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Resumen

La albumina del suero humano (HSA) es una mezcla de mercaptalbumina (HMA, forma reducida) y nonmercaptalbumina
(HNA, forma oxidada). La HMA, con un Unico residuo de sulfhidril, es la responsable por la mas grande fraccion de sulfihidril reactivo de
los fluidos extracelulares, y parece estar involucrada en gran medida en el sistema antioxidante extracelular. Nosotros desarrollamos
un sistema adecuado de cromatografia liquida de alta precision (HPLC) en orden a la neta separacién de la HSA en HMA y HNA. Con
este método obtuvimos un valor promedio de [HMA/(HMA+HNA)], por ejemplo f(HMA), de 73,2 % (n = 20) para sujetos varones sanos
jovenes. Dentro del presente estudio, examinamos la influencia de la ingesta de propéleos sobre el estado redox de la HSA en
pacientes con estrés oxidativo severo, como es el caso de la terapia anticancerosa. En el caso de un paciente con cirrosis hepatica y
cancer esoféagico (varon de 68 aros), el valor f (HMA) antes de la radioterapia y la ingestiéon de propdleos fue de 66,6 %. Durante las
dos semanas cuanto durd la radioterapia, se le administr6 10 tabletas de propdleos/dia (525 mg de extracto de propdleos
brasilefio/dia), y continué tomandolas durante otras 4 semanas. Los valores f (HMA) antes, inmediatamente después y a las 4 semans
de la radioterapia fueron de 63,5, 67,7 y 74,1 %, respectivamente. Lo que indica que el estado oxidativo debido a la radioterapia se
puede atenuar por la administracién de un complemento de propéleos. Ademas, el aumento progresivo del valor f (HMA) muestra que
las virtudes antioxidantes del propéleos pueden acrecentar la capacidad total antioxidativa de los enfermos cancerosos.
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Introduccion

La albumina sérica humana (HSA) es la proteina que mas abunda en el sistema circulatorio y le
corresponde varias funciones. Se conoce que ejerce un importante papel en la regularizacion osmética del
fluido circulante del sistema vascular y que es capaz de transportar una variedad de substancias endégenas y
exogenas por el cuerpo (PETERS, 1996). Otro papel funcional de esta molécula parece ser la conservacion
del potencial redox en los fluidos extracelulares, siendo una mezcla de mercaptalbumina (forma reducida; en
humanos, HMA) y nonmercaptalbimina (forma oxidada; en humanos, HNA), por €j. el par redox del plasma
(SOGAMI et al., 1984; SOGAMI et al., 1985a; SOGAMI et al., 1985b). La HMA posee un grupo sulfhidril libre
en la posicion 34 (Cys-34) y es la responsable por la fraccion mas grande de sulfhidril libre en los liquidos
extracelulares. La HNA esta formada por al menos tres tipos de compuestos. EI compuesto mayoritario de la
HNA es la mezcla de bisulfito y cisteina o glutation [HNA(Cys) o HNA (Glut)], siendo el otro un producto de
oxidacién mas grande que la mezcla de bisulfito, como el estadio sulfénico (-SOH), sulfinico (SO,H) o sulfénico
(-SO3H), siendo [HNA(Oxi)] un componente menor de los fluidos extracelulares (ERA et al., 1989).

Nosotros desarrollamos un sistema adecuado de cromatografia liquida de alta precision (HPLC)
para la neta separacion de la HSA en HMA y HNA, utilizando un Shodex-Asahipak GS-520H o una columna
ES-502N, y estudiamos extensivamente las modificaciones dindmicas del estado redox de la HSA en
distintos estados fisiopatologicos (SUZUKI et al., 1992; HAYAKAWA et al., 1997; HAYASHI et al., 2000;
KAWAI et al., 2001; SOEJIMA et al., 2002; TOMIDA et al., 2003). Por los resultados obtenidos,
comprobamos que la fraccion HMA [f (HMA)] decrecié sensiblemente en algunas afecciones con respecto a
la de sujetos sanos, donde casi no hubo modificaciones del valor de f (HMA).

El objeto del presente estudio ha sido investigar sobre el efecto de la ingesta de propdleos en el
estado redox de la HSA en pacientes con estrés oxidativo severo, como aquellos que estan sometidos a un
tratamiento anticanceroso, al considerarse que el propdleos, uno de los productos de las abejas, ejerce un
efecto beneficioso como complemento antioxidante (BANSKOTA et al., 2001).

Materiales y métodos

Fueron estudiados dos pacientes con cancer gastrointestinal. Un paciente (mujer de 56 afos)
padecia de cancer gastrico y se le habia practicado una gastrectomia curativa. Otro paciente (varén de 68
afnos) padecia de cirrosis hepatica y también de cancer esofagico, sin relacion entre si, y habia estado
sometido a radioterapia contra el cancer esofagico. Un sujeto sano (varén de 45 afios), sin antecedentes de
afecciones renales o hepaticas, participd como control en esta investigacion (uno de los autores; H.l.). Como
complemento de propdleos se utilizé un extracto alcohdlico de propdleos brasilefio (una tableta de
propdleos contenia 52,5 mg de extracto de propdleos, Yamada Apiculture Center Inc., Okayama, Japon). Se
consiguié de cada sujeto un consentimiento informativo, y todos los procedimientos se practicaron de
acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Las muestras de sangre se colocaron en tubos colectores de sangre
en vacio (EDTA-2K, Terumo Co., Tokio, Japon) y se centrifugaron durante 20 min a 3.000 rpm en una
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centrifugadora Kubota 2100 (Kubota Manufacturing Co., Tokio, Japén). El plasma resultante se filir6 a
presion, utilizando un filtro Cosmonice (0,45 um, Nacalai Tesque., Inc., Kyoto, Japén), manteniendo las
muestras para el analisis HPLC a -80°C.

El sistema HPLC consta de un sacamuestras automatico modelo AS-8010, una bomba de doble
inmersiéon modelo CCPM y un detector de fluorescencia modelo FS-8000 (longitud de la onda de excitacion
280 nm; longitud de la onda de emision 340 nm) acoplado a un sistema de supervigilancia modelo SC-8020,
procedentes todos ellos de Tosoh Co., Japdn. Se utilizé una columna Shodex-Asahipak ES-502N (10 x 0,76
cm |.D., forma DEAE para intercambio de iones HPLC, Showa Denko., Japén; temperatura de la columna:
35 £ 0,5°C). La elucion se efectud con gradiente lineal al efecto de aumentar la concentracién de etanol de 0
a 5 % en un tampdn de 0,05 M de acetato de sodio - 0,40 M de sulfato de sodio (pH 4,85) (tampdn de
acetato-sulfato) a una fluencia de 1 ml/min. Las muestras de suero se inyectaron con ayuda de un
sacamuestras con el volumen fijo de 2 .

Para la determinacion del valor de cada fraccion de albumina, por gj. f (HMA) = [HMA/(HMA + HNA)
y f (HNA) = [HNA/(HMA+HNA), los perfiles HPLC obtenidos se sometieron a la adaptacién a una curva
numeérica; cada forma de peak se aproximé con una funcion Gauss.

Resultados y discusiones

Se sabe que la HSA es una mezcla de HMA y HNA. Ademas, hay varios tipos de HNA, por ej. HNA
(Cys), HNA (Glut) y HNA (Oxi). Una neta separacién de las tres fracciones de HSA, por ej. HMA, [HNA(Cys)
& HNA (Glut)] (denominada en el presente estudio HNA-1) y HNA (Oxi) (denominada HNA-2) se efectu6
dentro del presente estudio con nuestro sistema HPLC. Nuestros estudios anteriores demostraron que el
estado redox de la HSA se puede aprovechar como indice biomarcador del estrés oxidativo del cuerpo (ERA
et al., 1995; HAYASHI et al., 2000; IMAI et al., 2002; Tomida et al., 2003).

Las figs. 1A y 1B reproducen los perfiles representativos HPLC de la HSA para un sujeto sano
(varén de 45 afios) y un enfermo de cirrosis hepatica y cancer esofagico (varén de 68 afos). Hubo una
separacion neta de las fracciones HMA, HNA-1 y HNA-2. Los valores de las fracciones HMA, HNA-1 y HNA-
2 fueron de 74,0, 24,3 y 1,7 % (fig. 1A) y respectivamente de 63,5, 34,8 y 1,7 % (fig. 1B). El valor de f(HMA)
de 74,0 % para el sujeto sano del estudio no fue diferente del valor promedio f (HMA) anteriormente
reportado para sujetos sanos (73, 2 + 2,3 %) (IMAI et al., 2002). El valor f(HMA) de 63,5 % del enfermo con
cancer esofagico fue significativamente inferior al de sujetos normales, indicando que probablemente en
este paciente canceroso el mecanismo de defensa ante el estrés oxidativo era sensiblemente mas débil. Al
no existir estudios in vivo sobre el efecto antioxidante del propdleos, estudiamos primero el impacto de la
ingesta de propdleos sobre el estado redox de la HSA en un sujeto sano (varén de 45 afios). A éste se le
administré diariamente 12 tabletas durante 4 semanas. Soprendentemente, el valor de f(HMA) fue
aumentando de 74,0 (fig. 1A) a 79,2 %, y el de f(HNA-1) fue disminuyendo de 24,3 (fig. 1A) a 19,9 % en el
intervalo de 4 semanas. Esto sugiere que el nivel antioxidante pudo haber crecido por efecto del
complemento de propdleos. Por tal razén, estudiamos el impacto de la ingesta de propdleos sobre el estado
redox de la HSA en dos pacientes enfermos de cancer gastrointestinal sometidos a una terapia
anticancerosa.

Caso 1: mujer de 56 afios con cancer gastrico y gastrectomia curativa. Se quejaba de falta de
apetito, debida tal vez a la gastrectomia. Durante una semana se le administré diariamente propdleos a
razén de 5 tabletas/dia, tomd durante otras 12 semanas 6 tabletas al dia y continué tomando 10 tabletas
cada dia durante otras 8 semanas. En el periodo en que se le administré el complemento de propdleos
mejoro un tanto el apetito y el valor de f (HMA) se mantuvo entre 73 y 79 %, indicando que el propdleos era
una substancia potencialmente eficaz en el combate del estrés oxidativo.

Caso 2: varén de 68 afios con cirrosis hepatica y cancer esofagico, tratado por radioterapia. El valor
de f (HMA) antes de sometérsele a radioterapia y de ingerir propodleos era de 66,6 %. Durante la radioterapia
que se extendié por 2 semanas se le administraron diariamente 10 tabletas de propdleos y continud
tomandolas 4 semanas mas. Los valores de f (HMA) en el momento inmediatamente anterior,
inmediatamente posterior y a las 4 semans de la radioterapia fueron de 63,5 (un perfil HPLC aparece en la
fig. 1B), 67,7 y 74,1 %, respectivamente. Es sabido que la radioterapia con ®Co, aun siendo una dosis
terapéutica para humanos, produce una serie de radicales de oxigeno, y la opinidn general es que éstos son
los responsables por numerosos estados de estrés oxidativo (DAVIES, 1987). De cualquier modo, nuestras
comprobaciones en relacién con el valor de f (HMA) en el caso 2 sugieren que el estado oxidativo por efecto
de la radioterapia se puede atenuar con complementos de propdleos. Ademas, el aumento progresivo del
valor de f (HMA) indica que las virtudes antioxidantes del propdleos podrian incrementar la capacidad
antioxidante total de los enfermos cancerosos.

Creemos que estas comprobaciones estan fuertemente apoyadas también por el hecho de que el
propdleos ejerce un papel beneficioso como complemento antioxidante. Hasta donde sabemos, éste es el
primer estudio in vivo que analiza la albumina oxidada y reducida en enfermos con cancer y estrés oxidativo
severo y que comprobd asimismo el efecto antioxidante del propdleos. Bien es cierto que para la
confirmacion de la validez de estas comprobaciones, asi como para la determinacion del significado clinico
de los datos aportados por este estudio se requieren mas estudios, que abarquen mas casos.
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Figura 1 - Perfiles HPLC representativos para el suero de (A) sujeto sano (varén de 45 anos) y (B) enfermo con cirrosis hepatica y
cancer esofagico (varén de 68 afios) obtenidos mediante un sistema HPLC con deteccion fluorescente (longitud de la onda de
excitacion 280 nm; longitud de la onda de emisién 340 nm). Para las condiciones detalladas de elucion, vease el texto. Los perfiles se
sometieron a una adaptacion a curvas numéricas (linea de puntos). Los valores obtenidos para cada fraccion vienen indicados en la
parte derecha de la figura.
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