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RESUMEN

Objetivo: Cuantificar niveles de Inmunoglobulinas (IgE, IgG, IgM e IgA), alblimina, proteinas totales y parametros hemato-
l6gicos (eritrocitos, leucocitos, plaquetas, hemoglobina, hematocrito, HCM, VCM, CHCM) antes y después a la exposicion al
veneno de abeja. Métodos: Estudio analitico, experimental. Se evaluaron 25 jévenes varones voluntarios estudiantes de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de una universidad. La significancia entre las variables fue determinada mediante la prueba
t-Student y v-Wilcoxon. Resultados: El efecto del veneno de abeja no mostré diferencia significativa sobre 19G, proteinas
totales y albimina, aunque hubo significancia en los niveles de IgM, IgE e IgA. En los parametros hematoldgicos no hubo
diferencia significativa (p>0.05) para eritrocitos, leucocitos, plaquetas, hematocrito, VCM y CHCM, pero hubo diferencia sig-
nificativa (p<0.05) para Hb y HCM. Conclusion: Estos resultados muestran que el veneno de abeja alerta al sistema inmu-
nologico humoral en jovenes varones sanos.
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LEVELS OF IMMUNOGLOBULINS, TOTAL PROTEINS,
ALBUMIN, AND HEMATOLOGY PARAMETERS [N YOUNG
MEN STUNTED BY APIS MELLIFERA

ABSTRACT

Objective: It quantified levels of Immunoglobulins (IgE, 1gG, IgM, and IgA), albumin, total proteins, and hematological parame-
ters (erythrocytes, leukocytes, platelets, hemoglobin, hematocrit, HCM, VCM, CHCM) before and after exposure to bee venom.
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Methods: It was an analytical and experimental study. It evaluated Twenty-five young male volunteer students from a Biolo-
gical Sciences Faculty of a university. The significance between the variables was determined using the t-Student and v-Wil-

coxon tests.

Results: The effect of bee venom showed no significant difference in IgG, total proteins, and albumin, although there was
significance in the levels of IgM, IgE, and IgA. In the hematological parameters: There was no significant difference (p>0.05)
for erythrocytes, leukocytes, platelets, hematocrit, MCV, and CHCM, but there was a significant difference (p<0.05) for HB
and HCM. Conclusion: These results show that bee venom alerts the humoral immune system in young, healthy males.

Key words: Apis mellifera, Bee venom, immunoglobulins, total proteins, albumin, apitherapy

INTRODUCCION

Generalmente, el ser humano acude a los especialistas
para recuperar su salud ante una enfermedad. No obs-
tante, frente a enfermedades cronicas, esta recuperacion
implica muchas veces afios de tratamiento, situacion que
provoca la mirada hacia la medicina alternativa (1).

La apiterapia ha sido empleada desde tiempos inmemora-
bles documentandose en grandes imperios de la antigtie-
dad (2), la explicacién podria vincularse a la coevolucién
humana frente a los estimulos de toxinas animales (3).
Consiste en el uso de los productos de las abejas (4), en-
tre ellos la apitoxina o0 veneno de abeja (VA), el cual se
inocula a través del aguijon de estos himendpteros con el
objetivo de tratar diversos padecimientos (5).

La vida de las personas que padecen enfermedades cro-
nicas o alergias al veneno de abeja se ve condicionada
al cambio en su rutina diaria y al estrés afiadido, por esa
razon la inmunoterapia con veneno de abeja puede ser
una alternativa para la salud, ya que mejora la calidad de
vida de estas personas (5-10); sin embargo, se debe con-
siderar la respuesta del organismo pues hay reportes de
casos de muerte por anafilaxia y complicaciones después
de una picadura de abeja, incluso en pacientes tolerantes
(11).

La respuesta inmune a la apitoxina estd ampliamente ex-
plicada pues se conoce que los principales alérgenos del
veneno son principalmente proteinas como la melitina, la
hialuronidasa y la fosfolipasa, que constituyen el 50-75%
del total (12-15).

Estudiar la respuesta inmunoldgica de jovenes sanos a
los componentes del veneno de abeja permitiria examinar
los mecanismos biologicos que se desencadenan como
producto de la exposicién a estos alérgenos en la misma
linea de algunos reportes previos (16).

Asi, en esta investigacion se cuantificaron los niveles sé-
ricos de inmunoglobulinas, proteinas totales, albimina y
algunos parametros hematoldgicos (eritrocitos, leucoci-
tos, plaquetas, hemoglobina, hematocrito, hemoglobina
corpuscular media, volumen corpuscular medio, concen-
tracion hemoglobina corpuscular media) antes y después
a la exposicion de apitoxina en estudiantes universitarios

d

varones sanos con el propdsito de conocer el efecto de
ese veneno sobre los componentes cuantificados y refor-
zar la practica de la inmunoterapia con el VA.

METODOS

Poblacién y muestra

El universo fue de 13.000 estudiantes de la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo. La poblacién objetivo fue de
500 jovenes de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (FC-
CBB) donde se publicd una invitacién para participar en
esta investigacion. A la misma acudieron 25 estudiantes
varones voluntarios. Ellos fueron evaluados por un mé-
dico e informados acerca de la investigacion. Finalmente
firmaron su consentimiento informado (Unidad de Investi-
gacion FCCBB-UNPRG).

Técnicas de estudio

Obtencion de las muestras sanguineas

Antes de someterlos a los efectos de la apitoxina, se les
extrajo sangre (6 mL) por puncién venosa empleando el
sistema Vacutainer en un tubo con gel separador sin anti-
coagulante. A partir de esta muestra se obtuvo suero que
se guardo a -20°C para cuantificar inmunoglobulinas (IgG,
IgA, IgM e IgE), proteinas totales y albumina. Después
de 24 horas de haber recibido la tltima picadura (fin del
tratamiento), se les extrajo nuevamente la misma cantidad
de sangre, en las mismas condiciones y se cuantificaron
las mismas variables. En el proceso, se seleccion6 alea-
toriamente a 16 participantes, a quienes se les extrajo 3
mL de sangre en un tubo con EDTA y se les realizd un
hemograma completo, antes y después del tratamiento.

Prueba de susceptibilidad al veneno de abeja o apitoxina

Antes del tratamiento, cada participante fue picado por
una abeja en la parte interna media del codo izquierdo. En
la investigacion fueron incluidos aquellos estudiantes que
no presentaron inflamacién (edema >10 cm) después de
72 horas de la picadura (17).
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Tratamiento

El tratamiento consistio en doce (12) picaduras interdia-
rias por una abeja en los musculos trapecios, una region
bien irrigada que facilitd la difusion de la apitoxina (19).

Determinacion de los niveles de inmunoglobulinas, protei-
nas totales, albumina y hemograma completo.

Las inmunoglobulinas fueron cuantificadas antes y des-
pués de las picaduras, empleando kits comerciales de
ABCAM® basados en el Inmunoensayo de Electroqui-
mioluminiscencia (ECLIA) indicado por Mathew et al. (18).
Las proteinas totales y albumina, fueron cuantificadas si-
guiendo las instrucciones del fabricante, antes y después,
con los kits comerciales de QCA® usando los reactivos de
Biuret y verde de Bromocresol, respectivamente.

Los parametros hematologicos del hemograma comple-
to (eritrocitos, leucocitos, plaquetas, hematocrito (HTO),
hemoglobina (Hb), volumen corpuscular medio (VCM),
hemoglobina corpuscular media (HCM) y concentracion
de hemoglobina corpuscular media (CHCM)) fueron de-
terminados por medio de un equipo automatizado de tres
(3) estirpes de la marca GENRUI® modelo KT-6400.

Andlisis estadisticos

El disefio experimental fue un antes y un después. Cada
estudiante se registro en una hoja de célculo con un cédi-
go que garantizé su privacidad (H1, H2,.., H25), se regis-
tr6 su edad, talla, peso e indice de masa corporal (IMC),
asi como los valores de las variables analizadas, antes
y después del tratamiento. La normalidad de estos datos
fue determinada con el test de Shapiro-Wilk. Se estable-
cio la significancia estadistica, entre los valores de las
variables antes y después, con los estadisticos t-student
y v-wilcoxon, para los datos paramétricos y no paramétri-
cos, respectivamente.

RESULTADOS

Todos los participantes completaron el tratamiento y nin-
guno mostro sensibilidad o alergia a la apitoxina.

Los participantes tuvieron una edad promedio de 21 +/-
2.20 afios, un peso de 66.0 +/- 8.12 Kg, una estatura de
1.70 +/- 0.0478 m, e IMC de 22.7 +/- 2.87.

Antes de la exposicion a la apitoxina, los participantes te-
nian los niveles promedio: de IgG de 1280 +/- 174 mg/dL,
IgA de 260 +/- 82.0 mg/dL, IgM de 82.9 +/- 35.7 mg/dL, IgE
de 406 +/- 443 IU/mL, y proteinas totales de 7.67 +/- 0.7
gr/dL y albimina de 4.13 +/- 0.9 gr/dL.

Los rangos de referencia (RR) para las inmunoglobulinas
fueron 1gG (700-1600 mg/dL), IgA (70-400 mg/dL), IgM
(40-230 mg/dL), IgE (<100 IU/mL), proteinas totales (6.0-
8.0 gr/dL) y albimina (3.5-5.5.g/dL).
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Antes del tratamiento se encontraron estudiantes con va-
lores por encima del RR: el 4% de estudiantes para IgG,
8% para IgA, 76% para IgE y 20% para proteinas totales;
y por debajo: el 8% estudiantes para IgM y 36% para al-
bumina.

Después de la exposicion a la apitoxina, los participantes
tenian los niveles promedio de: IgG de 1290 +/- 196 mg/
dL, IgA de 262 +/- 90.9 mg/dL, IgM de 93.0 +/- 34.5 mg/
dL, IgE de 493 +/- 551 IU/mL, proteinas totales de 7.33
+/- 0.873 gr/dL y albimina de 4.05 +/- 1.15 gr/dL.
Después del tratamiento se encontraron estudiantes con
valores por encima del RR: 4% estudiantes para IgG, 8%
para IgA, 72% para IgE y 12% para proteinas totales. Por
debajo: ningun estudiante para IgM y 36% para albdmina.
(Tabla l)

El andlisis estadistico mostré que no hubo diferencia
significativa antes y después del tratamiento para la IgG
(p=0.74), proteinas totales (p=0.55) y albumina (p=0.21);
sin embargo, si hubo diferencia significativa para la IgM
(p=0.00), IgE (p=0.04), € IgA (p=0.04).

Antes de la exposicion a la apitoxina, los participantes te-
nian los niveles promedio de: hematies 5.09 +/- 0.3 x 109/
mm?, leucocitos 6.94 +/- 1.5 x 103/ mm?, PLT 251 +/- 40.6
x 103 mm?, HTO 46.1 +/- 2.70 %, HB 14.9 +/- 0.9 g/dL.
(Tabla I1).

Las constantes corpusculares presentaron los siguientes
valores promedio: VCM 90.5 +/- 2.3 fL, HCM 29.5 +/- 1.0
pg, CHCM 32.5 +/- 1.1 g/dL (Tabla Il).

Los rangos de referencia fueron los siguientes: hematies
3.5-5.5 108 mm?, leucocitos 4.0-11.0 103/ mm?, PLT 150-
450 10% mm?®, HTO 35-47 %, HB 11.7-15.3 g/dL, VCM 80-
95 fL, HCM 26-32 pg, CHCM 31-34 g/dL.

Antes del tratamiento se encontraron estudiantes con va-
lores por encima del RR: 12.5% estudiantes para hema-
ties, 6.25% estudiantes para leucocitos, 25% estudiantes
para HTO, 25% estudiantes para HB, 6.25% estudiantes
para VCM'y 6.25% estudiantes para CHCM; y por debajo,
6.25% estudiantes para PLT.

Después de la exposicién a la apitoxina, los participantes
tenian los niveles promedio: hematies de 5.17 +/- 0.236 x
108 mm®, leucocitos 6.24 +/- 1.04 x 10% mm?, PLT 230 +/-
48.0 x 10 mm?, HTO 46.8 +/- 1.90 %, HB 15.4 +/- 0.563 g/
dL. (Tabla Il). Las constantes corpusculares presentaron los
siguientes valores promedio: VCM 90.6 +/- 1.71 fL, HCM
30.0 +/- 1.06 pg, CHCM 32.8 +/- 0.474 g/dL (Tabla Ill).
Después del tratamiento se encontraron estudiantes con
valores por encima del RR: 12.5% estudiantes para he-
maties, 43.75% estudiantes para HTO y 56.25% para HB.
El andlisis estadistico mostré que no hubo diferencia
significativa entre los valores antes y después del trata-
miento para hematies (p=0.33), leucocitos (p=0.14), PLT
(p=0.08), HTO (p=0.33), VCM (p=0.91), CHCM (p=0.21);
por otra parte, si hubo diferencia significativa para HB

(p=0.03) y HCM (p=1.19x10%).
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Tabla 1. Niveles de Inmunoglobulinas, proteinas totales y albumina; antes (Pre) y después (Post) del tratamiento

Proteinas .
lgG lgA lgM IgE Totales Albumina
EDA (N=25) | Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
Media(SD) 1280 | 1290 | 260 262 | 829 | 93.0 | 406 493 767 | 733 | 413 | 4.05
(174) | (196) | (82.0) | (90.9) | (35.7) | (34.5) | (443) | (551) | (0.7) | (0.9) | (0.9) | (1.2)
Mediana 1290 | 1240 | 230 233 | 790 | 87.0 151 249 752 | 751 | 466 | 4.72
[Min, Max] [890, | [993, | [161, | [111, | [32.0, | [43.0, | [9.28, | [12.9, | [6.56, | [4.44, | [2.72, | [2.45,
' 1620] | 1710] | 486] | 513] | 152] | 148] | 1620] | 1830] | 9.64] | 8.29] | 5.01] | 5.21]
IQR.75% 179 213 10 105 56 56 510 736 | 048 | 065 | 195 | 236
Tabla Il. Hemograma antes (Pre) y después (Post) del tratamiento.
Eritrocitos Leucocitos Plaquetas Hematocrito Hemoglobina
EDA (N=16)
Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
Media (SD) 5.09 5.17 6.94 6.24 251 230 46.1 46.8 14.9 154
(0.3) (0.2) (1.5) (1.0) (40.6) (48.0) (2.70) (1.9) (0.9) (0.6)
Mediana [Min 5.07 5.21 6.58 6.04 250 216 46.0 47.0 14.8 15.5
Max] " [4.60, [4.52, [5.15, [4.90, [146, [162, [42.0, [42.0, [13.5, [14.2,
5.71] 5.49] 11.3] 8.40] 299] 331] 52.0] 49.4] 16.7] 16.2]
IQR.75% 0.343 0.19 1.02 1.75 52 62.5 1.75 213 0.7 0.7
Tabla Ill. Constantes corpusculares antes (Pre) y después (Post) del tratamiento.
VCM HCM CHCM
EDA (N=16)
Pre Post Pre Post Pre Post
Media (SD) 90.5(2.3) 90.6 (1.7) 29.5(1.0) 30.0 (1.1) 325(1.1) 32.8(0.5)
. . 90.3 [87.1, 90.2 [88.2, 292277, 30.1[28.5, 32.3[31.0, 32.8[31.9,
Mediana [Min, Max] 95.9] 95.0] 31.6] 32.0] 35.0] 33.6]
IQR.75% 2.98 1.7 1.05 0.95 1.2 0.625
DISCUSION encadena la liberacion de histamina desde esas células

El ser humano esta expuesto a agresiones biologicas y
no bioldgicas del ambiente por lo que ha desarrollado un
sistema de defensa, denominado sistema inmunolégico.
Este posee dos mecanismos: inmune innato o natural y
adaptativo o especifico. Ambos mecanismos actdan si-
nérgicamente para neutralizar el veneno de la abeja (20).
Esta documentado que, de la compleja mezcla de bioac-
tivos (péptidos, enzimas y compuestos de bajo peso mo-
lecular) de la apitoxina, los principales alérgenos como
fosfolipasa A2 (Api m1), hialuronidasa (Api m2) y melitina
(Api m4) (21-23) son los que desencadenan la respuesta
inmune tanto innata (o natural) como la adaptativa (o es-
pecifica) actuando concomitantemente en el proceso de
neutralizacion del veneno de la abeja (16,20,24). En ese
proceso hay reacciones locales o sistémicas. General-
mente se forman eritemas en la zona afectada asociados
al péptido degranulador de mastocitos (MCDP) que des-

d

(12).

La IgE, es un anticuerpo implicado en reacciones de hi-
persensibilidad mediadas por IgE, (25) por ejemplo las
picaduras de himenopteros (15) y sus niveles plasmaticos
suelen estar relacionados al consumo de alcohol, tabaco,
infestacion por helmintos, asma extrinseco e intrinseco,
atopia por aeroalérgenos comunes, obesidad y otros
determinados, en gran medida, por factores genéticos
(26-29). Considerando el rango referencial de IgE total
(IgEt) <100 IU/mL, el 76% de los sujetos en este estudio
tuvieron niveles elevados de IgE, con una media de 406
+/- 443 |U/mL antes del tratamiento. Los niveles de IgEt no
mostraron una distribucion normal en la poblacion, aun-
que la mayor parte present6 niveles de IgEt inferiores a
100-150 IU/mL; asi, es frecuente que una parte significati-
va de sujetos normales tengan valores de IgEt superiores
a este limite (20). Sharma et al. encontraron una amplia
superposicion entre los niveles de IgE en pacientes alérgi-
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cos y sujetos sanos (30), esto también fue demostrado por
Fajraoui, et al. cuyos grupos controles mostraron niveles
de IgEt por encima de los rangos referenciales (30), por lo
tanto, IgEt es un marcador no especifico para el descarte
de transtornos alérgicos (30-32), sugiriendo que los nive-
les altos de IgEt en los sujetos de estudio podrian ser una
predisposicion de padecer enfermedades atdpicas (28-
29). La activacion del sistema inmune se vio posterior a la
exposicion de la apitoxina en dos puntos: en el aumento
del promedio de IgEt 493 +/- 551 IU/mL, debido a que
los componentes de la apitoxina promueven la produccion
de IgE (15), aumentando en un inicio, los niveles de IgEt
seguido de un paulatino descenso (28) y, en la diferencia
significativa en los niveles de IgEt (p=0.04), coincidiendo
con Chimoy, et al. quienes observaron un incremento en
el nivel de todas las inmunoglobulinas (16) pero difiriendo
con Matysiak, et al. que reportaron variaciones no sig-
nificativas (33) al igual que EI-Abd, et al. quienes, por el
contrario, demostraron una disminucién significativa (34).
Apesar de que la literatura sefiala a I9G como el principal
anticuerpo diana para la investigacion inmunolégica y el
diagnostico clinico (35), los niveles de IgG total (IgGt) re-
portados en este trabajo no mostraron significancia, a di-
ferencia de lo encontrado por Chimoy, et al. y EI-Abd, et al.
quienes reportan un incremento significativo (16,34). Esto
podria sugerir que la principal subclase de IgG producida
en contra del VA es 19G, especifica a sus antigenos, pues
esta subclase esta relacionada a las reacciones alérgicas,
la cual representa del 2 al 6% de la concentracion total de
IgG (35). Es necesario realizar estudios para evaluar los
niveles de IgG especifica para VA total o a sus alérgenos.
Sang-Mi, et al. reportaron que el VA no afecta a las protei-
nas totales y albumina (36) coincidiendo con lo hallado en
esta investigacion ((p=0.55), (p=0.21) respectivamente),
pero no acorde con la diferencia significativa reportada
por El-Hanoun, et al. (39). Esto permite asumir que exista
diversidad en la composicién de VA, pudiendo depender
del impacto en el contenido del VA producido por los cam-
bios estacionales, ya que afectan a las flores, frutos y, por
ende, su alimentacion (37-38).

La literatura es esquiva respecto a los detalles de la in-
teraccion de la IgA e IgM con el VA, no obstante, en esta
investigacion se encontré diferencia significativa para
IgM (p=0.00) e IgA (p=0.04), al igual que lo reportado por
El-Hanoun, et al. y El-Komy, et al. quienes encontraron
diferencias significativas entre los grupos tratamiento y
control en conejos (39,40).

Teniendo en cuenta que el VA tiene tres alérgenos bien
estudiados (Api m1, Api m2, Api m4) proponemos que el
VA activa al sistema inmunolégico de manera integral y
lo estimula a producir IgM, desencadenando un efecto
“shotgun” (22,23). Sin embargo, se requieren mas es-
tudios, particularmente para dilucidar el efecto del VA
sobre IgM.
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Estudios previos demuestran que algunos constituyentes
hematologicos como los hematies, leucocitos y Hb son
afectados por el VA (39,40), sin embargo, este estudio de-
mostrd que hematies y leucocitos no presentaron cambios
significativos coincidiendo con lo reportado por Sang-Mi,
et al., aunque la Hb si presentd diferencia significativa
(p=0.03) (36), siendo parcialmente similar a lo encontra-
do por Mufoz, et al. quienes informaron una disminucién
transitoria en los hematies y HB (41). Por otra parte, El-
Komy, et al. determinaron que tanto el HTO, VCM, CHCM
y HCM no son afectados (40), coincidiendo con los re-
sultados obtenidos (Tablas II-ll), difiriendo solo en HCM
(p=1.19x10"%) que fue significativo y, con El-Hanoun, et
al. donde el HTO también fue significativo (39). Aunque
Hb y HCM fueron afectadas por el VA 'y no los hematies,
HTO, VCM y CHCM, se sugiere que existiria un meca-
nismo de proteccion inducido por el VA que afectaria la
permeabilidad de la membrana celular del hematie hacia
Hb y origina una lisis limitada de hematies (42). Por ese
motivo, al ser HCM la concentracién de Hb en un solo
hematie se ve afectado por el VAmas no CHCM que es la
concentracion promedio de Hb en un volumen determina-
do de hematies (HTO), por ende, los niveles de hematies
y el porcentaje de HTO no se vio alterado, puesto que solo
se altera la permeabilidad hacia Hb mas no la integridad
total del hematie (VCM).

Finalmente, el VA no alterd las PLT (p=0.08), ni en forma
ni nimero, aunque se sabe que Api m1 presenta actividad
anticoagulante y de agregacion plaquetaria (43) o que de-
jarfa abierta la opcién de seguir investigando este aspecto,
pudiendo profundizarse este efecto en personas con enfer-
medades asociadas a mal funcionamiento plaquetario.

CONCLUSION

El Veneno de Abeja afectd significativamente a IgM, IgE,
IgA, Hb y HCM, pero no a IgG, HTO, hematies, leucocitos,
PLT, VCM y CHCM, proteinas totales y albimina. Esto su-
giere que, en hombres jovenes, el veneno de abeja alerta
el sistema inmunoldgico a nivel humoral, siendo potencial-
mente una terapia alternativa para mejorar la respuesta
inmune sin ocasionar dafios colaterales en los principales
componentes celulares de la sangre. Si bien la poblacién
estudiada fue limitada, es relevante indicar que el trata-
miento con ese alérgeno no produjo anafilaxia, a pesar
de que los niveles de IgE ya tenian concentraciones altas
(>100 1U/mL) en algunos jévenes.
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