract de propolis,
Yamada Apiculture Center Inc., Okayama, Japonia). De la fiecare subiect s-a obtinut un consimtamant
informativ si toate procedurile au fost efectuate in concordantd cu Declaratia de la Helsinki. Probele de
sange au fost introduse Tn eprubete colectoare de sange sub vid (EDTA-2K, Terumo Co., Tokyo, Japonia),
care au fost centrifugate timp de 20 minute la 3.000 rpm intr-o centrifuga Kubota 2100 (Kubota
Manufacturing Co., Tokyo, Japonia). Plasma rezultata a fost supusa apoi filtrarii sub presiune, folosindu-se
un filtru Cosmonice (0,45 um, Nacalai Tesque., Inc., Kyoto, Japan), specimenele fiind depozitate pana la
analiza HPLC la —80 °C.

Sistemul HPLC este alcatuit dintr-un autoprevelator de probe model AS-8010, o pompa cu plonjor
dublu model CCPM si un detector cu fluorescentd model FS-8000 (lungimea undei de excitare 280 nm;
lungimea undei de emisie 340 nm) in combinatie cu un sistem de supracontrol model SC-8020, toate
provenind de la Tosoh Co., Japonia. A fost folosita o coloana Shodex-Asahipak ES-502 N (10 x 0,76 cm 1.D.,
forma DEAE pentru schimb de ioni HPLC, Showa Denko., Japonia; temperatura coloanei 35 + 0,5 °C).
Eluarea a fost efectuatd cu un gradient linear pentru cresterea concentratiei de etanol de la 0 la 5% intr-un
tampon de 0,05 M acetat de sodiu —0,40 M sulfat de sodiu (pH 4,85) (tampon de acetat-sulfat) la o viteza de
curgere de 1 ml/min. Probele de ser au fost injectate cu ajutorul unui autoprevelator de probe cu un volum fix
de 2 pl.

Pentru determinarea valorii fiecarei fractiuni de albumina, de ex. f(lUMA) = [UMA/UMA + UNA] si
f(UNA) = [UNA/(UMA + UNA)], profilele HPLC obtinute au fost supuse unei adaptari la o curba numerics;
fiecare forma de peak a fost aproximata cu o functie Gauss.

Rezultate si discutii

Se stie ci ASU este un amestec de UMA si UNA. Tn plus, existd mai multe tipuri de UNA, ca de ex.
UNA (Cis), UNA (Glut) si UNA (Oxi). O separare clara a celor trei fractiuni de ASU, de ex. UMA, [UNA(Cis) &
UNA (Glut)] (numita in acest studiu UNA-1) si UNA (Oxi) (numita UNA-2) a fost efectuata in acest studiu cu
sistemul nostru de HPLC. Studiile noastre anterioare au demonstrat ca starea redox ASU poate fi folosita ca
un indice biomarcator al stresului oxidativ din corp (ERA et al., 1995; HAYASHI et al., 2000; IMAI et al.,
2002; TOMIDA et al., 2003).

Figura 1A si figura 1B redau profilele reprezentative HPLC al ASU pentru un subiect sanatos
(barbat, 45 de ani) respectiv un pacient bolnav de ciroza hepatica si cancer esofagian (barbat, 68 de ani). A
existat o separare clara a fractiunilor UMA, UNA-1 si UNA-2. Valorile fractiunilor UMA, UNA-1 si UNA-2 au
fost de 74,0, 24,3 si 1,7% (fig. 1A) respectiv 63,5, 34,8 si 1,7% (fig. 1B). Valoarea f(UMA) de 74,0% pentru
subiectul sanatos al acestui studiu nu s-a deosebit de valoarea medie f(HMA) raportata anterior pentru
subiecti sanatosi (73,2 £ 2,3%) (IMAI et al., 2002). Valoarea f(UMA) de 63,5% al pacientului cu cancer
esofagian a fost semnificativ mai scazuta decéat cea a subiectilor normali, indicand ca la acest pacient cu
cancer mecanismul de aparare fata de stresul oxidativ a fost probabil considerabil redus. Deoarece nu exista
studii in vivo despre efectul antioxidant al propolisului, noi am examinat mai intai influenta ingerarii de
propolis asupra starii redox al ASU in cazul unui subiect sanatos (barbat, 45 de ani). Acesta a luat zilnic timp
de 4 saptdmani 12 tablete. in mod surprinzétor valoarea lui f(UMA) a crescut treptat de la 74,0 (fig. 1A) la
79,2% iar cea a lui f(UNA-1) a scazut in decurs de 4 saptamani treptat de la 24,3 (fig. 1) la 19%. Acest lucru
sugereaza ca nivelul antioxidant ar fi putut sa creasca ca urmare a suplimentarii de propolis. De aceea am
examinat influenta ingerarii de propolis asupra starii redox al ASU la doi pacienti suferind de cancer
gastrointestinal si care erau supusi unei terapii anticancer.

Cazul I: femeie 56 de ani suferind de cancer gastric, cu gastrectomie curativa. Ea s-a plans de lipsa
poftei de mancare, cauzata probabil de gastrectomie. Ea a luat zilnic timp de 1 saptamana 5 tablete de
propolis pe zi, alte 12 saptamani 6 tablete pe zi si a continuat sa ia 10 tablete pe zi inca timp de 8
saptamani. In timpul perioadei de suplimentare a propolisului s-a imbunatatit putin apetitul, iar valoarea
f(UMA) a fost mentinuta intre 73 si 79%, indicand faptul ca propolisul este o substanta potential eficace in
combaterea stresului oxidativ.

Cazul II: barbat de 68 de ani cu ciroza hepatica si cancer esofagian, tratat cu radioterapie. Valoarea
f(UMA) inaintea radioterapiei si a ingerérii de propolis a fost de 66,6%. In timpul radioterapiei de 2 s&ptamani
a luat zilnic zece tablete de propolis si a continuat sa le ia timp de 4 saptamani. Valorile f(UMA) imediat
inainte, imediat dupa si la 4 saptamani dupa radioterapie au fost de 63,5 (un profil HPLC este redat in fig.
1B), 67,7 respectiv 74,1%. Se stie ca radioterapia cu ®Co, chiar dacd este o doza terapeutica pentru
oameni, produce o serie de radicali de oxigen, despre care exista parerea generald ca sunt raspunzatori
pentru numeroase stari de stres oxidativ (DAVIES, 1987). Oricum, constatarile noastre referitoare la
valoarea f(UMA) in cazul 2 sugereaza ca starea oxidativa datorata radioterapiei poate fi atenuata prin
suplimentarea de propolis. Mai mult, cresterea treptata a valorii f(UMA) indica ca proprietatile antioxidante
ale propolisului ar putea mari capacitatea antioxidanta totala a pacientilor suferinzi de cancer.
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Figura 1 — Profile HPLC reprezentative pentru serul de la (A) un subiect sanétos (barbat, 45 de ani) si (B) de la un pacient cu ciroza
hepatica si cancer esofagian (bédrbat, 68 de ani) obtinute cu un sistem HPLC cu detectare fluorescenta (lungimea undei de excitare 280
nm; lungimea undei de emisie 340 nm). Vezi textul pentru conditiile detaliate de eluare. Profilele au fost supuse unei adaptéri la curbe
numerice (linia punctata). Valorile obtinute pentru fiecare fractiune sunt indicate in partea dreapta sus a figurii.
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Credem ca aceste constatari sunt puternic sustinute si de faptul ca propolisul joaca un rol benefic ca
un supliment antioxidant. Din cate stim, acesta este primul studiu in vivo care analizeaza albumina oxidata si
redusa Tn cazul pacientilor cu cancer si stres oxidativ sever si care a supus observarii si efectul antioxidant al
propolisului. Desigur ca pentru confirmarea validitatii acestor constatari, precum si pentru determinarea
semnificatiei clinice a celor raportate in aceasta prelegere mai sunt necesare studii viitoare, care sa se
bazeze pe mai multe cazuri.
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