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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Desde el surgimiento del ser humano en la Tierra, éste tuvo la necesidad de
aprender a cazar, vestirse y curarse para su supervivencia. Es evidente que esta
tendencia, inherente al ser humano, ha estado presente en todo momento y en

todo lugar donde haya existido alguna sociedad, por primitiva que ésta parezca.

Con el transcurso del tiempo, estas comunidades practicaban de manera empirica
y a base de prueba y error procesos que les ayudaban con sus actividades
cotidianas, los cuales con su perfeccionamiento dieron origen a muchas de las
disciplinas cientificas actuales. Fueron arquitectos al construir chozas, fisicos al
dominar el fuego y médicos al curar los diversos males que les aquejaban. Con el
paso de los afios y el cambio de las tribus ndmadas a sedentarias esos
conocimientos adquiridos se consolidaron y el desarrollo de un lenguaje
estructurado permitio su difusidn con mucha mayor eficacia; en tanto que la
jerarquizacion de labores en las sociedades primitivas hizo posible que algunos
integrantes del grupo comenzaran a especializarse en diversas areas, por ejemplo
en el manejo y uso de plantas, animales y minerales con fines curativos. Estos
conocimientos fueron considerados en el ambito magico-religioso y pasaron
generacion tras generacion, hasta consolidarse como una materia de estudio, que
tienen la finalidad de mantener el bienestar del ser humano y obtener materias

primas naturales que le proporcionaran una mejor calidad de vida.

Con lo antes mencionado, nos damos cuenta como fue el inicio y el desarrollo de
la Farmacognosia hasta llegar a nuestros dias como una ciencia consolidada. La
Farmacognosia se enfoca particularmente en el estudio de los principios activos
de origen vegetal, animal y mineral, asi como de los derivados que pudieran tener
una aplicacion terapéutica, comercial o industrial. En un sentido mas amplio, esta
ciencia abarca el estudio de la historia, el cultivo, la recoleccién, la preparacion, la
preservacion, la comercializacion, la distribucion, la identificacion y evaluacion de

los componentes quimicos de origen natural, la farmacologia y el uso tradicional
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de esos compuestos o sus derivados para mejorar la salud y el bienestar del ser
humano (Cortez-Gallard et al., 2004).

El estudio de la Farmacognosia ha sido de gran importancia con el paso del
tiempo, ya que la mayoria de los farmacos que se utilizan o se han utilizado
provienen de fuentes naturales. La gama de productos naturales con la que
contamos es extensa y variada, sin embargo no toda ha sido estudiada
minuciosamente, especialmente en un pais como el nuestro, en el cual contamos

con una gran biodiversidad.

Un ejemplo en concreto de esta gama de productos naturales es el propdleo, el
cual es una sustancia natural elaborada por las abejas meliferas (Apis mellifera), a
partir de los exudados de las cortezas y diversos tejidos de las plantas. En estado
fresco es resinoso, y cuando ha permanecido durante mas de cinco meses en la
colmena presenta una estructura quebradiza (Alencar et al., 2007). La coloracion

es variada y puede poseer tonalidades amarillentas, verdes, rojizas o marrones.

Actualmente, el propdleo esta siendo ampliamente utilizado en la medicina
tradicional por sus reconocidas propiedades terapéuticas entre las cuales
destacan: la actividad antibacteriana, antifungica, antiviral, antiinflamatoria,
antitumoral y antioxidante (Kumazawa et al., 2004). Por lo que resulta de suma
importancia el estudio de este producto, para comprobar sus actividades
farmacoldgicas y encontrar las moléculas responsables de dichas propiedades.
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2.1. Propodleo
2.1.1. Definicion y generalidades

El propoleo es un sustancia resinosa, gomosa y balsamica elaborada por las
abejas meliferas (Apis mellifera) a partir de los exudados de las cortezas y brotes
de ciertas planas. La palabra propoleo proviene de griego propolis, palabra que
etimolégicamente nos deja entrever la funcién de este, pro (en defensa de) y polis
(ciudad), significado literal defensa de la ciudad (Castaldo y Capasso, 2002).

Figura 1. Muestra de propdleo

Al igual que la miel, el propoleo se conoce desde tiempos remotos y ha sido
utilizado por diferentes culturas con diversas finalidades. Los egipcios conocian
sus propiedades anti-putrefactivas por lo que se usaban para embalsamar sus
cadaveres. En Grecia y Roma se empleaba como antiséptico, cicatrizante en el
tratamiento de heridas y como desinfectante bucal. Las civilizaciones del Nuevo

Mundo, también conocieron sus propiedades y se sabe que los Incas emplearon
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este material como agente antipirético. Adicionalmente, la farmacopea Inglesa en
el siglo XVII, incluy6 el propdleo en el listado de medicamentos oficiales (Alencar
et al., 2007).

Su producciéon comienza con la recoleccion de material vegetal por las abejas
recolectoras, éstas, van fragmentando las resina con sus mandibulas en donde al
mismo tiempo se procesa, sujetandolo con sus patas delanteras hasta trasportarla
finalmente a un érgano especializado de transporte llamado corbicula (Simone-
Finstrom y Spivak, 2010). Una vez que la abeja a recolectado la cantidad
suficiente, regresa a su panal y lo deposita en los lugares donde se requiera
(Figura 2). En ese lugar es recibido por las abejas de cementacion, las cuales lo
suavizan y le dan el acabado final para obtener lo que nosotros conocemos como
propdleo. Durante estos procesos, la mezcla que dara lugar al propdleo es
humedecida con saliva y secreciones enzimaticas, a demas de ser mezclado con
ceras producidas por sus glandulas céreas. Entre las reacciones catalizadas por
las enzimas secretadas, destacan hidrdlisis de los glucdsidos fendlicos generando
las respectivas agliconas y el azucar correspondiente (Simone-Finstrom y Spivak,
2010).

Figura 2 .Recoleccion y deposito del propoleo
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Las abeja emplean este material para recubrir las paredes de la colmena, reparar
paneles, cerrar rendijas, agrietamientos y las fracturas que pueda existir en el. Se
cree que las abejas buscan mantener un ambiente hermético que conserve la
humedad del interior (Funari y Ferro, 2006). Sin embargo el propdleo no solo es un
material de construccion, también se le pueden atribuir otras funciones tales

como:
* Mantener la colmena libre de bacterias y hongos patogenos.
* Regular la temperatura en el interior de la colmena

* Evitar la entrada de otros organismos.

* Adicionalmente, una vez que algun insecto o vertebrado pequefio logra
entra a la colmena, las abejas lo matan y lo momifican con el propdleo ya

que no pueden sacarlo de la colmena (Castaldo y Capasso, 2002).

2.1.2. Aspectos de la obtencién del propédleo

El éxito obtenido en la calidad y cantidad del propdleo recolectado, depende de
varios factores que juegan un papel fundamental en la produccion del material,

estos factores los podemos agrupar de la siguiente manera:
1. Climay Flora
2. Raza de la abeja

3. Métodos de recoleccion.

A continuacion se hara una descripcion de cada uno de ellos.
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2.1.21. Climay Flora

Como ya se menciono, el propdleo es un material elaborado a partir de los tejidos
y exudados de diferentes plantas, por lo tanto, su composicion quimica variara
dependiendo de la zona geografica de donde este provenga. Por ejemplo, en los
paises templados del hemisferio norte, las fuentes para la elaboracion del
propdleo, son los arboles de abedul, fresno, olmo, balsamo y especialmente las
resinas de los brotes vegetativos de los alamos (Populus nigra), Salicaceae
(Populus nigra) (Popova et al., 2004). En los propoleos Sudamericanos, con
climas ecuatoriales, las abejas aprovechan las resinas producidas por las flores de
Clusia minor en Venezuela, y de Clusia rosea en el caso de Cuba. En Brasil se
proponen como fuentes Araucaria heterophylla, Clusia major, Clusia minor y
algunas especies de Baccharis, Araucaria angustifolia y Eucalyptus citriodora
(Popova et al., 2004). En Australia occidental utilizan las especies del género

Xanthorrhoea (Lu et al., 2005), las cuales son endémicas de este pais.

2.1.2.2. Raza de la abeja

La produccidén del propoleo estara en funcidn de la raza de la abeja, en este
ambito lo mas sobresaliente por mencionar es la raza caucasica y los hibridos
africanizados de Apis mellifera, que tienen una tendencia a propolizar mas que
otras. Tendencia, que aumenta cuando los apiarios se ubican a mas de 1000 m de
altitud (Pefia, 2008).

2.1.2.3. Métodos de recoleccion

La forma mas comun para la recoleccion del propdleo, es por medio de trampas
en la colmena o raspado de las mismas, siendo el entrampado el método que

ofrece mejor calidad y menor contaminacion (Stangaciu, 1998).
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El comportamiento de las abejas en la colmena es algo fundamental para la
recoleccion. Si se alteran las condiciones dentro de ésta, se puede acelerar la
produccion y mejorar la calidad de los propdleos, utilizando diferentes dispositivos
con estos fines (Giralt, 2001). Al hablar de la técnica de raspado, un método cada
vez menos empleado, hablamos literalmente de raspar con una espatula todas las
zonas en donde se encuentre el propdleo. Lo que resulta de un método un poco
trabajoso en el cual es muy facil contaminar la muestra con pintura o algun
material que se encuentre en la colmena (Asis, 1993). Aunque en muchos lugares
se sigue usando este método en la gran mayoria de apiarios, se opta por realizar
la recoleccion en mallas, trampas o rejillas. Método en el cual se coloca una malla
con orificios y por instinto la abeja se ve obligada a llenar estos con el propéleo
como se ve en la Figura 3 (Yanucci, 2000). Con este método el apicultor solo
tiene que retirar la malla y con ella obtienen todo el propdleo.

Figura 3. Deposito del propdleo en las malla.
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Otro punto importante para la recoleccidn del propdleo es la estacion del afo,
generalmente en zonas templadas se realiza antes de la llegada del invierno y en
climas tropicales al inicio de la estacion lluviosa, donde se observa que la actividad

de polinizacion es mas intensa (Krell, 1996).

2.1.3. Propiedades biolbégicas

Existen una cantidad importante de trabajos relacionados con la actividad
bioldgica y farmacologica del propdleo, concluyendo que dichas propiedades son
atribuidas a la gran cantidad de constituyentes que lo conforman y el efecto
sinérgico de los mismos; sin embargo, la cantidad de estudios que reportan el
aislamiento de compuestos con actividad especifica obtenidos de este material es
muy reducida, y las aplicaciones son muy diversas y heterogéneas.

A continuacién se describiran algunas de las actividades mas importantes

relacionadas con el propéleo.

2.1.3.1. Capacidad antioxidante

En los ultimos afos se ha observado que el propdleo es una fuente de
compuestos con propiedades antioxidantes, diversos estudios han demostrado
que protege a los aceites y lipoproteinas séricas de la oxidacion (Isla et al., 2001).
Se habla que esta actividad se debe a una funcién antiradicalaria (neutralizando
radicales hidroxilo y, en menor grado, superéxido) y al efecto inhibidor sobre el idn
cuproso, iniciador de la oxidacidén de las lipoproteinas de baja densidad (Claus et
al., 2000). En los propdleos brasilefios y chinos, los extractos acuosos muestran
mayor actividad antiradicalaria que los metandlicos y lo contrario ocurre con los de

origen holandés o peruano (Banskota et al., 2000).
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2.1.3.2. Actividad antimicrobiana

La actividad que se reporta con mayor frecuencia es la antimicrobiana y es quizas
la actividad mas estudiada. Kalogeropoulos y colaboradores (2009) realizaron
estudios donde observaron el efecto de extractos etandlicos de propodleo frente a
varias bacterias tales como: Salmonella typhimurium, Enterobacter aerogenes,
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus cereus, y Listeria monocytogenes. Esta actividad fue
asociada a los compuestos presentes en el propdleo principalmente terpenos,

flavonoides, y antraquinonas.

Silici y colaboradores (2005), realizaron estudios de actividad antimicrobiana con
muestras de propdleos provenientes de tres razas de Apis mellifera, esta
evaluacion se realizo sobre las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans. Los resultados mostraron que el
propoleo de Apis mellifera caucasica es mas activo que los de Apis mellifera
anatolica y Apismellifera carnica. Todos los extractos etandlicos mostraron una
actividad antibacteriana alta contra cocos Gram positivos, principalmente las
cepas de Staphylococcus aureus, y actividad baja contra bacterias Gram
negativascomo como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y la levadura
Candida albicans. Se caracterizaron 48 compuestos mediante GC-MS, de los

cuales 32 corresponden a estructuras nuevas en el propdleo.

También se ha encontrado que los extractos de propdleo pueda aumentar el
efecto de diversos antibioticos, lo cual se asocia con un efecto de sinergismo
sobretodo con antibiéticos que actuan a nivel de ribosoma como es el caso del
cloranfenicol, las tetraciclinas y la neomicina. Asi mismo se observa que el
propoleo puede influenciar en la resistencia bacteriana en antibidticos tales como

amoxicilina, la ampicilina y la cefalexina (Sforcin y Bankova, 2011).
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2.1.3.3. Actividad antiviral

Se ha observado que el propdleo ejerce efectos inhibidores frente a los virus de la
influenza, viruela vacuna, la enfermedad de Newcastle, el herpesvirus, la fiebre del
Valle de Rift, la influenza aviaria, la infeccion virica bursal, el reovirus y el virus de
la gripe Hong Kong, por lo que recomiendan utilizar este producto con fines de
prevencion (Serkedjieva et al., 1992, Amoros et al., 1994). Esta actividad se ha
atribuido al alto contenido de compuestos fendlicos, principalmente acido cafeico,
ésteres de los acidos cafeico y ferulico (3-metilbut-2-enil cafeato, 3-metilbutil
ferulato) y agliconas flavonicas (luteolina y quercetina), muy activas frente al virus
del herpes (Bankova, 2000).

2.1.3.4. Actividad inmunoestimulante

Entre los estudios farmacologicos realizados in vivo destacan los realizado por
Bratter, en donde comprueba el efecto inmunoestimulante del propdleo
determinando los niveles de citoquinas, antes y después de administrar a diez
adultos sanos, con una dosis de 500 mg diarios de propoleo, por via oral durante
trece dias. En dicho periodo, aunque no se modificaron sus valores plasmaticos,
se observando que el nivel en la secrecion de citoquinas aumenta
significativamente (Bratter et al., 1999). También se han hecho estudios en
ratones en donde se observa que con una administraron a una dosis de 200mg/Kg
durante tres dia, el extracto etandlico de propdleo estimula la inmunidad innata,
activando los pasos iniciales de la respuesta inmune sobre todo en la regulacion
de receptores TLR-2 y TLR-4 y la produccién de citosinas pro-inflamatorias (IL-1 e

IL-6) por los macrofagos y las células del bazo (Sforcin y Bankova, 2011).
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2.1.3.5. Otras actividades

Ademas de la actividades descritas existen trabajos sobre su actividad
antiinflamatoria (Borrelli et al., 2002; Cardile et al., 2003; Hu et al, 2005),
antiparasitaria (Dantas, 2006), efectos estrogénicos (Song, 2002), anti-VIH
(Gekker, 2005) y actividad antituberculosa (Yildirim, 2004) las cuales no se
detallan en éste documento.

2.1.4. Composicién

Como se menciond anteriormente, la composicion del propdleo dependera de la
zona de recoleccién y por lo tanto de las especies vegetales predominantes en
dicha area. Por lo cual, definir la composicion quimica de éstos materiales es un
trabajo arduo, especialmente en muestras de origen tropical (Bankova, 2000). A
groso modo se puede decir que en general los propoleos estan compuestos por un
50% de resinas, 30% de ceras, 10% de aceites esenciales y aromaticos, 5% de
polen y 5% de otras sustancias que incluyen escombros organicos (Gémez-
Caravaca et al., 2006), en la Tabla 1 se muestran los componentes mayoritarios
de cada parte del propodleo.

Tabla 1. Composicion general y componentes mayoritarios del propdleo.

Composicion | Porcentaje Componentes mayoritarios
Resinas 50% Flavonoides, acidos fendlicos y ésteres
Ceras_ de 30% Acidos grasos de cadena larga
abeja
Aceit ”
celtes 10% Compuestos volatiles
esenciales
Polen 5% Trazas de minerales y proteinas del polen
Escombros 59 Cetonas, lactonas, quinonas, esteroides, acido benzoico,
organicos ° vitaminas, azucares entre otras
(Krell, 1996)

11




ANTECEDENTES

Los analisis de composicion quimica de este

producto natural han permitido la

identificacion de por lo menos 300 compuestos (Castro, 2001), entre los que se

incluyen flavonoides, acidos aromaticos y sus ésteres, acidos grasos y sus

ésteres, terpenos, esteroides,

aminoacidos,

polisacaridos, hidrocarburos,

alcoholes, y otros compuestos presentes en trazas. Entre los compuestos aislados

mas comunes destacan los mencionados en la Tabla 2.

Tabla 2. Compuestos aislados del propdleo

Compuestos

Nombre

Acido benzoico

Acido ferulico

Acido caféico

Acido galico

Acidos Aromaticos

Acido cinamico

Acido vainillinico

Acido isoferulico

Acido hidroxibenzoico

Acido salicilico

Acido hidroxicinamico

Acido azelaico

Acido hexadecanoico

Acidos alifaticos

Acido malico

Acido oleico

Acido succinico

Benzoato de etilo

Esteres

Cinamil cafeato

Feniletil cafeato (CAPE)

; Crisofanol
Antraquinonas .
Emodina
Quercetina Galangina
Pinostrobina Apigenina
Flavonoides Pinocembrina Kaempferol
Naringenina Ramnetina
Crisina Pinobanksina
D-Fructosa D-Xilosa
Azucares Sacarosa D-Glucosa
Sorbosa D-Manosa

(Kalogeropoulos et al., 2009)
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Se puede clasificar al propdleo en funcidn de su origen geografico, y aunque los
datos relativos a los contenidos de flavonoides y ésteres fendlicos de los
propéleos europeos y de América del Norte son incompletos, se ha observado que
los producidos a partirdel género Populus spp, contienen una mezcla de agliconas
flavénicas, acidos hidroxicinamicos y sus esteres, la variedad rusa contiene
basicamente agliconas flavonicas y la brasilefia derivados del acido p-cumarico
(Bankova, 2000).

En el propdleo europeo el contenido total en fenoles, compuestos a los cuales se
les atribuye la mayoria de sus propiedades farmacoldgicas, representa mas de la
mitad de los 160 compuestos diferentes identificados en él (Bankova, 2000). Sin
embargo, algunas muestras suizas e italianas muestran composiciones inusuales
con contenidos de bencil p-cumarato y de bencil ferulato bastante altos (>5%),
relativa escasez de compuestos fendlicos y ausencia de algunos compuestos
tipicos (pinobanksina y prenil cafeatos) del propodleo procedente del P.nigra
(Bankova, 2002).

Los propdleos turcos (Sorkun et al., 2001), egipcios (Hegazi et al., 2001),
brasilefios (Park et al., 2002), de Chile (Mufioz et al., 2001) y de Cuba (Cuesta-
Rubio et al., 2002) de procedencias botanicas distintas muestran composiciones
variadas, y en algunos casos compuestos caracteristicos que podrian ser de
utilidad para la identificacion de su origen, siendo una especie de marcadores de

dichos propéleos.

Un grupo de compuestos presentes en todos los propdleos del mundo son los
flavonoides, los cuales se encuentran dentro de los compuesto fendlicos,
constituyentes principales da la parte resinosa del propdleo, a la cual se le atribuye
las actividades farmacologicas descristas con anterioridad, y su estudio ha ido en

desarrollo desde su descubrimiento.
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2.2. Flavonoides
2.2.1. Generalidades

Con el paso del tiempo, se ha incrementado la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas regresando al estudio de productos fitoquimicos, entre los cuales,
destacan los compuestos polifendlicos. Estos compuestos se pueden agrupar en
tres grandes grupos: los acidos fendlicos, los polifenoles y los flavonoides, siendo
este ultimo, el grupo mas comun con mas de 4000 compuestos identificados
(Schieber et al., 2001). Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los
vegetales que protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes,
como los rayos ultravioleta, la contaminacion ambiental y sustancias quimicas

presentes en los alimentos (Duthie y Crozier, 2000).

Los flavonoides fueron descubiertos en 1930 por el premio Nobel Szent-Gyorgy,
quien aislé una sustancia denominada citrina de la cascara del limén, compuesto
gue estaba relacionado con la permeabilidad capilar. Con este descubrimiento los
flavonoides se empezaron a denominar vitamina P y vitamina C2 por su relacion
con la permeabilidad y sus propiedades semejantes a la vitamina C (Martinez-
Florez et al., 2002) Sin embargo, con el tiempo se observo que los flavonoides no
se podian agrupar con las vitaminas y ambas denominaciones se abandonaron
alrededor de 1950.

El organismo humano no puede producir estas sustancias por lo que deben
obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplementos. La mayoria de
estos compuestos se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como

en algunas bebidas como la cerveza y el vino.
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2.2.2. Biosintesis y estructura quimica

Los flavonoides se sintetizan en las plantas y participan en la fase dependiente de
luz de la fotosintesis, su formacioén tiene lugar a partir de los aminoacidos
aromaticos fenilalanina y tirosina asi como también de unidades de acetato (Das,
1994).

Los flavonoides son compuestos con un peso molecular bajo que comparten un
esqueleto comun de difenilpirano (Ce-C5-Cs), compuesto por dos anillos de fenilos
a los cuales se les signan las letras A y B, ligados a través de un anillo C de
pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del
2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6' como se observa en la Figura 4 (Kuhnau,
1976).

Figura 4. Estructura base de los flavonoides.

Los dos anillos tienen diferentes origenes biosintéticos, el anillo A proviene de la
via del acetato y el anillo B del acido Sikimico. La unidad iniciadora es la
p-cumaril-CoA, que se incorpora intacta para posteriormente incorporar
secuencialmente tres unidades de malonil-CoA, dando lugar a la estructura de la
chalcona, en donde posteriormente ocurre la ciclacion, subsiguientes
hidroxilaciones y diversas modificaciones para dar origen a las diferentes clases
de flavonoides, las cuales se clasifican como se observa en la Tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de los flavonoides

Clasificacion Descripcion Estructura Ejemplos
. catequina, epicatequina
Tiene un grupo —OH o O ’ )
Flavanol on C-3 O y gallocatequina
OH
Tienen un grupo ° O naringenina, hesperidina
Flavonona carbonilo en C-4 O y isoxantoumol
Tienen carbonilo en o ‘ quercetina, miricetina y
Flavonol C-4 y un grupo -OH en O | kaempferol
C-3 on
Tienen un carbonilo en o O sinensetina, apigenina,
Flavona C-4 y carecen del O | diosmina y luteolina
grupo hidroxilo en C-3
. . | genisteina, daidzeina y
Isoflavona | = anilo B esta unido O gliciteina

en C-3

(e}

Antocianidina

Tienen unido el grupo
-OH en C-3, pero
ademas poseen un
doble enlace entre C-3
y C-4

W,
\ /~
)

OH

cianidina, pelargonidina,
delfinidina y peonidina

(Robards et al., 1999)
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En la naturaleza se han observado también flavonoides unidos a azucares,
especialmente los flavonoles y flavonas, en donde se observa la unidn
preferentemente en la posicion 3 y en algunos casos en la 7. Estos compuestos se
encuentran como O-glicésidos, siendo la D-glucosa el residuo azucar mas
frecuente. Otros residuos de azucares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-
arabinosa, la D-xilosa, asi como el acido D-glucurdnico, generalmente a la parte
sin azucares de la molécula se le denomina aglicona. Esta modificacién que
presentan los flavonoides, mejora su solubilidad en agua pero se ha observado
que reduce su reactividad frente a los radicales libres comparandolos con sus
agliconas o flavonoides respectivos (Martinez-Flérez et al., 2002).

2.2.3. Dieta y flavonoides

Aunque existe una gran variabilidad en los habitos alimenticios dependiendo la
zona geografica, en términos generales podemos hablar que el valor medio de La
ingesta de flavonoides se estima en 23 mg/dia (Hertog et al., 1996). Las
principales fuentes de estos compuestos son: El té negro, las cebollas, las
manzanas, la pimienta negra que contiene cerca de 4 g/kg de quercetina y las
bebidas alcohdlicas como vino y cerveza. El té es una de las fuentes principales
de quercetina en Japdn y los Paises Bajos, asi como el vino tinto lo es en ltalia y
las cebollas en los Estados Unidos. La ingesta promedio de flavonoles y flavonas
se situa entre los 20 y 26 mg/dia la cual excede por tanto, a la de otros
antioxidantes comunes en la dieta cotidiana, tales como el beta-caroteno (2-3
mg/dia) y la vitamina E (7-10 mg/dia) y es igual aproximadamente a un tercio de la
vitamina C (70-100 mg/dia). En este contexto nos damos cuenta que los
flavonoides representan, una parte importante del potencial antioxidante de la

dieta humana (Martinez-Flérez et al., 2002).
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2.2.4. Metabolismo y absorcién

El metabolismo de los flavonoides es intenso y la mayor parte de estos se excreta
por la orina. Las transformaciones de los flavonoides tienen lugar principalmente
en el higado, por medio de reacciones de biotransformacion de fase | como oxido-
reducciones e hidrolisis aunque también se observa la conjugacion con el acido
glucurodnico, sulfatos o glicina en reacciones de fase Il para los flavonoides y sus
metabolitos (Rowland y Tozer 1995).

Cuando se estudian los efectos bioldgicos de los flavonoides, algo importante que
se tiene que considerar es la biodisponibilidad. En general los polifenoles sufren
varias modificaciones en el metabolismo del primer paso, de manera que las
moléculas que llegan a circulacion sistémica ya no son iguales a las que se
ingirieron originalmente en los alimentos. Entre las moléculas resultantes destacan
los glucuronatos y sulfatos que pueden o no tener metilaciones en el grupo
catecol. Los flavonoides que logran ser absorbidos se distribuyen por el organismo
fijados a proteinas plasmaticas como la albumina (Boulton et al., 1998). Consiguen
una distribucion homogénea en todos los tejidos corporales, incluso logran
atravesar la barrera hematoencefalica permitiendo mayor paso, por supuesto, a

los flavonoides mas lipofilicos (Youdim et al., 2004).
2.2.5. Actividades farmacolégicas

La mayor parte de las propiedades farmacologicas que presentan los flavonoides
estan relacionadas con su capacidad de union ha macromoléculas bioldgicas,
tales como enzimas, transportadores de hormonas y ADN asi como, quelar iones
metalicos transitorios como Fe?*, Cu?*, Zn**, catalizar el transporte de electrones y
depurar radicales libres. Por tal razon se han descrito efectos protectores en
diversas patologias como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones
viricas, ulcera estomacal y duodenal, e inflamaciones. Otras actividades que
merecen ser destacadas son sus acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus

propiedades antitrombadtica y antiinflamatoria (Martinez-Florez et al., 2002).
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2.3. Accion antioxidante
2.3.1. Estrés oxidante

Los procesos de oxidaciéon pueden dar inicio por factores fisicos o quimicos y
continuar indefinidamente en presencia de un sustrato adecuado hasta que un
mecanismo de defensa bloquee el proceso. Generalmente las moléculas
responsables son los radicales libres y cuando estos se encuentran en
concentraciones elevadas en los organismos o los mecanismos antioxidantes son

ineficientes ocurre lo que se denomina como estrés oxidante (Sayre et al., 2008).

En los sistemas bioldgicos las moléculas mas afectadas son: proteinas, lipidos y
acidos nucleicos (DNA). Siendo la lipoperoxidacion, la consecuencia mas
importante del estrés oxidante, esta consiste en la interaccion de las especies
reactivas con lipidos poliinsaturados que se encuentran en la membrana celular,
disminuyendo la permeabilidad, dafnando a proteinas membranales e inactivando
receptores lo que pude conducir a la muerte celular (Fatokun et al., 2008; Grassi et
al., 2010; Refsgaard et al., 2000; Reiter et al., 2002).

2.3.2. Radicales libres

Los radicales libres son moléculas con un electron menos de lo normal,
ocasionando que aumente su reactividad quimica lo que les permite secuestrar
electrones o atomos de hidrogeno de moléculas vecinas, convirtiéndolas a su vez
en radicales libres. Esto provoca reacciones en cadena y conduce asi a dano
oxidativo (Fatokun et al., 2008).

Entre los radicales libres mas comunes que se pueden encontrar en el organismo,
destacan los derivados de oxigeno, denominados especies reactivas de oxigeno
(ERO). Entre estas se encuentran al radical anion superéxido (O27), el cual genera

peréxido de hidrogeno mediante la intervencion de la enzima superéxido
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dismutasa (SOD). El H,O, formado a su vez se descompone en moléculas de
agua por la intervencion de las enzimas catalasa y glutation peroxidasa. Aunque
esta conversion es muy rapida, si por alguna razén se alterara el funcionamiento
de estas enzimas, entonces, el peréxido de hidrogeno podria producir el radical
hidroxilo mediante los pasos descritos por la reaccion de Fenton, como se aprecia
en la Figura 5 (Fatokun et al., 2008; Reiter et al., 2002).

Catalasa
—» HO + O,

SDO T

0, + 2H —» H,0,

L

R — HO
Reacciéon de Fenton

H,0, + Fe(l) —— s HO + OH + Fe(ll

Fe(ll) + H,0, —— °‘OOH + H' + Fe (D

Fe(ll) + o, —— Fed) + O,

Figura 5. Produccion del radical hidroxilo

Dado que el O;" ni el H,O, son lo suficientemente reactivos para causar daino al
organismo, el radical -OH es considerado una de las especies oxidantes mas
daninas con una gran afinidad con las biomoléculas, siendo el mas toxico de las
ERO. Se estima que alrededor del 50% del daio oxidativo producido por las ERO
es causado por el ‘OH (Fatokun et al., 2008).
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Como se observa en la Figura 5, la generacion de este radical se ve favorecida
por la presencia de metales de transicion. Debido a la alta reactividad del radical
hidroxilo generalmente reacciona con biomoleculas que se encuentren cercanas a
su sitio de formacion. Esto constituye un aspecto importante del dafio oxidativo, el
cual en cierta forma esta determinado por la localizacion de los metales de

transicion (Hierro, cobre, etc) en la célula.

2.3.3. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que, cuando estan presentes en concentraciones
menores compradas con un sustrato oxidable, detienen o previenen
significativamente la oxidacion de dicho sustrato. El término de sustrato oxidable
se refiere a cualquier tipo de sustancia endogena. Generalmente los antioxidantes
actuan como fuentes de hidréogeno y se oxidan en lugar del sustrato oxidable
protegiendo las células contra el dafio de los radicales libres en consideraciones
bioldgicas, por lo que los antioxidantes desempefian un papel fundamental en la
proteccion de estructuras celulares que pudiesen ser dafiadas en reacciones que

involucren radicales libres (Reiter et al., 2002).

2.3.3.1. Accion antioxidante de los flavonoides

Los antioxidantes naturales mas conocidos son las vitaminas C, E y los
carotenoides, sin embargo, se ha demostrado que los flavonoides también actuan
como antioxidantes, dependiendo de su estructura molecular y de la cantidad y
posicion de sus grupos hidroxilos (Miranda, 2003)

Entre las caracteristicas que se han establecido para que un flavonoide presente

una actividad antioxidante destacan las siguientes tres:
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1. La presencia de un grupo hidroxilo en la posiciones C-3"y C-4" del anillo
B, lo cual confiere una mayor estabilidad a la forma radical y participa en la
deslocalizacion de los electrones.

2. Doble enlace entre las posiciones C-2 y C-3, ademas del grupo
carbonilo en la posicion C-4, responsable de la deslocalizacién de

electrones desde el anillo B.

3. Presencia de un grupo hidroxilo en posicion C-3 y C-5 junto con un doble
enlace entre los carbonos C-2 y C-3 del anillo C.

Siguiendo estos criterios, se puede observar que el flavonoide quercetina, cumple
con las tres caracteristicas para ejercer una efectiva funcidn antioxidante. En
ensayos realizados se ha demostrado dicha capacidad la cual sobresale de las
vitaminas E y C (Merck, 2000).

OH O

Figura 6. Estructura de la quercetina.

Los flavonoides con las caracteristicas descritas anteriormente, pueden neutralizar
las especies reactivas de oxigeno especialmente las que se encuentran en forma
de aniones superéxidos, radicales hidroxilos, perdxidos lipidicos o hidroperoxidos.
Para ello, se transfiere un atomo de hidrogeno del flavonoide al radical
potencialmente lesivo originandose otro radical libre pero ahora en el flavonoide, el

cual es mucho mas estable que el radical que lo genera. De esta forma bloquean
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la accidon nociva de dichas sustancias sobre la célula.

Diversos estudios han demostrado la eficiencia de los flavonoides para eliminar
los procesos de peroxidacion lipidica del acido linoléico o de los fosfolipidos de las
membranas, la peroxidacion de los glébulos rojos o la autooxidacion de los
homogeneizados de cerebro (Ursini et al., 1994). Asimismo, se ha comprobado su
potente capacidad de inhibir in vitro la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) por los macrofagos y reducir la citotoxicidad de las LDL oxidadas
(Hirano et al., 2001; Terao et al., 2001).

Otro factor importante para hablar de funcién antioxidante en los flavonoides, es
su capacidad de eliminar el hierro, se ha observado en los ultimos afios en
ensayos con células U937 tratadas con el agente téxico terbutilhidroperéxido que
aun a muy bajas concentraciones son capaces de evitar la ruptura y la oxidacion
del ADN y que esta funcidn protectora esta intimamente relacionada con su
lipofilicidad (Sestili et al., 2002).

2.3.4. Efectos prooxidantes

Las mismas caracteristicas que le confieren la funcién antioxidante a los
flavonoides determinan que puedan presentar efectos prooxidantes. Los
mecanismos implicados se basan en la formacion del radical aroxilo labil o de un
complejo flavonoide-hierro. En el primer caso, cuando se autooxida el radical
aroxilo se genera un anioén superéxido (O2’) que a su vez da lugar al radical
hidroxilo (HO), lo cual podria esta asociado a las acciones citotdxicas descritas a
altas concentraciones (Hodnick et al., 1988; da Silva et al., 2002).

Lo que determina el caracter antioxidante o prooxidante es la estabilidad/labilidad
redox del compuesto radical formado a partir del flavonoide original, y las acciones
prooxidantes sélo parecen producirse cuando las dosis de los flavonoides son
demasiado altas (da Silva et al., 2002).
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2.4. Enfermedades de la cavidad oral

En los ultimos tiempos se ha observado un incremento significativo en las
enfermedades de la cavidad oral, entre las cuales se encuentran aquellas
relacionadas con las principales enfermedades cronicas como son: las
cardiovasculares, cancer, VIH, afecciones respiratorias cronicas y diabetes.
Ademas de otros factores como una dieta alta en carbohidratos, uso de tabaco,
consumo de bebidas alcohdlicas y de sobremanera la falta de higiene bucodental
(OMS, 2007).

Datos revelados por la organizacién mundial de la salud, mencionan que las
caries dentales y las enfermedades periodontales son dos de las afecciones con
mayor incidencia en la poblacién mundial a nivel de padecimientos bucodentales.
Estudios previos revelan que entre 60 y 90% de los nifios en edad escolar
presentan caries y que de un 5 a un 20% de los adultos de edad mediana
presentan enfermedades periodontales que les ocasionan la pérdida de los
dientes (OMS, 2007).

2.4.1 Caries y Streptococcus mutans

La caries dental es una de las enfermedades crénicas infecciosas mas comunes
que afectan a toda la poblacion mundial, la cual tiene como resultado la disfuncion
dental y en ocasiones termina en la pérdida de los dientes (Aas et al., 2008). Uno
de los factores determinantes para el desarrollo de la caries es la formacién de la
placa dentobatecteriana, la cual se forma en dos etapas: primero ocurre la
adhesion reversible de diversas bacterias orales a la superficie dental, seguida de
la accion de las glucosiltranferasas (GTF's), las cuales forman una capa de
polimeros de glucosa insolubles a partir de la sacarosa, que promueven la
adhesion irreversible de las bacterias. Posteriormente microorganismos
acidogeénicos producen acido lactico por medio de la fermentacion de azucares
como fructosa, lo que conduce finalmente al ataque del esmalte y a la formacion

de la caries dental (Chung et al., 20006).
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Streptococcus mutans es un coco Gram positivo el cual es considerado como un
de los principales agentes causales de la caries dental en humanos, normalmente
presenta una morfologia en pares o cadenas, es catalasa negativo y aerobio
facultativo. Tiene la capacidad de fermentar carbohidratos, con los que produce
acido lactico principalmente. Tiene una capacidad especial para adherirse a
superficies lisas y uno de sus principales factores de virulencia es su habilidad par
formar biocapas en la placa dental (Yoshida et al., 2005).

S. mutans produce las enzimas glucosiltransferasas (GTFs) de tipo B, C y D con
las cuales tienen la capacidad de sintetizar glucano a partir de la sacarosa,
obtenida normalmente por la dieta. Los glucanos mejoran el potencial patogénico
de la placa dental mediante la promocion de la adherencia y acumulacion de la
bacteria en la superficie de los dientes y contribuyen al volumen y a la integridad
estructural de la placa (Koo et al., 2003).

Con el paso del tiempo se han descubierto y desarrollado diversos agentes
efectivos para eliminar a S. mutans de la microflora oral. Antibiéticos como
ampicilina, clorhexidina, eritromicina, penicilina, tetraciclina y vancomicina han
resultado muy efectivos para prevenir las caries, sin embargo, se observa efectos
secundarios con el uso excesivo de estos compuestos el cual puede generar un
desbalance en la flora oral e intestinal y causar susceptibilidad a microorganismos,
vomito, diarrea y pueden manchar el esmalte dental (Chung et al., 2006).
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3. JUSTIFICACION

Diversos estudios en todo el mundo, han demostrado que el propdleo es un
producto natural con diversas actividades farmacoldgicas, por lo que éste, es
considerado como una fuente potencial de un gran numero de compuestos los
cuales en un futuro puedan tener utilidad terapéutica para el tratamiento de
enfermedades o padecimientos que afectan a los seres humanos hoy en dia.
Lamentablemente por su forma de produccion, sabemos que la composicién de
este, no es constante en todo el mundo, y la mayoria de los estudios realizados a
la fecha se enfocan en el estudio de muestras de propdleos europeos, asiaticos o
de regiones de América como Cuba, Brasil o Colombia, los cuales no son
aplicables para los propdleos producidos en nuestro pais. Con base en los
antecedentes descritos anteriormente se planteo el presente proyecto de
investigacion, el cual consiste en determinar la actividad antioxidante del extracto
etandlico derivado del preopdleo y observar el efecto de éste sobre el crecimiento
de la bacteria careogénica S. mutans.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos generales

Con base en las consideraciones ya mencionadas los objetivos generales del
presente proyecto de investigacidon consisten: 1) aislar los componentes
mayoritarios presentes en la muestra de propdleo seleccionada; 2) evaluar el
potencial antioxidante del extracto etandlico preparado y 3) determinar la actividad
sobre el crecimiento bacteriano del extracto preparado.

4.2. Objetivos particulares

Para cumplir con los objetivos generales se plantearon los siguientes objetivos
particulares:

* Obtener el extracto etandlico del propdleo utilizando un método de
extraccion continua (Soxhlet).

* Determinar el contenido de fenoles y flavonoides totales del extracto
etandlico del propdleo, mediante técnicas espectrofotométricas.

* Realizar un fraccionamiento del extracto etandlico derivado del propdleo,
empleando para ello, métodos cromatograficos convencionales y procesos
de particion.

* Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas alguno de Ilos
compuestos mayoritarios presentes en los propoleos y que posiblemente
estén relacionados con la actividad antioxidante y antimicrobiana.

* Analizar la capacidad antioxidante in vitro del extracto etandlico asi como de
los metabdlitos aislados utilizando los ensayos de DPPH y ABTS.

* Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico y los metabdlicos
aislados sobres una cepa de Setreptococcus mutans.

* Determinar la estructura molecular de los metabolitos secundarios aislados
mediante la aplicacion de técnicas espectroscopicas y espectrométricas

contemporaneas.
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5.1. Procedimientos generales
5.1.1. Analisis cromatograficos

Los analisis de cromatografia de capa fina (CCF) se realizaron segun las técnicas
convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion y placas de aluminio de
diversas dimensiones, las cuales estan recubiertas con gel de silice (60 Fass
Merck, malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.25 mm de espesor. Las placas se visualizaron
bajo luz ultravioleta (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm) y posteriormente
fueron reveladas con vainillina sulfurica al 1% seguido de calentamiento
(aproximadamente 110°C) hasta la visualizacion completa de los compuestos. En
cuanto a las cromatografias en columna abierta (CCA) se realizaron sobre gel de
silice Kiesel gel 60 Merck con tamafio de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh
ASTM empacado en columna de vidrio (5 x 30 cm) y utilizando diversos sistemas
de elucion (CH.Cly-acetona y MeOH).

5.1.2. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscépicas vy

espectrométricas

Los analisis espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) en el Edificio B de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Los espectros de resonancia magnética nuclear para proton
(RMN-"H, 400 MHz) y carbono 13 (RMN-"3C, 100 MHz) se realizaron en un equipo
Varian modelo VNMRS. Estos espectros de RMN se realizaron utilizando CD3Cl
como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia, reportando los
desplazamientos quimicos en ppm. Los espectros de masas se determinaron en
un equipo Thermo Electron DFS (DoubleFocus Sector) mediante introduccion
directa y como métodos de ionizacion el impacto electronico (EM/IE) a 70 eV y el
bombardeo de atomos rapidos (EM-FAB).
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5.2. Recoleccion del propdleo

El propdleo utilizado en este estudio fue recolectado en el apiario de“Las Trojes”
ubicado en el Ejido de San Antonio Tecdémitl en la Delegacion Milpa Alta del
Distrito Federal. Una muestra de referencia de esta resina se guarda en el
Laboratorio 111 del conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM.

5.3. Estudio fitoquimico del propdleo
5.3.1. Proceso de extraccion

Una porcidn de la muestra de propoleo recolectada (230 g) se extrajo utilizando un
método continuo (Soxhlet) y 3.0 L de etanol como disolvente por un periodo de
tres horas. Este proceso permitio la obtencion de un extracto etandlico, el cual se
concentré al vacio en un rotavaeporador obteniendo el extracto seco de color
obscuro y apariencia pegajosa (E001). Este mismo propdleo se sometiéo a una
segunda extraccidon siguiendo la metodologia descrita anteriormente y
diclorometano como disolvente de extraccion. Al finalizar el proceso y después de
evaporar el disolvente se obtuvo un extracto con apariencia de cera denominado

balsamo de propdleo (E002).

5.3.2. Fraccionamiento primario

El extracto etandlico total (EO01) se suspendié en una mezcla de metanol y agua
(10:1) y posteriormente se sometié a un fraccionamiento primario por particion
utilizando hexano como disolvente (400 x 3). El proceso permitié la obtencion de

dos fracciones primarias que se denominaron FO01(metanol) y FO02 (hexano).
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5.3.3. Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles presentes en las fracciones FO01, FO02 y el extracto E002
se realizé utilizando el método colorimétrico descrito por Singleton (1965) con
modificaciones. A continuacion se describe brevemente la metodologia utilizada.
En el tubo de ensayo se adicionaron 50 yL de solucion metandlica de las
fracciones a analizar (1 mg/mL), 800 pL de agua y 100 pL de reactivo Folin-
Ciocalteu (1:1). Se agité y se dejo en reposo por 8 minutos. Posteriormente, se
adicionaron 50 pL de Na,COs3 al 20%. Por ultimo, la mezcla de reaccion se dejé en
reposo por un periodo de 1 hora en ausencia de luz y una vez transcurrido el
tiempo se midid6 la absorbancia a 760 nm utilizando un espectrofotometro
Beckman Coulter(D4® 530 Lifesciences UV/VIS).

5.3.4. Fraccionamiento secundario

La fraccion FOO1 se sometid a un fraccionamiento secundario mediante columna
abierta usando silica gel como fase estacionaria y CHyCl;:acetona en un
gradiente de concentracion como fase movil. Se obtuvieron un total de 80
fracciones de 500 ml cada una, las cuales se concentraron al vacio por separado.
El fraccionamiento fue monitoreado por CCF vy las fracciones que presentaban
similitud cromatografica fueron mezcladas, obteniéndose finalmente 11 fracciones

tal y como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Fracciones recolectadas

Sistema de elucion Frr:;;sligggs Clave asignada

100% CH,Cl, F1 F-1
CH,Cl,-acetona F2-F5 F-1I
98:2 F6-F11 F-IlI

955 F12-F14 F-IV
90:10 F15-F22 F-V
8515 F23-F37 F-VI

. F38-F50 F-Vil

?828 F51-F58 F-VIl
50:50 F59-F62 F-IX
30:70 F63-F66 F-X
100% acetona Fer-Fr7 F-X]

F78-F80 F-XIl
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5.3.5. Cuantificacion de flavonoides

El contenido de flavonoides totales al la fracciéon FOO1 y las fracciones derivadas
del fraccionamiento secundario fueron analizadas utilizando el método
colorimétrico descrito por Kumazawa (2004) con modificaciones. El ensayo se
realizé en una placa de 96 pozos. Se colocaron 100 yL de solucion de cada
muestra a probar (1 mg/ml) a sus respectivos pozos y se le adicioné a cada uno
100 pL de solucion etandlica de AlCI; al 2%. Después de una hora de incubacion a
temperatura ambiente se midi6 la absorbancia a 420 nm en un espectro Lector de
Elisa para microplaca Lab system Multiskan® MCC/340.

Para poder expresar los resultados como equivalentes de quercetina (mg de
quercetina/g de extracto o fracciones) se realizo una curva de calibracion con este
reactivo (grado analitico, Sigma-Aldrich). Esta curva de calibracion se trabajé en
un intervalo de concentracion de 10-60 ug/ml por triplicado.

5.3.6. Obtencion y purificacion de los flavonoides aislados

La fraccion | se sometido a un fraccionamiento terciario utilizando una columna
abierta de Sephadex-LH 20 como fase estacionaria y metanol como fase mévil, se
obtuvieron 24 fracciones de 10 ml que posteriormente fueron reunidas por su
similitud cromatografica (CCF), obteniendo finalmente tres fracciones I-A,I-By I-C,

de las cuales las dos ultimas se encontraban puras.

A la fraccién Il se le realizo un proceso de cristalizacidn disolviéndola en cuatro ml
de una mezcla CHyCl, - Acetona 1:1 en caliente, y dejandola reposar a
temperatura ambiente para después enfriarla en un bafo de hielo agua. Los
cristales obtenidos fueron decantados y secados, este proceso se repitié 3 veces
del cual se obtuvo el compuesto denominado II-A.
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[ Propdleo (230 g) ]

Extraccién Soxhlet Extracciéon Soxhlet
3.0 L de CH,Cl, (3.0 L de etano)

vV [ E001 (86.20 g) ]

[ E002 (17.58 g) ] 1) Resuspension en MeOH-H,0 (9:1) 500ml

2) Particién con hexano (3x500ml)

Fraccién acuosa/metanélica Fraccién organica

[ F001 (50.34g) ] [ F002 (19.56g) ]

Fraccionamiento secundario, columna abierta.

-Fase estacionaria gel de silice
-Fase moévil diclorometano y acetona en un gradiente de polaridad.

V V¥V ¥V ¥ VvV V¥ Vv V

I 111 \Y VI Vil IX

Fraccionamiento cormatografico en columna abierta. . o
: . Cristalizacion
-Fase estacionaria sephadex.
-Fase mévil metanol. v
I[1-A
[-B
[-C

Diagrama 1. Fraccionamiento del extracto etandlico del propdleo
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5.3.7. Evaluacion de la actividad antioxidante

5.3.7.1. Actividad inhibidora del radical 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6-

sulfonato de amonio (ABTSe+)

Se midid la capacidad atrapadora del radical ABTS++ de las muestras a probar
empleando el método propuesto por Pérez (2008) con modificaciones. El radical
se generd por una reaccion de oxidacion de una solucion 7mM ABTS (Sigma-
Aldrich Chem. Co. USA) con una solucion 2.45 mM persulfato de potasio, la
solucién resultante se conservo en ausencia de luz por 12 horas antes de su uso.
La solucién de ABTS++ se diluyé con MeOH hasta una absorbancia de 0.7 a 734
nm. Se colocaron 20 yL de la solucion a probar en los respectivos pozos y se le
adicion6 a cada uno 180 uL de solucion acuosa de ABTSe+. La absorbancia fue
medida a 700 nm después de un minuto en un espectro Lector de Elisa .

5.3.7.2. Actividad inhibidora del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH)

La actividad antioxidante de la fraccion FOO1 y de los compuestos aislados se
evaluaron midiendo la capacidad atrapadora del radical DPPH- utilizando la
metodologia descrita por Zhihong (Zhihonget al., 2006) con modificaciones. El
ensayo se realizd en una placa de 96 pozos. Se colocaron 100 uyL de las
soluciones a probar y se les adicion6 100 pL de solucion etandlica de DPPH'0.208
mM (Sigma-Aldrich Chem. Co. USA). La absorbancia fue medida despues de 20
minutos de incubacion a 490 nm en un espectro Lector de Elisa .

Para poder tener un margen de comparacion se realizo una curva con Trolox
(antioxidante de referencia, grado analitico, Sigma-Aldrich) en un rango de
concentraciones de 0 a 60 uM para el DPPH y de 0 a 500 uM en el caso de ABTS.
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En ambos métodos las concentraciones a probar fueron ajustadas para que
quedaran dentro de sus respectivas curvas y todas las mediciones se realizaron

por triplicado.

5.3.8. Ensayo biolégico
5.3.8.1. Microorganismo de Prueba

El microorganismo de prueba utilizado para determinar la actividad bacteriana del
extracto etandlico del propdleo, y de los compuestos aislados, fue Streptococcus
mutans (ATCC 700611).

Para el crecimiento 6ptimo de dicha bacteria, se utilizé6 como medio de cultivo el
caldo de la infusién de cerebro-corazon (BHI) y soya tripticaseina suplementado
con clorhidrato de cisteina (0.05%), menadiona (0.02 pg/mL), hemina (5 pg/mL) y
nitrato de potasio (0.02%).

5.3.8.2. Determinacion de la capacidad minima inhibitoria (CMI)

La actividad bacteriana se determin6 con base en un ensayo de microdilucion en
placa de 96 pozos. Se incubaron los cultivos de las bacterias por 24 h.,
posteriormente se centrifugaron a 10 000 rpm x 10 min, se lavaron con buffer de
fosfatos 0.05M (PBS, pH 6.8) dos veces y finalmente se resuspendieron. La
suspension de células se ajustd utilizando un espectrofotometro y el estandar de
McFarland1. En cada pozo se colocaron: el medio de cultivo, 5 ® 10° UFC/mL de

S. mutans y el compuesto de prueba en diluciones seriadas. Las muestras se
realizaron por triplicado para cada concentracion de prueba con una concentracion
inicial de 2 mg/ml, utilizando diferentes controles como se muestra en la Tabla 5 .
Finalmente, las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C en una
incubadora Labnet 211DS.
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Tabla 5. Controles para el ensayo biolégico

Compuesto de

Medio de cultivo Condiciones
prueba
Control negativo Con in6culo Disolvente 37°C
Blanco Sin indculo Disolvente 37°C
Gluconato de
Control positivo Con inéculo Clorhexidina 37°C
(CHX)

La bacteria S. mutans se incubd en condiciones aerobias, el crecimiento se estimo

espectroscopicamente (Assonm) después de 24 y 48 horas utilizando un lector de

placas.

El valor de CMI para cada microorganismo utilizado se determind midiendo la

concentracion minima del compuesto de prueba que limita la turbidez a menos de

0.05 Assonm. Comparandolo con un control positivo que fue CHX (Tabla 5).
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 Obtencion del extracto y fraccionamiento primario.

El material vegetal objeto de estudio fue seleccionado con base en los usos
reportados en la medicina tradicional y los resultados obtenidos en los ensayos de
seleccion. Con la finalidad de obtener un mejor rendimiento en el proceso de
extraccion, el proceso se repitido utilizando como disolventes, en primer término,
etanol y posteriormente, diclorometano. Los rendimientos de ambos extractos se
muestran en la Tabla 6. Es importante mencionar que el rendimiento obtenido en
la extraccion de esta resina es un parametro que se correlaciona en cierta medida
con la calidad del propdleo, debido a que en la fraccion soluble en etanol es donde
se han encontrado la mayor concentracion de compuestos biolégicamente activos
(Castro, 2001) .

Tabla 6. Rendimiento obtenido en el proceso de extraccion.

Extracto EO001 E002
Peso (g) 86.21 17.58
Rendimiento % 37.48 7.64

Por otra parte, con respecto a la apariencia fisica del extracto E001, este
presentaba una apariencia cerosa, lo hizo evidente la presencia de residuos de
ceras. Por esta razon se tomo la decision de realizar un fraccionamiento primario
por particion utilizando hexano. Este proceso permitid fraccionar al extracto
original en dos grandes grupos de compuestos, aquellos de menor polaridad
(ceras) y los compuestos solubles en metanol-agua. En la Tabla 7 se muestran el
porcentaje del EO01 soluble en hexano (F002) y en metanol acuoso (FO01).
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Tabla 7. Rendimientos obtenidos del proceso de particion.

Fracciones Peso (g) Porcentaje
FOO01 (metanol\agua) 50.34 72.01%
F002 (hexano) 19.56 27.98%

6.2. Determinacién del contenido de fenoles totales y flavonoides a partir de
las fracciones primarias y secundarias.

El fraccionamiento secundario se realizd utilizando como criterio de seleccion la

cantidad de compuestos fendlicos y de flavonoides.

La concentracion de fenoles totales se realizd siguiendo el método de Folin-
Ciocalteu (ver seccion 5.3.3.). La cantidad de fenoles se expresa en equivalentes
de acido galico (mg de acido galico/g de muestra). En la Grafica 1 se ilustra la

curva de calibracion con este reactivo construida para esta determinacion.

Fenoles totales

1.750 /A

1500 y =0.0032x + 0.0066
2 _
1250 ———  R*=099133 ,‘/

]
2
5 1.000 /A
S 0.750
2 /
= 0.500 e

0.250 e

0.000

0 100 200 300 400 500

Concentracion de acido galico pg/ml

Grafica 1. Curva de calibracion para la cuantificacion de fenoles totales
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En la Grafica 1 se observa que en el rango de concentraciones utilizadas se
obtiene la ecuacion que se adecua a una recta con un coeficiente de correlacion
lineal (R=0.9913). La cuantificaciéon de fenoles totales para cada muestra se
realiz6 por triplicado y los resultados se muestran como el promedio de las

determinaciones en la Tabla 8.

Por otra parte, se realizdé la determinaciéon de la cantidad de flavonoides totales
para cada fraccion. Esta determinacion se realizé siguiendo la metodologia
descrita previamente por Kumazawa y colaboradores (2004). Los resultados de las
determinaciones se expresan como equivalentes de quercetina (mg de
quercetina/g de muestra). La curva de calibracion realizada fue lineal en un
intervalo de concentracion de 10-60 yg/ml. El contenido de flavonoides totales

para cada muestra se realizo por triplicado para cada concentracion.

Cuantificacion de flavonoides

1.600
1.400
1.200
1.000
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000 °

0 10 20 30 40 50 60 70

concentracion de quercetina pg/ml

y=0.0226x-0.0099
R?=0.99916

Absorbancia

Grafica 2. Curva de calibracién para la cuantificacion de flavonoides totales

Enla Grafica2 se encuentra la curva de calibracidn que se adecua a la ecuacién

de una recta, con un coeficiente de correlacion lineal (R>=0.9991).
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Tabla 8. Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales.

Muestra Contenido de fenoles totales® Flavonoides totales®
E002 25.11 N.D.
FOO1 | 80.33 | 39.55
F002 | 21 | N.D.

°mg eq. acido galico /g muestra.
’mg eq. de quercetina /g de muestra
N.D.= no determinado

A partir de los resultados obtenidos en las determinaciones de fenoles y
flavonoides totales se decidid continuar el estudio con la fraccion FO001. El
fraccionamiento de F001 permitio la obtencién de 80 fracciones secundarias, las
cuales se analizaron mediante cromatografia en capa fina y se agruparon de
acuerdo a su similitud cromatografica. Como resultado de este proceso se

obtuvieron 12 fracciones combinadas.

Posteriormente, a cada fraccion secundaria se le cuantificé el contenido de
flavonoides totales. Los datos resumidos en la Grafica 3 muestran que las
fracciones F-1 y F-II contienen la mayor cantidad de flavonoides totales, por lo que
se procedid a aislar lo componentes de dichas fracciones.
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Grafica 3. Cuantificacion de flavonoides totales

6.3 Aislamiento y caracterizacion de los compuestos encontrados

La resolucién de la fraccion F-1 se realizo utilizando cromatografia en columna
abierta, Sephadex LH-20 y metanol como fase movil la cual permitié el aislamiento
de los compuestos I-B y I-C.

Por otra parte, con la finalidad de separar el compuesto mayoritario presente en la
fraccion F-Il, esta se sometid a un proceso de cristalizacion el cual permitié la
obtencion del compuesto lI-A. En la Tabla 9 se resumen los compuestos aislados
y el peso de cada uno de ellos.

Tabla 9. Compuestos aislados

Compuesto Peso (mg)
I-B 11.1
I-C | 15.3
II-A | 32.4
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6.3.1. Elucidacién estructural del compuesto |-B

El compuesto I-B, se aisl6 como un sdlido cristalino de color amarillo palido

soluble en diclorometano. La férmula molecular del compuesto se establecié como

C17H160s5 con base en el espectro de espectrometria de masas, en el cual el i6n

molecular se encuentra en una relacion masa carga de m/z 300.

El espectro de RMN-H' se muestra en la Figura 8, en ella se observa que el

compuesto presenta el perfil tipico para los compuestos de tipo flavonona (Rossi

et al., 1997). Las caracteristicas mas importantes encontradas en los espectros del

compuesto I-B son:

a)

b)

d)

En 8412.0 un singulete asignable al proton de un grupo hidroxilo quelatado
ubicado en la posicién C-5.

En la regién aromatica del espectro de RMN-'H, se observa un sistema
A2B; [6n 7.39 (2H, dd, J= 8.0, 4.0 Hz,H-2" y H-6"), 6.96 (2H, dd, J= 8.0, 4.0
Hz, H-3" y H-5")] y dos dobletes en &y 6.06 (1H, d, J= 4.0 Hz, H-6) y dn
6.05 (1H, d, J= 4.0 Hz, H-8). Estas sefiales son asignables a los hidrogenos
de los anillos B y A del flavonoide. Las sefales del sistema A.B-
correlacionan con las sefiales en §¢128.5 (C-2'y C-6") y 115.0 (C-3y C-5")
en el espectro de HSQC, en tanto que los dobletes correspondientes a los
protones del anillo A correlacionaron con las sefiales en 6¢ 96.0 (C-6) y 98.4
(C-8) (Figura 9).

En 84 5.37 se observa un doble de dobles (J= 12.0, 4.0 Hz ,H-2) asignable
al proton del anillo C del flavonoide. Este doble de dobles correlaciona con
la sefal ubicada en &¢ 79.0 (C-2) en el espectro de HSQC.

En 64 3.83 ydu 3.81 se observan dos singuletes asignables a dos grupos
metoxilos. Estos singuletes correlacionan con las sefiales ubicadas en dc
55.3 y 55.7 en el espectro HSQC (Figura 9). Uno de los grupos metoxilo se
ubicé en la posicion C-4° con base en los resultados obtenidos en el
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espectro de 1D-NOESY (Figura 10). En este espectro se observa
claramente que al irradiar el singulete centrado en &4 3.83 se observa
efecto NOE en el doblete asignable a los hidrogenos H-3y H-5". Por otra
parte, el segundo metoxilo (84 3.81) se ubicd en la posicidén C-7 con base
en analisis del espectro 1D-NOESY (Figura 10). En este espectro se
observa que al irradiar el singulete en 6H 3.81 se observa efecto NOE en
las sefales ubicadas en &4 6.07 y 6.05 asignables a los protones H-6 y H-8,
respectivamente.

e) En o4 3.10se encuentra un doble de dobles (J= 16.0, 12.0, H-3b) y en 2.79
un segundo doble de dobles (J= 16.0, 4.0, H-3a). Ambas senales

correlacionan con la sefial en d¢ 43.0 en el espectro HSQC.

Los desplazamientos de los carbonos cuaternarios, se presentan en la Tabla 10 y

son los reportados por Rossi y colaboradores (1997).

Con base en las evidencias, el compuesto I-B se identific6 como la 5-hidroxi-4°,7-
dimetoxiflavonona la cual es conocida con el nombre trivial de 4°,7-
dimetilnaringenina. Este compuesto a sido aislado a partir de Pipermollicomun
(hojas) y Piperihotzkyaunm (Piperaceae) (Lago et al., 2007), asi mismo se
encontré como uno de los principales componentes en especies del género
Arnica (Schmidt y Willum, 2000). Existen diversos estudios de este compuesto los
cuales describen actividad contra el carcinoma de laringe utilizando la linea celular
Hep,, carcinoma mucoepidermoide pulmonar con la linea celular Hyg2 encontrando

también propiedades citotoxicas y anticancerigenas (Garcez et al, 2006).
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Figura 7. Estructura quimica de la 4°,7-dimetilnaringenina.

Tabla 10. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H y *C para la 4',7-
dimetilnaringenina (I-B).

Posicién H (5) 3C(s)?

1 _ ]

2 5.37 (1H, dd, J= 12.0, 4.0 0.0

Hz)
3 3a, 2.79 (1H, dd, J=16.0,
4.0 Hz)
3b, 3.1 (1H, dd, J=16.0, 43.0
12.0 Hz)

4 i 196.0

5 i 164.1

6 6.05 (1H, d,J=4.0 Hz) 96.0

7 i 167.9

8 6.07 (1H, d, J=4.0 Hz) 98.4

9 i 162.9

10 i i

1 i 130.0
2,6 7.39 (2H, dljlz,)J— 8.0, 4.0 1285
3,5 6.96 (2H,dd, 4= 8.0,4.0 1150

z)

4 i 160.0
_OCHs 3.81 (3H, s) 55.7
_OCHs 3.83 (3H, s) 55.4
-5-OH 12.0 (1H) i

4400 MHz, CDCls.
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7-OCH{ 4’-OCH,
5-OH
35 6
2,6
3b 3a
L A N JU d 3
12‘.0 11.0 0. 10.0 9.‘5 9.0 8. 8.0 f71"5 5‘.0 4.‘0 3.‘5 310 2‘.5

Figura 8. Espectro de RMN-H' de la 4°,7-dimetilnaringenina (I-B)
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Figura 9. Espectro de HCQS de la 4°,7-dimetilnaringenina (I-B)
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Q)
B)
, ., 35
2,6 3 6
2 D ¥
7.0 6.5 6.0 5.5 94 3.90 3.86 3.82 3.78 3.74
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 10. Espectro 1D-NOESY. A) RMN-H' de la 4°,7-dimetilnaringenina (1-B),
efecto NOE observado al irradiar la sefal que se encuentra en 3.83 ppm (B) y 3.81

ppm (C).
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6.3.2. Elucidacion estructural del compuesto I-C

El compuesto I-C, se aisl6 como un sélido cristalino color amarillo, soluble en

diclorometano. La férmula molecular del compuesto se establecio como C17H140¢

con base en el espectro de espectrometria de masas, en donde el ibn molecular

se encuentra en una relacion masa carga de m/z 314.

El espectros de RMN-H'y RMN-C"®*que se muestran en las Figuras 12 y 13,

presentan el perfil tipico para los compuestos de tipo flavona (Rossi et al., 1997).

Las caracteristicas del espectro registrado para el compuesto I-C se describen a

continuacion:

a)

b)

En o4 11.73 un singulete asignable al propton de un grupo hidroxilo
quelatado ubicado en la posicién C-5 .

En la regién aromatica del espectro de RMN-'H, se observa un sistema
A2B; [64 8.17 (2H, dd, J= 8.0, 4.0 Hz, H-2" y H-6"), 7.03 (2H, dd, J= 8.0, 4.0
Hz, H-3" y H-5")] y dos dobletes en &y 6.48 (1H, d, J= 4.0 Hz, H-6) y dn
6.37 (1H, d, J= 4.0 Hz, H-8). Estos pares de sefales son asignables a los
hidrégenos de los anillos B y A del flavonoide, respectivamente. Las
sefiales del sistema A;B, correlacionan con las absorciones en 6c129.35
(C-2'y C-6") y 114.06 (C-3'y C-5")en el espectro de HSQC, en tanto que los
dobletes correspondientes a los protones del anillo A correlacionan con las
sefiales en 6¢c 97.86 (C-6) y 103.91 (C-8) (Figura 14).

En 84 6.60 se observa un singulete el cual no correlaciona con ninguna
sefial en el HSQC por lo que se asigna a un hidrogeno de —OH en la
posicion C-3.
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d) En 64 3.89 y 04 3.88 se observan dos singuletes asignables a dos grupos
metoxilos. Estos singuletes correlacionan con las sefales ubicadas en dc
55.4 y 6:55.8en el espectro HSQC (Figura 14).

e) Con base en las evidencias presentadas, el compuesto I-C se identificd
como la 3,5-dihidroxi-4",7-dimetoxiflavona.

La asignacion de los carbonos cuaternarios se realizo en base a su

dezplazamiento quimico y se encuentran en la Tabla 11

Figura 11. Estructura quimica de la 3, 5-dihidroxi- 4°,7-dimetoxiflavona
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H y '3C para la 3, 5-dihidroxi-
4" 7-dimetoxiflavona (I-C)

Posicién H (5)° B3c(5)?
1 -
2 - 145.7
3 - 135.6
4 - 175.1
5 - 161.1
6 6.37 (1H, d, J= 4.0 Hz) 97.9
7 - 165.7
8 6.48 (1H, d, J= 4.0 Hz) 92.1
9 - 156.8
10 - 103.9
1’ - 123.2
2,6 8.17 (2H, dd, J= 8.0, 4.0 Hz) 129.3
3,5 7.03 (2H, dd, J= 8.0, 4.0 Hz) 114.1
4 - 160.8
-OCH; 3.88 (3H, s) 55.8
-OCH; 3.89 (3H, s) 55.4
-5-OH 11.73 (1H) -
-3-OH 6,60 (1H)

4400 MHz, CDCls.
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7-0CH; 4’-OCH;

5-OH

2,6
3,5

3-0H

1. | § I

T T T T T T
115 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0

T T T T T T
8.5 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.
1 (ppm)

Figura 12. Espectro de RMN-H' de la 3, 5-dihidroxi- 4°,7-dimetoxiflavona (I-C)
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6 8 -OCH; -OCH,4
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Figura 13. Espectro de RMN-C'de la 3, 5-dihidroxi- 4°,7-dimetoxiflavona (I-C)
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Figura 14. Espectro de HCQS de la 3, 5-dihidroxi- 4°,7-dimetoxiflavona (I-C)
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6.3.3. Elucidacién estructural del compuesto II-A

El compuesto llI-A se aisl6 como un sdlido cristalino amarillo soluble en una

mezcla de diclorometano acetona. La férmula molecular del compuesto se

establecio como C47H1405 con base en los espectros de RMN y espectrometria de

masas. El ion molecular se encuentra en una relacion masa carga de m/z298.

Los espectros de RMN (Figuras 17-19) presentan el perfil tipico para compuestos

de tipo flavona (Guedes et al, 2006 ; Lago et al., 2007). Las caracteristicas mas

importantes para el espectro son:

a)

b)

c)

d)

En 6412.81 un singulete asignable al proton de un grupo hidroxilo quelatado

ubicado en la posicién C-5 .

En la region aromatica del espectro de RMN-"H, se observa un sistema A;B
[6n 7.84 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2" y H-6"), 7.01 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3" y H-5"),
dos dobletes en 64 6.48 (1H, d, J=4.0 Hz, H-6)]y 61 6.37 (1H, d, J= 4.0 Hz,
H-8). Estas sefales son asignables a los anillos B y A del flavonoide. Las
sefales del sistema AzB; correlacionan con las absorciones en ¢ 128.5 (C-
2’y C-6")y 114.5 (C-3'y C-5') en el espectro de HSQC (Figura17), en tanto
qgue los dobletes correspondientes a los protones del anillo A correlacionan
con las sefiales en d¢ 92.6 (C-6) y 98.03 (C-8).

En 64 6.57 aparece un singulete que se asigna a H-3. Este singulete
correlaciona con la senal en 6¢c 104.4 (C-3) en el espectro de HSQC (Figura
17).

En 6y 3.89 y 04 3.88 se observan dos singuletes asignables a dos grupos
metoxilos. Estos singuletes correlacionan con las sefiales ubicadas en dc
55.5y 55.7 en el espectro HSQC (Figura 17). Uno de los grupos metoxilo se
ubico en la posicion C-4" con base en los resultados obtenidos en el espectro
de 1D-NOESY. En este espectro se observa claramente que al irradiar el
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singulete centrado en &4 3.89 se observa efecto NOE en el doblete asignable
a los hidrégenos H-3'y H-5" (Figura 18). Por otra parte, el segundo metoxilo
(0w 3.88) se ubico en la posicion C-7 con base en analisis del espectro de
1D-NOESY (Figura 18). En este espectro se observa que al irradiar el
singulete en dH 3.88 se presenta efecto NOE en las sefales en oy 6.47 y

6.36 asignables a los protones H-6 y H-8, respectivamente.

Los desplazamientos de los carbonos cuaternarios se presentan en la Tabla 12 y
son los reportados por Guedes y colaboradores (2006).

Con base en las evidencias presentadas, el compuesto llI-A se identific6 como la
5-hidroxi-4°,7-dimetoxiflavona el cual se nombra comunmente como 4°,7-
dimetilapigenina. Este compuesto se a identificando en la resina de las hojas de la
especie vegetal Cistusladanifer (Chaves et al, 1998); en Rosmarinus officinalis
(Amela et al., 2007) y en diferentes especies del genero Artemisa: A. ordosica, A.
iwayomogi'y A. afra (Dong-Bao et al., 2005; Kim et al., 2004).

Figura 15. Estructura quimica de la 4°,7-dimetilapigenina
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos de RMN de '"H 'y *C para la 4°,7-
dimetilapigenina (lI-A).

Posicién H (5) Bc(5)?
1 -
2 - 128.0
3 5.57 (1H, s) 104.4
4 - 182.0
5 - 157.6
6 6.37 (1H, d, J= 4.0 Hz) 92.6
7 - 155.3
8 6.48 (1H, d, J= 4.0 Hz) 98.03
9 - 162.9
10 - -
1 - 123.5
2,6 7.84 (2H, d, J= 8.0 Hz) 128.5
3,5 7.01 (2H, d,J= 8.0 Hz) 114.5
4 - 163.9
-OCH3 3.89 (3H, s) 55.5
-OCH; 3.88 (3H, s) 55.7
-5-OH 12.81 (1H) -

4400 MHz, CDCls.
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7-0CH; 4’-OCH,
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Figura 16. Espectro de RMN-H" de la 4°,7-dimetilapigenina (lI-A).
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Figura 17. Espectro de HCQS de la 4°,7-dimetilapigenina (ll-A).
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Q)
B)
2,6 )
3,5
8
6
A) M
8.0 7.7 7.4 7.1 6.8 6.5 3.92 3.88 3.84
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 18. Espectro 1D-NOESY. A) RMN-H' 4°,7-dimetilapigenina (ll-A). Efecto
NOE observado al irradiar la sefial que se encuentra en 3.88 ppm (B) y en 3.89

ppm (C).
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6.4. Evaluacion de la capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) de los

compuestos puros.

El radical cationico ABTSe+ es un cromoforo que se genera a partir de una
reacciéon de oxidacion del ABTS con persulfato de potasio. En esta técnica la
cuantificacion de la actividad antioxidante esta basada en la decoloracion del
radical libre que reacciona fuertemente con un donador de atomos de hidrégeno
convirtiéndose en ABTS incoloro (Prior et al., 2005). La reaccion se ilustra en la
Figura 19.

SOgH

s
>= - =< ﬁ Antloxldante HOsS >= - =< ©/

C H
Csz 2Hs 02H5 Csz

Figura 19. Reaccion entre al ABTS y el antioxidante

Los resultados obtenidos para este ensayo se expresan como concentracion yM
de Trolox eq./mg de muestra. La curva de calibracién se realiza utilizando Trolox
en un rango de concentraciones de 0 a 500 uM. En la Grafica 4 se observa que
en este rango de concentraciones la ecuacion que se obtiene se adecua a una

recta con un coeficiente de correlacién lineal (R?=0.9992).

O3H
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Curva de calibracion ABTS
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Grafica 4. Curva de calibracion de Trolox (ABTS)

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 13, en esta se observa que el
compuesto I-B es el que presenta mayor actividad seguido del extracto E001, en
cuanto a los compuestos I-B y II-A estos no presentan una actividad antioxidante

relevante.

Tabla 13. Resultados de actividad frente al ABTS

Muestras| Conc. de muestra utilizada (mg/ml)

MM de Trolox eq. por
mg de muestra

E001 0.3 58,513
B | 1 | 7,272
I-C | 0.08 | 82,885

I-A ] 1 | 4,669
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Por otra parte, se realiz6 un segundo método para determinar la capacidad
antioxidante de los compuestos aislados, mediante la determinacién de la
decoloracion del radical libre DPPH, el cual es uno de los métodos mas utilizados
para determinar la actividad antioxidante de los alimentos y las plantas
medicinales. El radical DPPHe es uno de los pocos radicales estables vy
comercialmente disponibles, su principal caracteristica es que presenta un color
violeta intenso, el cual disminuye en presencia de un antioxidante u otro radical.
Esta propiedad es aprovechada para cuantificar que tanto un compuesto puede
neutralizar al radical midiendo el grado de decoloracién que éstas provocan en

una solucion metandlica de DPPH (Prior et al., 2005).

El fundamento del método se basa en la interaccion de los antioxidantes con el
radical estable libre, 1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (color violeta) para convertirlo en su
forma reducida DPPH-H (1,1-Difenil-2-picrilhidrazina, color amarillo) como se

observa en la Figura 20.

NO, RH NO,
Antioxidante

_ H ;
O2N N=N — >  ON N—N
R
NO
2 NO,

Figura 20. Reaccion entre el DPPH y el antioxidante

Los resultados obtenidos en la determinacidon de la actividad antioxidante
utilizando el método del DPPH se expresan como concentracion uM de Trolox eq.
por mg de muestra, y para ello, se realizé una curva (Grafica 5) de calibracion
con Trolox en un rango de concentraciones de 0 a 60 uM, se observa que en este
rango de concentraciones la ecuacion que se obtiene se adecua a una recta con

un coeficiente de correlacion lineal (R?=0.9992).
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Curva de calibracion DPPH
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Grafica 5. Curva de calibracion de Trolox (DPPH)

Los resultados presentados en la Tabla 14 muestran que el compuesto I-C es el
que presenta la mayor actividad antioxidante al ser comparado con el extracto y
los compuestos |-B y II-A.

Tabla 14. Resultados de actividad frente a DPPH

M Conc. de muestra utilizada MM de Trolox eq. por
uestras
(mg/ml) mg de muestra
E001 0.3 195
I-B | 0.5 | 263
I-C | 0.08 | 5703
II-A | 0.5 | 91
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Otra forma de presentar los resultados de las pruebas anteriores, es integrando
los datos en una sola grafica, en donde transformamos los resultados obtenidos a
porcentaje, tomando la mejor actividad como el cien porciento (Grafica 6).

Porcentaje
w
o

Muestras

Grafica 6. Grafica de los resultados del DPPH y ABTS.

En esta Grafica se observa que en ambos casos el compuesto I-C es el que
presenta la mejor actividad antioxidante. En el caso del EOO1 se observa una
mejor actividad al neutralizar el radical catiénico ABTS que el radical DPPH.

Al realizar un analisis de las estructuras de los compuestos aislados se observa
que las diferencias se presentan en las posiciones C-2 y C-3 del anillo C de los
flavonoides estudiados. En el caso particular del compuesto I-C, este presenta
una insaturaciéon entre C-2 y C-3 y un grupo hidroxilo en C-3 (Figura 21). Esta
diferencia es determinante para la actividad antioxidante encontrada para este
compuesto. Por otra parte, es importante mencionar que el radical libre DPPH es
mas selectivo que el radical libre cationico ABTS, ya que a diferencia de este
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ultimo, el radical DPPH no reacciona con los flavonoides que no presentan grupos
hidroxilo en el anillo B ni con acidos aromaticos con un solo grupo hidroxilo
(Roginsky et al., 2005), lo que explicaria la diferencia de los resultados de E001

entre ambos métodos.

HsC0. O 'O

I-C II-A

Figura 21. Diferencias estructurales entre los tres compuestos aislados

6.5 Actividad antimicrobiana

El bioensayo consistié en la determinacion del efecto del extracto etandlico del
propéleo sobre el crecimiento de la bacteria cariogénica Streptococcus mutans.
Los resultados obtenidos indican que el extracto del propdleo inhibe el crecimiento
de la bacteria seleccionada con una concentracion minima inhibitoria de 550
ug/mL. Cabe mencionar que en México los estudios sobre el propdleo son muy

escasos, motivo por el cual, fue seleccionado el material de dicha experimentacion

El efecto de los compuestos puros sobre el crecimiento de la bacteria S. mutans
se determino utilizando las mismas condiciones descritas anteriormente y los

resultados se observan en la Tabla 15.
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Tabla 15. CIM de las diversas muestras

Muestra CMI (ug/mL) para S. mutans
E001 550
-B | 1050
I-C | 1050
II-A | 1000

Comparando los resultados de las diferentes muestra se observa que E001 tiene
una CMI menor que los compuestos puros, con esto nos damos cuanta que la

actividad que este presenta no es debida a dichos compuestos.

Con base en los resultados de los CMIs, se puede observar que E001 y los
compuestos aislados poseen una actividad antibacteriana moderada sobre las
bacteria patégena S. mutans . Es importante mencionar que un compuesto se
considera activo si su CMI es menor a 1000 pg/mL (Rivero-Cruz et al., 2008;). Al
comparar la actividad obtenida para el extracto y los compuestos con el antibiético
comercial utilizado como control positivo, se observa que el gluconato de
clorhexidina presenta una concentracion minima inhibitoria menor a la de los

flavonoides aislados (Rivero et al., 2008).
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7. CONCLUSIONES

El estudio quimico del extracto activo preparado a partir de una muestra de
propdleo recolectada en la Delegacion Milpa Alta del Distrito Federal,
permiti6 el aislamiento y la caracterizacion de los flavonoides (4°,7-
dimetilnaringenina, 4°,7-dimetilapigenina y 3,5-dihidroxi-4,7 'dimetoxiflavona)

Con base en los resultados obtenidos podemos afirmar que la 3,5-dihidroxi-
4,7 dimetoxiflavona es uno de los compuestos responsables de la actividad
antioxidante del extracto y que la posicidon del hidroxilo en posicion C-3 con
la insaturacion entre C-2 y C-3 es fundamental para dicha actividad.

Los compuestos aislados presentan concentraciones minimas inhibitorias
sobre la bacteria careogénica Streptococcus mutans en un rango 1000 a
1050 ug/mL por lo que de acuerdo con los criterios descritos en la literatura
(Rivero et al., 2008) esta actividad puede considerarse como moderada.

En el presente estudio fitoquimico se describe por primera vez la presencia
de la 3,5-dihidroxi-4,7 dimetoxiflavona en un propoleo mexicano. Por otra
parte, el flavonoide 4°,7-dimetilnaringenina ha sido reportado en diferentes
muestras de propdleo recolectadas en la zona rural del Distrito Federal por
lo que puede considerarse como un compuesto marcador para los

propoleos de la zona.
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8. PERSPECTIVAS

Continuar con el estudio del mecanismo mediante el cual la 3,5-dihidroxi-

4" 7-dimetoxiflavona ejerce su efecto antioxidante.

Finalizar el estudio de las fracciones secundarias activas, con la finalidad de

aislar y purificar los compuestos minoritarios.

Desarrollar un método analitico por HPLC para cuantificar a los flavonoides
aislados y establecer su presencia en propodleos recolectados en otras
regiones de México.
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