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Resumen

La calidad de los productos de la abeja melifera (Apis mellifera L.) se han evaluado teniendo en cuenta sus propiedades
estéticas, determinables mediante analisis quimicos, fisicos e instrumentales. En la actualidad, se acepta, en general, que la calidad de
los productos apicolas habria que definirse sobre la base de las funciones dinamicas de cada uno de sus componentes. La jalea real
siempre ha sido valorada y muchas veces utilizada como substancia saludable. Son cada dia mas los testimonios cientificos que
apoyan la idea de que los componentes bioactivos mas atractivos de los productos apicolas son las proteinas de la jalea real. Un
descubrimiento de fecha reciente, de acuerdo con el cual las proteinas de la jalea real podrian actuar fisiolégicamente como
inmunomoduladores y supresores de las reacciones alérgicas, y sus virtudes hipotensoras y estimulantes de la proliferaciéon han abierto
una nueva etapa en la utilizaciéon de la jalea real y la miel de abejas. Nuestro estudio sistematico molecular-biolégico sobre las
proteinas individuales y los péptidos de la jalea real relevé que sus propiedades multifuncionales se podrian aprovechar como
marcadores para la estandarizacion de las dosis de uso de la jalea real, que pueda consumirse en la dieta diaria y que, después de
ingerida, regule o influya en un determinado proceso fisiolégico. Los efectos médicos y farmacolégicos de los productos apicolas se
evaluaran con mas precision y se cuantificaran en funciéon de la cantidad individual de proteinas de la jalea real presentes en la dieta.
Se presentan las propiedades de las proteinas individuales de la jalea real y sus funciones fisiolégicas durante el desarrollo larval y
como ingrediente de alimentos funcionales.
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Introduccion

Que la colonia de abejas meliferas es un superorganismo constituido por células individuales, que
de hecho son las propias abejas, queda reflejado en los mecanismos a través de los cuales las
pecoreadoras recolectan, elaboran, almacenan el néctar y el polen y se encargan de alimentar a la cria. A
las proteinas y los péptidos sintetizados por las abejas meliferas en la glandula post-cerebral les
corresponde un importante papel en los procesos de alimentacién y proteccién de la cria contra los agentes
patdégenos.

La jalea real es un producto segregado por la glandula postcerebral de las abejas nodrizas y sirve
de alimento a las larvas de abejas meliferas. Por trofalaxis es distribuida entre los individuos de la colonia
(CRAILSHEIM, 1992). La jalea real es un sistema formado por multitud de substancias, que contienen
proteinas (12-15 %), agua (60-70 %), azucares totales (10-12 %), lipidos (3-7 %), minerales, aminoacidos y
vitaminas (TAKENAKA, 1982; SIMUTH, 2001). Se considera que la jalea real es un alimento unico
elaborado en la naturaleza durante la evolucion de los animales.

El cuidado y la alimentacion de las larvas eclosionadas corren a cargo de las abejas meliferas
jévenes, que con las secreciones de sus glandulas postcerebrales suministran jalea de reina a la larva de la
futura reina, jalea de obrera a la larva de la futura abeja obrera y jalea de zdngano al futuro zadngano. Estos
tipos de jalea no difieren en cuanto a la composicion quimica de sus componentes basicos, tales como
proteinas, carbohidratos y lipidos. La principal diferencia consiste en que la jalea de reina, a distincion de la
jalea de obrera, contiene un componente que determina en qué se va a convertir un huevo diploide
genéticamente igual: en una reina o, en defecto de tal componente, en una abeja obrera. Pero a este
componente aun no se le ha identificado. La clave de este mecanismo regulador se halla codificada en
genes especializados de la abeja melifera, que lo activan en la fase inicial del desarrollo larval de la futura
reina y lo reprimen en la larva de la futura abeja obrera. Se trata de la llamada manifestacion diferencial de
los genes, regulada a menudo por las hormonas, implicadas asimismo en la regulacion de la manifestacion
de otros genes responsables por varias sefales fenotipicas que diferencian a la reina de las obreras. Por
esta diferenciacion y debido a que las abejas meliferas alimentan a la reina con jalea real a lo largo de toda
su vida, ésta tiene una larga vida. Las reinas viven de 4 a 5 afos, las obreras solo 3-4 semanas. Este
fendmeno sugiere que la jalea real pudiera ser un recurso para la longevidad de los humanos. Aun siendo
una hipétesis todavia no comprobada experimentalmente, descubrimientos cientificos de fecha reciente
sugieren que particularmente las proteinas contenidas en la jalea real podrian ser el factor revitalizante en la
nutriciéon humana. Las proteinas segregadas por las abejas meliferas en sus productos desempefan
diferentes funciones para crear 6ptimas condiciones de desarrollo de la colonia de abejas meliferas. Las
glandulas hipofaringeas, mandibulares y salivales son fuente de las proteinas mas importantes de las
abejas meliferas. En estas glandulas se sintetizan cientos de proteinas y péptidos diferentes, con un papel
insustituible en la alimentaciéon de la cria y su diferenciacién, en la transformacién del polen floral en
pelotillas de polen y luego en pan de abejas, lo mismo que en la tecnologia Unica de transformacién del
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néctar en miel. Estas proteinas como secrecion exdgena de las abejas meliferas favorecen el contacto
directo con la fuente de alimento (los carbohidratos del néctar, las proteinas del polen) y la proteccién
(barrera protectora) contra los agentes patdégenos.

Proteinas exdgenas de la abeja melifera

Clasificacién de las proteinas segregadas por la abeja melifera en la jalea real y los productos de
ella derivados

Gran parte de la jalea real esta constituida por proteinas, que representan un 50 % de la materia
seca de la jalea real (SIMUTH, 2001). Las proteinas importantes representan 90 % de la cantidad total de
proteinas con masa molecular de 49-87 kDa atribuida a una proteina y a la familia de gen (HANES y
SIMUTH, 1992; SCHMITZOVA et al., 1998; MALECOVA et al., 2003). Las proteinas menores contenidas en
la jalea real estan constituidas por proteinas y péptidos con distintas funciones, entre las cuales propiedades
antimicrobianas y antifungicas (FUJIWARA et al., 1990; BILIKOVA et al., 2001; BILIKOVA et al., 2002;
BACHANOVA et al., 2002).

Atendiendo a sus funciones, las proteinas y los péptidos exdgenos de las abejas meliferas se
pueden clasificar como sigue:

Enzimas tecnoldgicas - involucradas en la transformacion del néctar en miel: a-glucosidasa,
glucosa-oxidasa, catalasa y amilasa.

Proteinas nutritivas - segregadas en el alimento larval como principal fuente proteica de las larvas
de abejas meliferas.

Proteinas y péptidos protectivos - segregados por las abejas meliferas en sus productos y que
protegen a la cria en desarrollo contra los agentes patégenos.

Proteinas y péptidos fisioldgicamente activos - cumplen diferentes funciones dentro de la colonia de
abejas e influyen en los procesos de los cultivos de tejidos celulares de animales in vitro.

Propiedades estructurales de la jalea real

En general, a la jalea real se le define como emulsién. El examen de la jalea real fresca bajo el
microscopio electrénico de escaneo (SEM) evidencié sus caracteristicas estructurales unicas (SIMUTH,
2001).

El examen con el SEM mostré que en ciertas zonas la capa de jalea real contiene particulas
esféricas globulares relativamente grandes (Fig. 1). Su tamafio oscila entre 20 y 80 ym. Estos "globulos”
estaban interconectados a través de un sistema de canales filamentosos. El diametro de los filamentos es
de mas o menos 2 um y su longitud variable. El aumento de un glébulo evidencid filamentos que irradiaban
desde la superficie como una concha del glébulo. Se emitié la idea de que la fina estructura de la jalea real
es generada por las glandulas hipofaringeas de la abeja melifera.

Fig. 1 - Visualizaciéon SEM de las particulas globulares especificas de la jalea real natural. Una
celda de reina con larva de 2 dias (Apis mellifera carnica L.) fue recortada de un panal del apiario
particular del autor. Se aparté la larva y la jalea real de la celda se congel6 a -20° C, con el fin de
investigar a grandes rasgos las caracteristicas estructurales de la jalea real con SEM. Al efecto de
evitar que se destruyera la estructura original de la jalea real, se omitieron los procedimientos de
fijacion. Las muestras de jalea real se tomaron de las muestras congeladas. Se expusieron a la
temperatura ambiente por 72 horas y pudieron formar una capa fina sobre discos de aluminio de
1,2 cm de diametro. Luego se colorearon negativamente las muestras con Cu en una camara de
vacio a 10° Pascal y se examinaron con SEM (Jeol, modelo JSM-580, Japén).
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Preparacion de las proteinas de la jalea real en forma natural

Para poder aislar las proteinas en un estado lo mas natural posible, pusimos a punto un método de
fraccionamiento de la jalea real por centrifugacion (SIMUTH, 2001). Asi obtuvimos tres capas netamente
distintas bajo el aspecto fisico. La fraccion sobrenadante era un fluido verdiamarillo, denominado plasma, y
que representaba el 61 % (w/v) de la jalea real nativa. Una fraccién viscosa amarillo amarronada,
denominada jalea y que representaba la capa intermedia, tenia una consistencia gelatinosa. Esta fraccion
representaba el 32 % de la cantidad de jalea real (w/v). El sedimento blanco del fondo (7 % w/v de la jalea
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real) parecia ser una substancia casi solida. Cantidades significativas de acidos grasos estaban
concentradas en fracciones de menor contenido de agua. Por ultracentrifugacion se obtuvo un gel semi-
s6lido amarillo de oro, parecido al ambar. Los analisis bioquimicos mostraron que se trataba de una
importante proteina de la jalea real (antiguamente denominada MRJP1) tipo albumina, razén por la cual
recibié el nombre de apalbumina-a. Por tanto, es ldgico sugerir que por la interaccion entre apalbumina-a y
acidos grasos resulto la fraccion proteica insoluble en agua de la jalea real. Lo interesante es que otras
proteinas de la jalea real, localizadas predominantemente en la fraccién sobrenadante, como apalbumina-3
(antiguamente denominada MRJP2) y apalbumina-y (denominada antiguamente MRJP3) no pueden formar
un gel, a pesar de su gran semejanza a la apalbumina-a (SCHMITZOVA et al., 1998).

Propiedades fisicas y quimicas de la apalbumina-a

Se comprobé que apalbumina-a formé una estructura subunitaria (SIMUTH, 2001). La subunidad
basica es de aproximadamente 420 kDa y se formé del mondmero basico de 55 kDa. Las observaciones
microscopicas mostraron que apalbumina-a en soluciones acuosas forma estructuras similares a las
encontradas también en la jalea real. En funcion de la concentracién de la apalbumina-a, se generaron
diferentes estructuras con repetabilidad regular (Fig. 2). Se trata de una estructura autointegradora de la
proteina, producto de la oligomerizacion de sus subunidades. Lo interesante es que otras proteinas de la
jalea real no tienen habilidad para la oligomerizacion, pese al alto grado de similitud secuencial con
apalbumina-a.

Fig. 2 - Autointegracion de las estructuras filamentosas regulares de apalbumina-a.
La visualizacién con el microscopio de luz se efectué a los 20 minutos de la
aplicacion de una gota (3 ul) de apalbumina-a (80 mg por 1 ml de agua) sobre el
cubreobjetos.

¢, Cual es la funcién de las estructuras autoformadoras de apalbumina-a en la colonia de abejas
meliferas? Numerosas proteinas son mucho mas estables en estructuras supramoleculares que en formas
monomeéricas. Si se toma en cuenta el alto contenido en proteinas de la jalea real, teéricamente no se
puede suponer que todas las proteinas nutritivas de la jalea real son metabolizadas inmediatamente. La
elevada concentracién de aminoacidos induciria una presion osmaética desproporcionalmente alta en el
tracto digestivo de la larva. Comprobamos asimismo que apalbumina-a aparece también en la miel y el
polen. La abeja melifera puede aprovechar las propiedades estructurales de apalbumina-a en la
transformacion del polen floral en pelotilla de polen. Al parecer la abeja melifera envuelve el polen en
apalbumina como un emparedado. Apalbumina-a es en la jalea real un factor formador de textura, pero lo es
también en los cosméticos que contienen jalea real. Parece que apalbumina-a cumple mas funciones que
su papel nutricional en el desarrollo de la larva.

Propiedades fisiologicas de las proteinas de la jalea real

Se pueden hacer varias generalizaciones en relacion con las propiedades fisiologicas de las
proteinas importantes de la jalea real. Las manifestaciones comportamentales tan sugerentes no dicen
directamente si las proteinas importantes de la jalea real cumplen las mismas funciones en el estadio
temprano y en el tardio del desarrollo larval. El estudio de la escisién de la proteina de la jalea real en el
intestino medio de la larva (TSAO y SHUEL, 1968) mostré que algunas de las proteinas de la jalea real
pudieron traspasar el epitelio del intestino sin sufrir ningin cambio. El alto contenido en aminoacidos
esenciales le predestind el papel nutricional que asume en la colonia de abejas.

La fraccion proteica de la jalea real producida por las abejas meliferas contiene numerosos
componentes valiosos y substancias biolégicamente activas. Ademas de las proteinas importantes, en la
jalea real hay escasas cantidades de otras proteinas menores y también de péptidos antibiéticos
(FUJIWARA et al., 1990; BILIKOVA et al., 2001; BILIKOVA et al., 2002). Particular interés presentan las
proteinas bioactivas y los péptidos presentes en la secuencia aminoacido de las proteinas de la papilla.
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Estos péptidos, inactivos en la secuencia de la proteina parental, pueden ser liberados por protedlisis
enzimatica, por ejemplo en la digestién gastrointestinal o durante la elaboracién del alimento. Una vez
liberados en el cuerpo, los péptidos bioactivos pueden actuar como componentes reguladores con actividad
similar a la de las hormonas. Las estructuras de las secuencias biolégicamente activas aun no han sido
obtenidas y hay que seguir investigando sobre la digestion enzimatica in vitro y/o la digestion
gastrointestinal in vivo de las respectivas proteinas.

Los componentes bioactivos de la jalea real no estan completamente evaluados. De cualquier
forma, un reciente estudio in vitro demuestra que algunas proteinas importantes de la jalea real influyen en
procesos fisiolégicos muy importantes. Habria que tomar en célculo los péptidos bioactivos de la jalea real y
de sus proteinas importantes como moduladores en potencia de los distintos procesos reguladores del
organismo. La relaciéon entre actividad y estructura y el mecanismo a través del cual las proteinas
importantes de la jalea real ejercen sus efectos inmunomoduladores aun no han sido determinados. No
obstante, los resultados obtenidos con las proteinas 350 kDa y 55 kDa de la jalea real sugieren que sus
proteinas importantes podrian influir en importantes procesos celulares. Las proteinas 350 kDa con una
secuencia de aminoacido con terminal N, como apalbumina-a (SCHMITZOVA et al., 1998) estimulan la
proliferacion de los monocitos humanos (linea de células U 937) y los hibridomas humano-humano (linea de
células HB4C5) (KIMURA et al., 1995). Los autores citados descubrieron que las estructuras de las cadenas
de azucar con enlace N de la proteina 350 kDa son de hecho la estructura tipica de la manosa (Man9-
GIcNAc?2), frecuentemente detectada en animales, plantas e insectos. La proteina 55 kDa de la jalea real
con terminal N de la secuencia de aminoacido y que es idéntica a la segunda proteina importante en
abundancia de la jalea real, eso es apalbumina-a (SCMITZOVA et al, 1998; BILIKOVA et al., 1999),
mantiene la gran viabilidad del cultivo primario de células de ratén, pero no estimula la proliferacién de los
monocitos humanos (KIMURA et al., 1996). La evaluacion de las estructuras quimicas de las importantes
proteinas bioactivas de la jalea real es el primer paso hacia el descubrimiento del mecanismo molecular de
sus actividades fisioldgicas sinérgicas con otros componentes bioactivos de la jalea real.

Desde el punto de vista de la actividad fisiolégica, la posicion dominante corresponde a las
proteinas albuminoides mas abundantes de la jalea real: apalbumina-a &acida (SIMUTH, 2001) y
apalbumina-B basica (BILIKOVA et al., 1999), que aparecen también en el cerebro de la abeja melifera
(KIMURA et al., 1995; KUCHARSKI y MALESZKA, 2002). Estos descubrimientos y las similitudes entre el
sistema inmune de los insectos y en de los mamiferos (DUSHAY et al., 1966; IMLER y HOFFMANN, 2001;
BAUD y KARIN, 2001) mostraron que las proteinas de la jalea real podrian ser el factor involucrado en la
regulacion de los procesos fisioldgicos importantes. Esto quedé indirectamente confirmado al descubrirse
que la solucién de miel pura al 1 % induce la liberacién de TNFa de 6 células unprimed monomac, en tanto
que la miel artificial no lo hace (TONKS et al., 2001).

Los datos relativos a las propiedades fisioloégicas de las proteinas de la jalea real, asi como la
activacion de la proliferacion de los monocitos humanos (KIMURA et al.,, 1995), o las propiedades
inmunomodeladoras de la jalea real (SVER et al., 1996), la supresion de las reacciones alérgicas a la jalea
real (OKA et al., 2001), o la actividad hipotensora de los péptidos bioactivos de la jalea real (MATSUI et al.,
2002) amplian el potencial de su aplicacion en la farmacéutica e indican su funcién natural en la evolucion
de la abeja melifera, donde pueden desempefar el papel de inducir el mecanismo de defensa durante el
desarrollo larval. Si esta suposicion es correcta, las proteinas de la jalea real podrian inducir la produccion
de biorreguladores tipo citokina, con importante funciéon en el sistema inmunitario, en los procesos
inflamatorios, y podria colaborar también al control de la proliferacién, diferenciacion y apoptosis celular.
Esta suposicion fue confirmada por nuestros experimentos preliminares, en los que comprobamos la
induccion de citokinas en los macréfagos murinos por las proteinas de la jalea real. Nuestras observaciones
indican que las proteinas de la jalea real son las responsables por el estimulo in vitro de la produccion de
TNF-a en los monocitos humanos por una solucion acuosa de miel al 1 % (TONKS et al., 2001). Indican
asimismo que la accion de las proteinas de las abejas meliferas pueden estimular un sistema especifico (la
red de citokinas) que activa los genes responsables de la produccion de substancias defensivas, antes de
que aparezca la infeccion bacteriana.

La abeja melifera, igual que otros insectos, responde a las infecciones bacterianas por la induccién
acrecentada de genes codificados para péptidos antimicrobianos, secretados ulteriormente en la hemolinfa.
Esta "respuesta inmune" es muy rapida (se produce dentro de un par de horas), pero muchas veces no es
especifica (CASTEELS, 1997; ZASLOFF, 2002). Algunos péptidos antimicrobianos de las abejas meliferas
(apidecina, abecina e himenoptecina) son inducidos especificamente y liberados en la hemolinfa apenas
después de la infeccidon bacteriana, mientras que defensin-royaliyina (FUJIWARA et al., 1990) y apisimina
(BILIKOVA et al., 2002), descubiertas en la jalea real, se sintetizan probablemente a lo largo de toda la vida
de la abeja melifera. Las proteinas y los péptidos de la jalea real pueden participar en el mecanismo
defensivo de la abeja melifera contra los agentes patdgenos, inactivando directamente los microorganismos
que aparecen en los productos de la abeja melifera e induciendo citokinas con participacién en la regulacion
de la transcripcion de las proteinas y los péptidos defensivos.

Los datos obtenidos en relacion con las propiedades bioquimicas y bioldgicas de las proteinas de la
jalea real serviran de base para los genomas funcionales del sistema defensivo de la abeja melifera contra
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las enfermedades y también para el mejor entendimiento de las propiedades fisiolégicas de los productos
apicolas en tanto que componentes del alimento funcional. Adn es dificil valorar la eficacia clinica de la jalea
real, pero existe la esperanza de que la investigacion descubra el mecanismo de actuacion o las dosis
apropiadas y su periodo de aplicacion. Esta presentacion de un estudio experimental a nivel molecular
sobre las proteinas segregadas por las abejas meliferas en sus productos es un intento de definir la
bioactividad de las proteinas y los péptidos de la jalea real como importante nutrimento.
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