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RESUMEN

El veneno de abeja o apitoxina ha sido empleado por el hombre para su beneficio debido
a su amplio abanico de efectos sobre diversas enfermedades como la artritis reumatoide,
la escoliosis, las lumbalgias, las tendinitis, el glaucoma, las varices, la hipertension, la
soriasis. El presente trabajo pretende estudiar el efecto benéfico de la picadura de abeja
en estudiantes universitarios varones de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. El
objetivo general fue determinar el perfil proteébmico del suero de jovenes varones
universitarios antes y después de la exposicién a la apitoxina de Apis mellifera. Se
cuantificaron los niveles de Inmunoglobulinas (IgE, 1gG, IgM e IgA), albimina y
proteinas totales. El perfil protedmico del suero fue determinado por electroforesis 1D y
la identificacion de proteinas diferenciales fue por espectrometria de masas. Se evaluaron
25 sueros, el efecto del veneno de abeja no mostrd diferencia significativa sobre Ig G
(p=0.74), proteinas totales (p=0.55) y albimina (p=0.21), sin embargo, si hubo
significancia en los niveles de Ig M (p=0.00), Ig E (p=0.04) e IgA (p=0.04). EI perfil
proteico de los sueros de los estudiantes mostré modificacion en la concentracion de las
proteinas | (TRFE), I (HPT), Il (IGHG4), IV (IGHGL1), V (APOAL), VI (IGKC). Ningln
estudiante mostro reacciones que necesitaran de intervencién médica. El veneno de abeja
afecta de manera heterogénea las concentraciones de proteinas séricas e interactta con el

sistema inmunoldgico a nivel humoral y mejora la respuesta inmune.

Palabras claves: Apis mellifera, Veneno de abeja, apitoxina, inmunoglobulinas, IgE,
1gG, IgM, IgA, proteinas totales, albumina, protedmica

ABSTRACT
Bee venom or apitoxin has been used by man for his benefit due to its wide range of

effects on various diseases such as rheumatoid arthritis, scoliosis, low back pain,
tendinitis, glaucoma, varicose veins, hypertension, psoriasis . The present work intends
to study the beneficial effect of bee stings in male university students of the Pedro Ruiz
Gallo National University. The general objective was to determine the proteomic profile
of the serum of young university men before and after exposure to the apitoxin of Apis
mellifera. Immunoglobulin levels (Ig E, Ig G, Ig M and Ig A), albumin and total protein
were quantified. The proteomic profile of the serum was determined by 1D

electrophoresis and the identification of differential proteins was by mass spectrometry.



25 sera were evaluated, the effect of bee venom did not show significant difference on
IgG (p=0.74), total proteins (p=0.55) and albumin (p=0.21), however, there was
significance in the levels of Ig M (p=0.00), IgE (p=0.04) and IgA (p=0.04). The protein
profile of the students’ sera showed changes in the concentration of proteins | (TRFE), Il
(HPT), I (IGHG4), IV (IGHGL1), V (APOAL), VI (IGKC). No student showed reactions
that required medical intervention. Bee venom heterogeneously affects serum protein
concentrations and interacts with the immune system at the humoral level and enhances

the immune response.

Keywords: Apis mellifera, Bee venom, apitoxin, immunoglobulins, IgE, 1gG, IgM, IgA,

total proteins, albumin, proteomics



INTRODUCCION

La apiterapia es un tratamiento que algunos remontan al Antiguo Egipto, Roma,
Grecia o China (Seok-hwa y Seong-Soo0, 2001) el cual consiste en el uso de los productos
de las abejas (Kavurmaci y Tan, 2019), que pueden ir desde la miel, la jalea real o el
propoleo hasta la apitoxina o veneno de abejas que se inocula a través del aguijon de estos
himenopteros con el objetivo de tratar diversos padecimientos. Se ha pensado que este
tenia efectos beneficiosos en el dolor crénico y mejoraba la digestion (Hauser et al.,
2004). La evolucion vincula las toxinas animales con los humanos, por lo que estudiar las
multiples combinaciones e interacciones dadas entre los elementos de nuestro organismo
y las toxinas permitirdn comprender la interaccion evolutiva que existe entre ambos
(Zhang, 2015).

El uso del veneno de abeja o apitoxina en la medicina tradicional estd aumentando
debido a sus inesperados efectos beneficiosos en el tratamiento de un amplio abanico de
enfermedades (Zhang et al., 2019) y afecciones patoldgicas, por ejemplo, Esclerosis
Multiple (EM) (Hauser et al., 2004) Artritis Reumatoidea (Ali et al., 2017), Parkinson,
Alzheimer, Esclerosis Lateral Amiotréfica (Wehbe et al., 2019), Fibrosis Hepatica,
Aterosclerosis, enfermedades de la piel, tumores cancerosos (Kim et al., 2019; Lee y Park,
2015), ademas de poseer efectos antiinflamatorios, antiapoptosis, antibacterianos,
antivirales, antifangicos (Kim et al., 2019; Zhang et al., 2018), entre otros; sin embargo,
la sensibilizacion al veneno de abeja supone un importante problema de salud, no solo
por su prevalencia sino por el riesgo de desencadenar una reaccion anafilactica cuando

un individuo es expuesto al veneno de estos himendpteros (de Roodt et al., 2005).

Cada persona es parecida genéticamente a las deméas pues somos de la misma
especie, pero Unicos como individuo (Beyer, 2002), en stricto sensu no somos clones, por
esa razon, no todos presentan las mismas reacciones frente a determinados eventos.
Siendo preciso evaluar la relacion existente entre la variabilidad cualitativa y cuantitativa
de las proteinas séricas frente a la posible heterogeneidad de la apitoxina; ya que, a
medida que el analisis del veneno de la abeja se ha ido profundizando, se han encontrado
gue existen muchos mas componentes proteicos que pueden desencadenar una respuesta
inmune en el organismo. El analisis protedmico de plasma y suero se ha convertido en
una importante herramienta para el descubrimiento de marcadores proteicos, a nivel de
su expresion y de sus cambios quimicos o estructurales en dependencia del contexto

biolégico, por lo que una caracterizacion integral y sistematica del proteoma plasmatico
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0 sérico en estados sanos y enfermos podria facilitar en gran medida la deteccion de
biomarcadores para el diagndstico temprano de la enfermedad, el pronéstico y monitoreo
terapéutico (Buela y Martinez, 2005; Castellanos et al., 2004; Millioni et.al., 2011).

Mientras que el genoma de un organismo es sustancialmente constante en el
transcurso de toda la vida, el proteoma es mas dindmico: la expresion de proteinas cambia
en diferentes etapas del ciclo celular pero también en respuesta a acciones externas
(Castellanos, Gonzélez, y Padréon, 2004), como la inoculacion de la apitoxina. Al formular
datos preliminares para futuras investigaciones donde se detallen las interacciones entre
el veneno de abeja y las proteinas séricas, pone en manifiesto la posibilidad de emplear

estas variaciones como biomarcadores de importancia y dianas terapéuticas.

Actualmente, en el Per0 los trabajos de investigacion sobre la interaccion entre el

veneno de abeja y el perfil protedmico humano son escasos y desactualizados.

Debido a esto, se planted la siguiente interrogante, ¢Presenta variacion el perfil
protedmico del suero de jovenes varones universitarios antes y después de la exposicion
a la apitoxina de Apis mellifera? Por lo que se planifico la presente investigacion con el
objetivo general de determinar el perfil protedmico del suero de jovenes varones
universitarios antes y después de la exposicion a la apitoxina de Apis mellifera. Los
objetivos especificos fueron cuantificar los niveles de inmunoglobulinas (Ig A, 1g G, Ig
M e Ig E) en el suero de jovenes varones universitarios antes y después de la exposicion
a la apitoxina de Apis mellifera, determinar los niveles de proteinas totales y albumina en
el suero de jovenes varones universitarios antes y después de la exposicion a la apitoxina
de Apis mellifera, determinar el perfil protedmico, por PAGE-SDS, del suero de joévenes
varones universitarios antes y después de la exposicion a la apitoxina de Apis mellifera y
examinar por espectrometria de masas la(s) banda(s) diferencial (es) del perfil protedmico
por PAGE-SDS.

El presente trabajo evalud la posible relacion emergente entre el perfil protedmico
de los voluntarios y la apitoxina debido a las propiedades inmundgenas de esta Gltima,
permitiendo examinar los mecanismos biol6dgicos que se desencadenan en el ser humano

como producto de la exposicion al veneno de abeja.
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MARCO TEORICO

Antecedentes de la investigacion

Light et. al., (1977) midieron los niveles de inmunoglobulinas E y G especificas
(S-1g E y S-1g G) para el veneno de abeja en apicultores, individuos alérgicos a insectos
y personas sanas con poca frecuencia a presentar reacciones adversas después de alguna
picadura, con la finalidad de reportar las aplicaciones clinicas. Reportaron que los
apicultores presentaban niveles de S-1g G superiores a los niveles de S-1g E, mientras que
las personas alérgicas al veneno de abeja presentaban niveles elevados de S-lIg E
sugiriendo la existencia de una base inmunoldgica para la anafilaxia del veneno de abeja
y a la inmunidad relativa hacia las picaduras. Proponen que la relacion relativa entre la S-
Ilg Gy S- Ig E determinan la respuesta clinica y que el veneno de abeja es util para el

diagnostico y la terapia de sensibilizacion.

Zalat et al.,(1991) reportaron, en modelo murino, que el veneno de abeja de Apis
mellifera no afecta significativamente los parametros hematoldgicos (niveles de glébulos
rojos, hemoglobina, hematocrito,volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular
media, concentracién de la hemoglobina corpuscular media) y la fragilidad osmotica de
los eritrocitos, pero si demostraron una disminucion significativa en el nivel de albimina

plasmatica.

Sang-Mi et al., (2006) comparon los efectos de la inyeccion subcutanea de veneno de
abeja (V1) y la acupuntura con veneno de abeja (VA), ambas de Apis mellifera, sobre el
aumento de peso corporal, la tasa de crecimiento y las caracteristicas hematoldgicas de
lechones. Observaron que el aumento de peso y la capacidad de supervivencia se vieron
afectados por VI y VA. Los niveles de globulos blancos, glébulos rojos, linfocitos,
monocitos, proteina sérica total y concentracion de albumina no se vieron afectados por
VI1y VA, pero si reportaron un aumento significativo con respecto al grupo control en los
niveles de 1gG. No se encontraron diferencias significtivas entre los efectos de VI y VA.
Concluyeron que el uso del veneno de abeja puede usarse de manera efectiva para

aumentar la productividad.

Gonzalez-Buitrago et al., (2008) presentaron el estado actual de la proteémica
clinica en el descubrimiento de nuevos biomarcadores en los liquidos biologicos y

afirmaron que la proteGmica abrira nuevas vias para el descubrimiento en los liquidos
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organicos de marcadores biologicos proteinicos o peptidicos de enfermedad que puedan
emplearse para el diagndstico, el pronostico o el seguimiento de las enfermedades.
Disponen que la combinacion de varios biomarcadores proteinicos o peptidicos en un
patrén especifico o «huella molecular» probablemente definird con mayor precision una
determinada enfermedad o una situacion clinica especifica. Ademas, la proteémica
permitird encontrar nuevas dianas terapéuticas que puedan conducir a un tratamiento

individualizado de los pacientes.

Chimoy y Acosta (2011) estudiaron la respuesta inmunoldgica analizando el
patron de inmunoglobulinas en personas voluntarias diagnosticadas con artritis, artrosis,
hipertension o estrés frente al veneno de abeja. Mediante electroforesis 1D detectaron las
proteinas de los sueros sanguineos extraidos de los voluntarios antes del tratamiento y las
del veneno de abeja. Con el resultado de la electroforesis de las muestras después del
tratamiento, concluyeron que independiente del contenido proteico del veneno de abeja
se produce un incremento considerable en todas las inmunoglobulinas, ademas, la
electroforesis del veneno demostré que el contenido proteico del veneno exhibe cuatro

patrones de proteinas, dando a entender que no existe un Gnico patrén.

Sabah et al., (2013) estudiaron el efecto de la inyeccion de veneno de abeja de Apis
mellifera en treinta pacientes con Hepatitis C cronica, dos veces por semana durante doce
meses. Evaluaron la eficacia del veneno de abeja en el tratamiento del virus de la Hepatitis
C (VHC). Los resultados revelaron un incremento significativo en el nivel promedio de
plaquetas, glébulos blancos y linfocitos, mientras que no hubo cambios significativos en
la Hemoglobina, niveles de globulos rojos o el recuento de granulocitos, de igual forma
una disminucién significativa de enzimas hepaticas. También observaron un incremento
en los niveles de IgG y una disminucion de IgE después de 6 y 12 meses de tratamiento.
Los niveles detectados de ARN del VHC mediante QRT-PCR antes y después del
tratamiento con terapia con veneno de abeja mostraron una alta disminucion significativa
después de 6 y 12 meses de tratamiento. Concluyeron que el uso del veneno de abeja para
el tratamiento de VHC es util para mantener el estado de salud y el sistema inmune de los

pacientes.

Huang et. al., (2016) detallaron que la heterogeneidad de las proteinas en distintos
tejidos da como resultado una poblacion incompleta del proteoma completo, lo que
inevitablemente limita su practica clinica. Determinaron que el proteoma plasmatico es

uno de los proteomas mas complejos del cuerpo humano ya que contiene proteinas
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secretadas que se originan en multiples érganos y tejidos, lo que lo convierte en una
matriz favorable para el descubrimiento completo de biomarcadores. Discutieron sobre
los roles del perfil de proteoma plasmatico en el descubrimiento y validacion de
biomarcadores de cancer, y destacaron las ventajas y desventajas inherentes a estos y que
las perspectivas futuras se deben basar en optimizar la extraccion y la conservacion del
plasma, desarrollar métodos y tecnologias novedosas para la extraccion del proteoma
ademaés de encontrar métodos mas rigurosos para dar respaldo y validacién a potenciales

biomarcadores.

Ali et al., (2017) en su estudio realizado sobre la inmunologia del veneno de abeja
determinaron que la Ig E especifica para el veneno de abeja es un arma de doble filo, ya
que es un poderoso mediador para desencadenar eventos alérgicos, pero también se aplica
con éxito en el diagnostico del paciente alérgico al veneno. La capacidad curativa del
veneno de abeja se ha redescubierto en condiciones controladas por los laboratorios
utilizando modelos animales y cultivos celulares. Agregaron que, sin lugar a dudas, tener
conocimientos sobre las interacciones inmunoldgicas entre los componentes del veneno
de abeja y las células inmunes innatas / especificas, tanto local como sistematicamente,

contribuird al desarrollo de estrategias inmunoldgicas especificas y basadas en epitopos.

El-Hanoun et al., (2020) investigaron los efectos del veneno de Apis mellifera sobre
el rendimiento reproductivo y el sistema inmune en conejos machos de la linea V. Fueron
separados en 4 grupos de 12 conejos cada uno (3 grupos fueron inyectados con diferentes
concentraciones de veneno de abeja y un grupo control). Los grupos que fueron tratados
con el veneno de abeja mostraron cambios significativos en la libido y otros indices de
calidad del semen, de igual forma en indices antioxidantes, los niveles de testosterona,
glucosa, proteinas totales y albimina fueron mas altos que los del grupo control, de igual
forma con los niveles de IgA e IgM. Concluyeron que el veneno de abeja causd un
impacto positivo significativo en parametros bioquimicos sanguineos, contenido de
antioxidantes en la sangre, biomarcadores de peroxidacion lipidica y respuesta inmune en

conejos machos de la linea V.

El-Komy et al., (2021) estudiaron el efecto a largo plazo del veneno de abeja (VA) de
Apis mellifera sobre el desempefio reproductivo, el estado inmunoldgico y salud en
conejas de la linea V espariola y su efecto en sus camadas. Fueron divididas en 4 grupos,
3 grupos fueron inyectados dos veces por semana con diferentes concentraciones de VA,

recibiendo 0.2; 0.4 y 0.6 mg de VA/ conejo a la semana, respectivamente, y un grupo
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control. El tamarfio de la camada al nacer, el peso de esta y la tasa de supervivencia a la
edad del destete, asi como la produccion de leche, aumentaron significativamente en los
grupos tratados con VA. En las conejas tratadas con VA mostraron un aumento
significativo en los niveles de estradiol sérico, proteinas totales, glucosa, albimina, la
capacidad antioxidante, niveles de enzimas antioxidantes, niveles de IgG, IgM e IgA, en
las tasas de concepcion y fertilidad, ademaés reportaron una disminucion significativa en
los niveles de progesteron sérica, lipidos totales, colesterol, Urea, malondialdehido,
sustancias reactivas al &cido tiobarbitirico y en la actividad de enzimas hepaticas.
Sugirieron que el VA pueden utlizarse para mejorar ciertos rasgos reproductivos, la

respuesta inmune y la salud.
Bases tedricas

El sistema inmunitario es responsable de la capacidad de los organismos
(huésped) de resistir eficazmente la agresion de agentes extrafios. Esta capacidad esta
dada por una intricada red de células y moléculas con funciones especializadas en la
defensa del huésped. Cuando se rompe la barrera fisica de la inmunidad por cualquier
sustancia (antigeno) inoculada por medio de traumatismos, picaduras u otro
procedimiento y esta llega al torrente sanguineo, se desencadena una respuesta humoral

y celular cuya finalidad es la de contrarrestar los efectos de esta sustancia.

El veneno de abeja (apitoxina) es una mezcla compleja de componentes
biol6gicamente activos como proteinas, péptidos, enzimas y aminas biogénicas. La
Melitina es el principal componente activo y el principal alérgeno es la fosfolipasa A2.
La apitoxina contiene ademas adolapina, noradrenalina, apamina, hialuronidasa,
dopamina, histamina, epinefrina, péptido desgranulador de mastocitos (MCD) vy
componentes no peptidicos que tienen una variedad de propiedades farmacéuticas (Ali et
al., 2017; Son et. al., 2007).

La Melitina y la fosfolipasa A2 son los componentes principales y mas
abundantes, cerca del 75%, en una relacion 3:1. La Melitina se adhiere a las membranas
de los globulos rojos, produciendo hemodlisis; la fosfolipasa A2, el mayor de los alérgenos
del veneno actla como agente bloqueador que puede provocar paralisis respiratoria. La
apamina representa cerca del 2% del veneno total; es menos toxica que los compuestos
anteriores y se comporta como neurotoxina de accion motora; ademas de desencadenar

un efecto cardioestimulante parecido al de las drogas adrenérgicas, tiene propiedades
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antiarritmicas. Un 2% del veneno lo constituye el péptido MCD o factor desgranulador
de los mastocitos, uno de los compuestos responsables de la liberacion de histamina y
serotonina (Valderrama, 2003).

Las picaduras de los insectos pueden provocar en el huésped efectos tanto locales,
por la produccion de toxinas, como sistémicos, por la respuesta inmunoldgica relacionada

a los alérgenos, siendo estos ultimos los mas graves (Ali et al., 2017).

Los estudios realizados en base a la accion biologica de la apitoxina nacen de la
idea de que los insectos existen para el beneficio del hombre. Los insectos mismos
parecen constituir una fuente muy importante de recursos para la investigacion
farmacoldgica debido a su historia coevolutiva con las plantas y productos defensivos que

estas producen (Costa et al., 2006).

El diagnostico de la alergia al veneno de insectos y la indicacion de una
inmunoterapia especifica se basan en la historia clinica, las pruebas cutaneas y la
presencia de anticuerpos Ig E especificos frente al veneno de himendpteros (Eberlein-
Konig et al., 2006).

El potencial de la apitoxina puede validarse desde distintos tipos de accion, se ha
reportado en la literatura el marcado efecto estimulante del sistema inmunoldgico, que se
manifiesta en la formacion de células multinucleares, monocitos, macréfagos, linfocitos
T y B ademas de reducir el contenido de proteina en el plasma sanguineo por la variacién
de la permeabilidad de los vasos, asi como el ritmo cardiaco y la presion arterial (de Felice
y Padin, 2012).
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MATERIALES Y METODOS

1. Poblacion y muestra

El universo estuvo conformado por aproximadamente 13 mil jovenes
universitarios, de ambos sexos, de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. La
poblacion estuvo circunscrita a los 500 estudiantes en la Facultad de Ciencias
Bioldgicas (FCCBB) en la cual se publicd una invitacion para participar en esta
investigacion. La muestra estuvo conformada por 25 estudiantes varones, los que,
de manera voluntaria, se dirigieron al laboratorio de Bioquimica de la facultad.
Luego fueron evaluados por un médico e informados de los beneficios y riesgos
de la investigacion. Finalmente emitieron su consentimiento informado firmado
(Unidad de Investigacion FCCBB-UNPRG). (Anexo A)

2. Aprobacién del proyecto de tesis

Proyecto aprobado por Resolucién N° 016-2020-VIRTUAL-FCCBB-UI. El
presente proyecto estuvo financiado por los responsables de la investigacion y a
su vez, es parte del trabajo de investigacion del Dr. Pedro Jorge Chimoy Effio
(RENACYT POO14846). Los resultados obtenidos de este proyecto se

difundiran en una Revista Cientifica.
3. Materiales

Material Bioldgico
Abejas (Apis mellifera) (Figura 1) cultivadas por el Ing. Rogelio Acosta Vidaurre

de la Facultad de Ingenieria Zootecnia.

Figura 1.

A) Clasificacion taxondmica de Apis mellifera. B) Ejemplar de Apis mellifera
(Obrera)

A) Orden Hymenoptera | gy [ | |
Suborden Apocrita | R 7 .
Legion Aculeata »: 3 .
Superfamilia Apoidea :
Familia Apidae
Subfamilia Apinae
Género Apis
Especie A. mellifera
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4. Técnicas de estudio
4.1.Variables de estudio
Independiente: Apitoxina de Apis mellifera.

Dependientes: Niveles de inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM e IgE), niveles de
proteinas totales, niveles de albumina, perfil electroforético de proteinas séricas.

4.2.Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis

La investigacion fue cuasi-experimental y se aplicd el disefio de contrastacion en

sucesion o linea (antes y después) (Campbell y Stanley, 1966; Goode y Hatt, 1984).

Figura 2.

Esquema del disefio de contrastacion

icié dicion

Grupo Medicion antes Medi
experimental del estimulo después del
P estimulo

Estimulo

A —) A1 —— A2

Diferencia = Az — Az

Fuente: Goode y Hatt (1984)

4.3.0btencion de las muestras sanguineas

Antes de realizar la prueba de susceptibilidad al veneno de abeja, se extrajo sangre (6
mL) a los estudiantes por puncion venosa empleando el sistema Vacutainer en un tubo
con gel separador sin anticoagulante. A partir de esta muestra se obtuvo suero que se
guardd a -20°C para cuantificar Inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM e IgE), proteinas
totales y albimina. Después de 24 horas de haber recibido la tltima picadura (fin del
tratamiento), a los estudiantes se les extrajo nuevamente la misma cantidad de sangre,

en las mismas condiciones y se cuantificd las mismas variables.
4.4.Prueba de susceptibilidad al veneno de abeja o apitoxina

Antes del tratamiento, cada estudiante participante fue picado por una abeja en la parte

interna media del codo izquierdo. En la investigacion fueron incluidos aquellos
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estudiantes que no presentaron inflamacion (edema >10 cm) después de 72 horas de
la picadura (Light et al., 1977).

4.5 Tratamiento

El tratamiento consistié en doce (12) picaduras interdiarias por una abeja en los
musculos trapecios, una region bien irrigada que facilito la difusion de la apitoxina
(Tortora y Derrickson, 2014).

4.6.Determinacion de los niveles de inmunoglobulinas, proteinas totales,
albamina y perfil proteémico.

Las inmunoglobulinas fueron cuantificadas, antes y después de las picaduras,
empleando kits comerciales de ABCAM® basados en el Inmunoensayo de
Electroquimioluminiscencia (ECLIA) indicado por Mathew, Biju, & Thapalia,
(2005). Las proteinas totales y albumina, fueron cuantificadas siguiendo las
instrucciones del fabricante, antes y después, con los kits comerciales de QCA®
usando los reactivos de Biuret y verde de Bromocresol, respectivamente.

El perfil protedmico fue registrado y analizado en dos etapas:1) El patron de proteinas
antes y después fue ejecutado en un gel 1D SDS-PAGE como lo indicado por Weber
y Osborn (1969). 2) Se recortaron aquellas bandas que presentaron una marcada
variacion en su intensidad y color, luego fueron colocadas en un tubo Eppendorf para
ser analizadas por espectrometria de masas para su identificacién, de acuerdo con
Shevchenko et. al. (1996), en un espectrometro micrOTOF-QII-Bruker Daltonics.
Estas pruebas fueron analizadas en el laboratorio del profesor Richard Garratt en el

Instituto de Fisica de Sao Carlos-Universidad de Sao Paulo-Brasil.
4.7.Analisis estadistico

El disefio experimental fue un antes y después. Cada estudiante se registro en una hoja
de calculo con un codigo que garantizé su privacidad (H1, H2..., H25), se registro su
edad, talla, peso e indice de masa corporal (IMC) (Anexo B), 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 establecid 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 paramétricos, respectivamente.
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RESULTADOS

En el presente estudio participaron 25 estudiantes voluntarios que recibieron las
picaduras interdiarias de una abeja (aprox. 120 uL, 50 ug). Todos los participantes

completaron el tratamiento y ninguno mostr6 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 exposicién al veneno de abeja, a los 25 participantes se les cuantifico los
niveles de las Inmunoglobulinas IgA, IgE, 1gG e IgM. También fueron cuantificados los

niveles de proteinas totales y albumina.

Antes de la exposicion a la apitoxina, los participantes tenian 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 (Tabla 1), y proteinas totales de 7.67 +/- 0.7 gr/dL y albimina
de 4.13 +/- 0.9 gr/dL (Tabla 2).

Tabla 1.

Niveles promedio de Inmunoglobulinas del suero de jovenes varones universitarios
antes y después de la exposicion a la apitoxina de Apis mellifera.

1gG IgA IgM IgE

(N=25) A D A D A D A D

Media 1280 1290 260 262 829 930 406 493
(DS)  (174)  (196) (82.0) (90.9) (35.7) (34.5) (443)  (551)
Mediana 1290 1240 230 233 790 870 151 249
[Min,  [890,  [993,  [161, [111, [32.0, [43.0, [9.28,  [12.9,
Max]  1620]  1710]  486]  513]  152]  148]  1620]  1830]
IQR.75
%

179 213 110 105 56 56 510 736

A: Antes, D: Despues, DS: Desviacion estandar
Fuente: Base de datos del autor. Pefia (2020).



20

Tabla 2.

Niveles promedio de proteinas totales y albumina del suero de jovenes varones
universitarios antes y después de la exposicion a la apitoxina de Apis mellifera.

PROTEINAS .
TOTALES ALBUMINA
(N=25) ANTES DESPUES ANTES DESPUES
Media 7.67 7.33 4.13 4.05
(DS) (0.7) (0.9) (0.9) (1.2)
Mediana ~ 7.52 751 4.66 4.72
[Min, [6.56, [4.44, [2.72, [2.45,
Max] 9.64] 8.29] 5.01] 5.21]
IQR.75%  0.48 0.65 1.95 2.36

DS: Desviacion estandar
Fuente: Base de datos del autor. Pefia (2020).

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 albumina (3.5 - 5.5.g/dL)

Antes del tratamiento se encontraron estudiantes con valores por encima del RR: el
4% de estudiantes para 1gG, 8% para IgA, 76% para IgE y 20% para proteinas totales; y
por debajo: el 8% estudiantes para IgM y 36% para albumina (Tabla 3 y 4).

Tabla 3.

Niveles de Proteinas totales y albimina del suero de joévenes varones universitarios
antes y después de la exposicion a la apitoxina de Apis mellifera.

_ Proteinas Totales [g/dL] Albumina [g/dL]
Cddigo
Antes Después Antes Después
H1 8.26 5.82 2.94 2.48
H2 8.98 7.86 2.94 2.60
H3 9.06 8.29 2.93 2.66
H4 6.95 6.32 2.80 2.53
H5 7.31 7.04 2.72 2.51

H6 8.17 5.96 2.99 2.45



H7
H8
H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

9.64
7.57
6.56
7.71
7.29
7.52
7.52
7.67
7.77
7.21
7.38
7.87
7.74
7.36
7.52
7.41
6.92
7.21
7.21

7.26
4.44
7.28
7.83
7.20
7.32
7.51
7.98
8.29
7.35
7.58
7.47
7.97
7.51
7.56
7.42
7.99
7.91
8.02

3.07
2.88
2.86
4.90
4.79
4.93
4.81
4.89
4,94
4.66
4.87
4.97
4.79
4.95
5.01
4.72
4.60
4.66
4.66

2.56
2.66
2.64
4.93
4.74
4.50
4.87
5.00
5.08
4.72
5.07
4.55
5.04
491
5.21
4.69
4.74
5.01
5.19

21

Fuente: Base de datos del autor. Pefia (2020).

Tabla 4.

Niveles de inmunoglobulinas del suero de jovenes varones universitarios antes y

después de la exposicion a la apitoxina de Apis mellifera.

IgG 1gG IgA IgA igM igM IgE IgE

Cédigo mg/dl  g/dl  mg/dl mg/dl  mg/dl  mg/dl  1U/ml  TU/mI
@ O & (D) (A) (D) (A) (D)

H1l 1564 1705 394 412 83 73 21.9 35.1

H2 1434 1571 278 289 71 72 1253 109.8

H3 1259 1233 224 233 113 119 296 373.9
H4 1165 1204 288 306 102 112 16.9 21.3
H5 1293 1211 216 197 152 129 43.7 449

H6 1081 1187 277 301 65 75 150.8  150.7



H7
H8
H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H24

H25

1273
1360
890
1592
1011
1251
1314
1287
1332
1123
1234
1288
1485
1381
1210
1624
1338
1181
1123

1346
1517
996

1584
993

1143
1286
1230
1335
1011
1136
1273
1544
1250
1150
1576
1363
1150
1244

486
172
161
196
273
230
181
228
203
316
263
197
307
212
190
164
333
403
316

513
192
173
218
281
253
196
212
232
302
248
198
327
203
195
178
388
392
111

113
133
87
122
62
73
136
57
79
42
79
39
45
83
61
53
32
149
42

148
138
99
147
87
118
137
61
95
47
78
49
43
92
63
58
52
146
86

673
145.7
128.9
529.1
220.2
1185
610.8
1146
1615
100.8
17.23
739.3
976.9
592.6
127.7

9.28

43.3
545.2
100.8
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1605
161
249.1
516.7
262.3
1351
668
1288
1833
143.3
21.83
1089
882.1
444.6
134.2
12.85
85.18
820.9
15.01

A: Antes, D: Después

Fuente: Base de datos del autor. Pefia (2020).

Después de la exposicion a la apitoxina, los participantes tenian los niveles promedio
de: 1gG 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 (Tabla 1), proteinas totales de 7.33 +/- 0.873 gr/dL y albumina

de 4.05 +/- 1.15 gr/dL (Tabla 2).

Después del tratamiento se encontraron estudiantes con valores por encima del RR:

4% estudiantes para 1gG, 8% para IgA, 72% para IgE y 12% para proteinas totales. Por

debajo: ningun estudiante para IgM y 36% para albumina (Tabla 3 y 4).

El andlisis estadistico mostro que no hubo diferencia significativa antes y después del

tratamiento para la 19gG (p=0.74), proteinas totales (p=0.55) y albumina (p=0.21), sin
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embargo, si hubo diferencia significativa para la IgM (p=0.00), IgE (p=0.04), e IgA
(p=0.04).

Los resultados de los analisis de proteinas totales y albumina antes y después del

tratamiento se muestran en la Tabla 3.

El perfil proteico del suero de los estudiantes antes y después del tratamiento reveld
que algunas proteinas sufrieron modificaciones con respecto a su concentracién como se

muestra en la figura 3.

Figura 3.

SDS-PAGE de las proteinas séricas del suero de jovenes varones universitarios antes y
después de la exposicion a la apitoxina de Apis mellifera. Tincién Coomassie blue-Plata.

MM Hl  HI H4 H4 H8 H8 H2 H2 H3 H3ym

He Hg :2 gz :3 gs MM
. ~ 97.4KDa
66,2 KDa

HI HI H4 H4
o\ | D A D

45 KDa

31 KDa

21,5 KDa
21,5 KDa
14,4 KDa
14,4 KDa

MM H7 H7 H9 HY9 H6 H6 H5 HS
HS
P

97,4 KDa

97,4 KDa 66,2 KDa

66,2 KDa

45 KDa 45 KDa

31 KDa 31 KDa

21,5 KDa

14,4 KDa
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g H17 H17 H18 H18 H19 H19 H2o H20
A D

MM H10 H10 H11 H11 H12 H12 HI13 H13 H14 H14 H15 H15 Hie HI A D A p MM
- A N 04 D, B 4z D ,

A

97,4 KDa

66,2 KDa

45 KDa

31 KDa

21,5 KDa
14,4 KDa

MM H2L H2l H22 H22 H23 Hpa Hea H24 HZ5 HZS iy
- AE--B——Aap 3

A D «A D -A D

97,4 KDa >

66, 2 KDa

45 KDa >

31 KDa >

21,5 KD3
14,4 KDa

A: Antes, D: Después
Fuente: Base de datos del autor. Pefia (2020).
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A'y B muestran los perfiles de proteinas de los estudiantes H1, H4, H8, H2, H3. C y
D muestran los perfiles correspondientes a H7, H9, H6 y H5. E muestra los perfiles de
H10, H11, HI2..., H20. F muestra los perfiles de H21, H22..., H25. Resalta la

abundancia de la albdmina.

Las proteinas sefialadas con los nameros 1, 11, 111, 1V, V, VI, VII, VIII, IXy X
mostraron modificacidn en su concentracion después del tratamiento. Asi tenemos que,
la proteina | en las muestras H1, H4, H8, H9 y H6 aumentd, mientras que disminuyo en
H2, H7, en H5 hubo una ligera variacion. La proteina Il se incrementé notablemente
después del tratamiento en H1, H4, H6, H8, H3 y H9. Mientras que hubo poca variacion
en H7, H6 y H5 en tanto que H2 disminuya.

La proteina Il disminuy6 en H, aumentd en H3, H4, H8, se mantuvo en H2. La
proteina IV se mantuvo en H1, H9, H7, H6, H5, aumento en H4, H8, H2, H3. La proteina
V se mantuvo igual en H1, H7, H5 y aumento en H4, H8, H2, H9 y H6. La proteina VI
se mantuvo en H8 y H7, aumentd en H1, H4, H2, H3, H9, H6 y disminuyd en H5.

La proteina VII en la muestra H17 aumento, disminuyé en H18 mientras que en H13
se observa una ligera disminucion. La proteina VIII en H21 y H25 aumentd. La proteina
IX en H25 disminuy0. La proteina X en H25 disminuy0, mientras que en H22, H23 y

H24 se muestra un poco de variacion.

Las bandas después de la espectrometria de masas se determinaron que correspondian

a las siguientes proteinas:

I.  Serotransferrina (TRFE)

II.  Haptoglobina (HPT)
. lg gamma-4 cadena C (IGHG4)
IV.  lg gamma-1 cadena C (IGHG1)
V.  Apolipoproteina A-1 (APOAI)
VI.  Ig kappa cadena C (IGKC)



26

DISCUSION

El hombre esta expuesto a agresiones exdgenas, al desarrollarse en un ambiente lleno
de microbios, y enddgenas, debido a alteraciones genéticas o metabolicas, por lo que ha
desarrollado un sistema encargado de proteger la identidad biol6gica de este, denominado
sistema inmunoldgico, siendo sus principales funciones la defensa contra los microbios y
la inmunovigilancia. Para llevar a cabo estas funciones, el sistema inmunologico posee
dos mecanismos de defensa que son la respuesta inmune innata o natural y adaptativa o
especifica (Abbas et al., 2016; Du Pasquier, 2001; Toche, 2012).

Las inmunoglobulinas (Ig) son el principal componente de la respuesta inmune
humoral especifica en los vertebrados producidas por células plasmaticas (Lomonte et al.,
1985) secretadas en la sangre y en los liquidos de las mucosas con la finalidad de detectar
y neutralizar el efecto de antigenos (Ag) que invaden el organismo del huésped (Abbas et
al., 2016). Existen 5 tipos de Ig: IgA, IgM, IgG, IgD e Ig E con diferentes roles (Vega,
2009).

La apitoxina o veneno de abeja (VA) es una mezcla compleja de componentes
bioactivos (péptidos, enzimas y compuestos de bajo peso molecular) (Moreno y Giralt,
2015) siendo los principales alérgenos la fosfolipasa A2 (Api m1), hialuronidasa (Api
m2) y Melitina (Api m4) (Hirata et al., 2019; Ruiz et al., 2016).

Considerando el rango referencial de IgE total (IgEt) < 100 1U/mL, el 76% de los
sujetos en este estudio tenian elevados los niveles de IgE con una media de 406 +/- 443
IU/mL antes del tratamiento. Los niveles de IgEt no mantienen una distribucion normal
en la poblacion, aungue la mayor parte de esta presente niveles de IgEt inferiores a 100-
150 IU/mL, no es infrecuente que una parte significativa de sujetos normales presenten
valores de IgEt superiores a este limite (Vidal et al., 2007). Sharma et al., (2006)
encontraron una amplia superposicién entre los niveles de IgE en pacientes alérgicos y
sujetos sanos, también demostrado por Fajraoui et al., (2008) cuyos grupos controles
presentaban niveles de IgEt por encima de los rangos referenciales, por lo que IgEt es un
marcador no especifico para el descarte de transtornos alérgicos (Fajraoui et al., 2008;
Khajuria, 2015; Sharma et al., 2006), sugiriendo que los niveles altos de IgEt en los
sujetos de estudio se deberia principalmente a una predisposicion de padecer
enfermedades atOpicas (Baillieau, 2015; Vidal et al., 2007).
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En el hombre, inmediatamente después de la picadura de abeja, el sistema
inmunologico es alertado por la apitoxina (Al Naggar et al.,2021; Chimoy y Acosta,
2011), lo que se refleja en el aumento, posterior a la exposicion de la apitoxina, del nivel
promedio de IgEt 493 +/- 551 IU/mL, debido a que los componentes de la apitoxina
promueven la produccion de IgE (Elieh-Ali-Komi et al., 2018), aumentando en un inicio
los niveles de IgEt seguido de un paulatino descenso (Baillieau, 2015), y mejoran
significativamente la diferenciacion de células T reguladoras (Caramalho et al., 2015) y
en la diferencia significativa en los niveles de IgEt (p=0.04), coincidiendo con Chimoy y
Acosta, (2011) quienes observaron un incremento en el nivel de todas las
inmunoglobulinas pero difiriendo con Matysiak et al., (2015) que reportan no
significancia, al igual que EI-Abd et al., (2013) quienes demostraron una disminucion
significativa. A pesar de que los niveles de IgEt no son especificos para el tamizaje de
alergias, si lo es para establecer la sensibilizacion de los sujetos frente a determinados

antigenos (Calderén-Trejos et al., 2020).

Los cambios en la expresion de citocinas pueden ser responsables de los aumentos
subsiguientes de 1gG especifica de alérgeno y de la disminucion de la produccién de IgE,
pero en nuestros sujetos los niveles promedios de IgEt se mantuvieron elevados al
finalizar el tratamiento con VA. (Elieh-Ali-Komi et al., 2018; Kasozi et al., 2020; Meiler
et al., 2008; Ozdemir et al., 2011,)

La 1gG es el principal anticuerpo diana para la investigacion inmunolégica y el
diagndstico clinico (Marco y Pérez-Gonzalez, 2003), por lo que su estudio debe abordarse

en toda investigacion que involucre la respuesta inmunologica.

Los niveles de IgG total (IgGt) reportados en este trabajo no mostraron significancia,
a diferencia de lo encontrado por Sang-Mi, et al., (2006), Chimoy y Acosta, (2011) y EI-
Abd et al., (2013) quienes reportan un incremento significativo en los niveles de I1gG.
Sabah et al., (2013) sefiala un aumento significativo de los niveles de IgG y disminucién
de IgE, difiriendo con nuestros resultados. Pelaez, (1990) reporta un aumento de IgGt al
inicio de la inmunoterapia con veneno de abeja con un posterior descenso progresivo en
sus niveles séricos. Esto puede explicarse porque la principal subclase de 1gG producida
en contra del VA es 1gG4 especifica a sus antigenos, esta subclase esta relacionada a las
reacciones alérgicas, la cual representa del 2 al 6% de la concentracion total de IgG
(Marco y Pérez-Gonzalez, 2003; Thermo Fisher Scientific, s.f.). ES necesario que se

realicen estudios que evaluen los niveles de Ig G especifica al VA total o a sus alérgenos.
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La disminucion en la cantidad de sujetos con IgEt elevado después de la apitoxina (de
76% a 72%) demuestra una posible sensibilizacion previa al VA, ya que pacientes
reexpuestos al VA con altos niveles de 1gG especifica no muestran un aumento
significativo en los niveles de IgE, mientras que aquellos con bajos niveles de 1gG
muestran un aumento considerable de IgE especifica al veneno de abeja. (Miller et al.,
1979).

No existe informacion suficiente en la literatura sobre la interaccion en humanos entre
IgA, IgM y VA. En este trabajo si encontramos diferencia significativa (IgM (p=0.00), e
IgA (p=0.04)), al igual que lo hallado por El-Hanoun, et al., (2020) y ElI-Komy et al.,
(2021) quienes reportan, en conejos, diferencia significativa entre sus grupos tratamiento

y control.

Sang-Mi, et al., (2006) reportan que el VA no afecta los niveles de proteinas totales y
albumina coincidiendo con lo hallado en esta investigacion ((p=0.55), (p=0.21);
respectivamente), pero no acorde con la diferencia significativa reportada por EI-Hanoun
et al., (2020) y Zalat et al., (1991). De igual forma, EI-Komy et al., (2021) reportan un

incremento significativo en los niveles de proteinas totales y albdmina.

Proponemos que VA activa de manera integral al sistema inmunolégico y lo estimula
a producir IgM, desencadenando un efecto “shotgun”, teniendo en cuenta que VA tiene
tres alérgenos bien estudiados (Api m1, Api m2, Api m4) (Hirata et al., 2019; Ruiz et al.,
2016). Sin embargo, se requieren mas estudios, particularmente conocer el efecto de VA

sobre IgM.

El anélisis de los sueros por SDS-PAGE, antes y después de la picadura de la abeja,
no muestra una nueva banda, pero si estan alterados las concentraciones de algunas
proteinas a juzgar por la intensidad del color (Figura 3), como la Serotransferrina (TRFE),
Haptoglobina (HPT), Ig gamma-4-cadena C4 (IGHG4), Ig gamma-4-cadena C1 (IGHG1,
apolipoproteina Al (APOAI) e Ig kappa cadena C (IGKC). Los estudiantes no
desarrollaron un patron comun después de ser picados por las abejas, en algunos aumento
en otros disminuy0 y en pocos se mantuvieron. Asi, TRFE (una globulina, siderofilina)
transporta hierro, y participa en el metabolismo de la hemoglobina su deficiencia
(genética autosémica) conduce a una sobrecarga de hierro y anemia hipocromica
microcitica (UNIPROT, 2002). ElI aumento de TRFE indica que los estudiantes

necesitaban captar mas oxigeno por la hemoglobina. La disminucion de TRFE podria
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orientar a un problema genético. Hay una correlacion de eventos en la captacion de
oxigeno. Otra proteina implicada es Haptoglobina (HPT), que se une a la hemoglobina,
evitando pérdida de hierro y dafio renal. Ademas, HPT es un antioxidante, tiene actividad
antibacteriana. Hay 3 fenotipos principales de Haptoglobina: Hp (1-1), Hp (2-1) y Hp (2-
2). La expresion de un fenotipo particular se ha asociado con una variedad de trastornos
comunes (p. Ej., Enfermedades cardiovasculares, trastornos autoinmunes, malignidad)
(Wassell, 2000). Las alteraciones de TRFE y HPT conducen a que como efecto de la

picadura se activa un engranaje para asegurar la captacion de oxigeno por la hemoglobina.

La apolipoproteina A-1 (APOAI) una lipoproteina de alta densidad participa en el
transporte y metabolismo del colesterol y en la patogénesis de la ateroesclerosis. APOAI
promueve el flujo de colesterol celular, une lipidos y activa la enzima lecitina-colesterol
aciltransferasa (LCAT) y forma HDL madura (Gursky y Atkinson, 1996). Estos
resultados estarian indicando un aumento del recambio celular, necesitando colesterol

para estabilizar las membranas celulares.

Debido a la inmovilizacién impuesta por el gobierno ante el estado de emergencia por
la COVID-19, no nos permitié caracterizar por espectrometria de masas las proteinas
correspondientes a las bandas VII, VIII, IX y X.
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CONCLUSIONES

El veneno de abeja afecta significativamente los niveles de IgM, IgE, IgA, pero
no a IgG, proteinas totales y albumina.

El veneno de abeja alerta el sistema inmunolégico a nivel humoral, en jovenes,
estableciendo asi una alternativa para mejorar la respuesta inmune.

Si bien la poblacion estudiada es limitada, es relevante indicar que el tratamiento
con veneno de abeja no produjo anafilaxia, a pesar que los niveles de IgE en
algunos jovenes ya tenian concentraciones altas (>100 IU/mL) de esta
inmunoglobulina.

El veneno de abeja afecta, variadamente, los niveles de Serotransferrina (TRFE),
Haptoglobina (HPT), Ig gamma-4 cadena C (IGHG4), Ig gamma-1 cadena C
(IGHG1), Apolipoproteina A-1 (APOAI) y Ig kappa cadena C (IGKC), en algunos
estudiantes los aumento, en otros los disminuyo y algunos se mantuvieron. Estas
variaciones estarian indicando que se altera la captacion de oxigeno y aumenta el

recambio celular.
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RECOMENDACIONES
Realizar electroforesis 2D para mejorar la deteccion e identificacion de variaciones
en las proteinas.

Caracterizar las proteinas correspondientes a las bandas VI, VIII, IX y X mostradas

en la electroforesis 1D.

Cuantificar pardmetros hematoldgicos (hemograma completo) y controlar

biomarcadores de recambio celular.

Cuantificar niveles de Ig E especifica a los alérgenos principales del veneno de abeja,
de igual forma los niveles de Ig G4 especifica al veneno de abeja.
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ANEXOS

ANEXO A

CONSENTIMIENTO INFORMADO

EFECTO DE LA PICADURA DE ABEJA (Apis mellifera) EN JOVENES VARONES

Dr. Pedro Jorge Chimoy Effio; Dr. Jorge Luis Chicchén Peralta; Ing. Rogelio Acosta Vidaurre; Est. César Augusto Pefia
Llontop; Est. Luis Alberto Valverde Fernandez

Invito a usted a participar del presente estudio que consiste en un tratamiento de apiterapia llevado
a cabo por la picadura de una abeja en el trapecio doce (12) veces de manera interdiaria, ademas
de otorgar una muestra de sangre antes y después de la picadura para realizar investigacién basica
la cual no involucra ningln procedimiento peligroso: analisis protedmico, niveles de
malonaldehido, creatin kinasa, albumina sérica, proteinas totales, hemograma completo, por lo
que su muestra sera conservada para dichos estudios, respetando confidencialmente sus datos
personales..

Los investigadores le informaran sobre las razones por las cuales usted podria participar en el
estudio que durara aproximadamente 30 dias calendario. Usted podré realizar las preguntas
necesarias que crea conveniente al personal del estudio.

Yo

identificado con DNI (carné de extranjeria o pasaporte para extranjeros) N°
manifiesto que he sido informado por los investigadores acerca del tratamiento de la apiterapia y
de los fines que persigue la investigacion.

En forma consiente y voluntaria doy mi consentimiento:

A ser parte del tratamiento

Proporcionar una muestra de sangre (8.5 mL)

Llenar las encuestas

Participar responsablemente y que mi muestra sea usada para investigacion basica.
Autorizo a que se use y comparta mi informacion de mi estado de salud segln la forma
descrita en este formulario

Teniendo conocimiento de los posibles riesgos, complicaciones y beneficios que se podrian
desprender en el desarrollo de la investigacion y habiendo realizado las preguntas oportunas
siendo absueltas y respondidas de manera suficiente y aceptable, BRINDO MI
CONSENTIMIENTO.

HUELLA DIGITAL DEL VOLUNTARIO HUELLA DIGITAL DEL IVESTIGADOR

FIRMA'Y DNI DEL VOLUNTARIO FIRMA DEL INVESTIGADOR



Tabla 5.

ANEXO B

Edad, Peso, talla, IMC de estudiantes varones de la FCCBB — UNPRG

Cddigo Edad Peso Talla IMC
H1 23 67.0 1.79 20.91
H2 22 66.0 1.64 24.54
H3 24 63.0 1.71 21.55
H4 22 68.0 1.68 24.09
H5 22 56.0 1.66 20.32
H6 20 55.0 1.68 19.49
H7 20 80.0 1.68 28.34
H8 21 62.0 1.69 21.71
H9 22 55.0 1.72 18.59
H10 20 72.0 1.76 23.24
H11 20 61.0 1.73 20.38
H12 20 60.0 1.72 20.28
H13 20 78.0 1.69 27.31
H14 20 59.4 1.68 21.05
H15 18 62.6 1.74 20.68
H16 22 59.7 1.59 23.62
H17 18 73.0 1.70 25.26
H18 18 62.3 1.72 21.06
H19 18 58.2 1.74 19.22
H20 26 72.0 1.76 23.24
H21 21 75.0 1.79 23.41
H22 19 72.0 1.62 27.43
H23 25 84.0 1.73 28.07
H24 20 58.0 1.69 20.31
H25 24 70.0 1.70 24.22

IMC: indice de masa corporal
Fuente: Base de datos del autor. Pefia (2020)
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ANEXO C

INFONME OF G NALIDAD

14, 14« 5«

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DEINTERNET PULBLICACONES

A

TRABA|OS DEL
ESTUDIANTE

TUERTES MastAnAL

www.elsevier.es

Fusme de Ntermet

3%

pesquisa.bvsalud.org

Fosnte de mtermet

1%

hdl.handle.net

Fuente de internet

1%

www.scielo.org.co

Fusnie de Internet

1%

elfosscientiae.cigb.edu.cu

Fusnte de Nternet

1%

www.culturaapicola.com.ar

Fusmie de ntemet

1%

othes.univie.ac.at

Fuente de Intemal

1w

www.analesranf.com

Fuente de Intemaot

1

A J

repositorio.unprg.edu.pe

Fuente de intemaen

1%
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revistaalergia.mx

Fueanie do mtemet

www.jiaci.org

Fuanie de ntermet

fr.scribd.com

Fuartte de ntermet

Helvia.uco.es

Fuartte de nternet

qdoc.tips

Fuertie o Inbermet

studylib.es

Fuante de ntermet

revistas.uss.edu.pe

Fuoertte e nternet

Submitted to Universidad San Francisco de

Quito

fratiajo del essudiante

o0
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PCHE. 2.2

Lambayeque, julio 14, 2022,

Dr. Eduardo Julio Tejada Sanchez
Director de la Unidad de Investigacion
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo

Asunto: Informe final Tesis de César A, Peiia Llontop
Estimado profesor:
Me dirijo & Usted, a fin de entregar el Informe Final del trabajo de tesis del Bachiller Cesar AL
Peiia Llontop para su revision por los micmbros del jurado a fin de que formulen sus
observaciones, las que después de ser levantadas por el tesista se determinara fecha y hora para
su sustentacion. Finalmente, comunico a ustedes que ¢l informe presentado tiene un porcentaje
de similitud de14% (recibo digital TURNITIN 1869431876).

Sin otro particular hago propicia la oportumidad para cxpresarle mis consideraciones mas
distinguidas.
Atentamente:

Pedro J. Chimoy Effio, Dr.
Prof. Prin. DE - UNPRG

adj.: Informe y recibo digital TURNITIN
Informe final
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po ACTA DE SUSTENTACION

Pt
“ ACTADE SUSTENTACION VIRTUAL N° 021-2022-FCCBB-U1

Stendo 1as 17:00 horas del dia 10 de agosto de 2022, se reumeron via plataforma meet google
meel gooule comichemmanwdm los Miembros del Jurado evalundor de la wesis titulada “Perfll
proteémico del suero de jovenes varones universitarios antes v después de la exposicion a Ia
apitoxina de Apis mellifera™ designados por Resolucidn 013-2020-UI-FCCBB/D de fecha 11 de
febrero de 2020, con la finalidad de evaluar y calificar la sustentacion de la tesis antes
mencionada, conformada por los siguientes docentes:

Dra. Martha Arminda Vergars Espinoza Presidenta

Dra. Ana Maria del Socorro Visquez Del Castillo Secretana

Lic. Julio César Silva Estela Vecal

Dr. Pedro Jorge Chimoy Effio Asesor

Acto de sustentacidn fue autorizado por Resolucidn N° 202-2022-VIRTUAL-FCCBB/D, de
fecha O8 de agosto de 2022,

La Tesis presentada y sustentads por ¢l Bachiller CESAR AUGUSTO PENA LLONTOP tuvo
una durscion de 30 minutos. Después de la sustentacidn y absueltas las pregunias y observaciones de
los miembros del jurado; se procedid a la calificacidn respectiva, otorgandole el calificativo de
(19) (MUY BUENO) en la escala vigesimal.

Por lo que ¢l Bachiller CESAR AUGUSTO PESA LLONTOP queda APTO pars obtener ¢l
titulo profesional de Licenciado en Biologia - Microbtologia - Parasitologia. de acuerdo con la
Ley Universitaria 30220 vy s normatividad vigente de la Facultad de Ciencias Biologicas y la
Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.

Siendo lasl9:22 se dio por concluido ¢l presente acto académico, déndose conformidad al
presente acto, con la firma de los miembros del jurado.
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Dra. Mﬂ%ﬁi’ Amnnd: Vergem Espmoz Dra. Ana Maria del Socoro Vasguez Del Castillo
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Lic. Julio César Silva Estela, Dr. MEdo Jorge Chimoy Effio,
Vocail Asesor



