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RESUMEN

El propdleo posee efectos benéficos en la salud del hombre por lo que desde
tiempos ancestrales se ha usado ampliamente, especialmente en la medicina
tradicional para tratar diversas enfermedades. Su composicion depende de la zona
de recoleccién, la época, la flora, entre otros factores. A la fecha se han aislado
compuestos fendlicos, terpenoides, esteroides, azucares y aminoacidos de propdleos
de diferentes origenes de todo el mundo. Estos compuestos son los que le confieren
la variedad de actividades farmacoldgicas observadas.

En este marco de referencia en el presente proyecto, se propuso la investigacion de
la composicion quimica, la capacidad antioxidante, actividad antibacteriana y efecto
vasorrelajante de extractos de propoleos de la zonas meliferas del Altiplano.

En este trabajo de investigacion se describe el estudio quimico de los extractos
etandlicos de propoleos (EEP) de Puebla y Guanajuato. Se encontr6 que el
contenido de fenoles totales y flavonoides es considerable en la muestra procedente
de Puebla y no asi para la de Guanajuato. Posteriormente se determiné el efecto de
los EEP sobre el crecimiento de bacterias patégenas de la cavidad oral
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis y Streptococcus oralis. Por otra
parte, mediante el uso de distintos tipos de cromatografia se logro el aislamiento de
los flavonoides izalpinina (1), 2°,6'-dihidroxi-4’-metoxichalcona (2), galangina (3),
pinocembrina (4) y crisina (5) del EEP de Puebla. En tanto que del EEP de
Guanajuato se aislé galangina (3), pinocembrina (4), crisina (5), alpinetina (4a), 5-O-
metilpinobanksina (5a), dillenetina (6a) isorhamnetina (7a), 5-O-metilgalangina (8a) y

5-O-metilcrisina (9a).

La capacidad antioxidante de los EEP y de los compuestos mayoritarios se evaluo
mediante los ensayos de captura del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH') y
decoloracion de [(-caroteno. Asimismo se probd el efecto de los EEP y los
compuestos mayoritarios sobre la aorta aislada de rata, encontrando que tienen un

potencial efecto vasorrelajante.



ABSTRACT

Propolis has beneficial effects on human health thus it has been widely employed
since ancient times, especially in folk medicin for the treatment of diseases. lIts
composition varies according to the collection site, local flora, and season. Many
constituents of propolis have been reported such as phenolics, terpenoids, steroids,
sugars and aminoacids. These substances are responsible for the biological activity

displayed by propolis.

This dissertation was designed to investigate the chemical composition, antioxidant,
antibacterial, and vasorelaxing activity of two samples of propolis collected in the
Mexican Altiplane (Central Mexico).

On this research work is described the chemical study of the ethanolic extracts of
propolis (EEP) from Puebla and Guanajuato. It was found that the phenolics in the
sample from Puebla are higher than those from Guanajuato. Afterwards, the effect of
the EEP on mouth pathogenic bacteria Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis y Streptococcus oralis. On the other hand, the ethanolic extract was
fractionated by means of chromatographic separation to isolate nine known
flavonoids: izalpinin (1), 2°,6°-dihidroxi-4 -methoxychalcone (2), galangin (3),
pinocembrin (4) y chrysin (5) of the EEP from Puebla. Meanwhile the EEP from
Guanajuato yielded galangin (3), pinocembrin (4), chrysin (5), alpinetin (4a), 5-O-
methylpinobanksin (5a), dillenetin (6a) isorhamnetin (7a), 5-O-methylgalangin (8a) y
5-O-methylchrysin (9a).

The free radical-scavenging activity of EEP, the reference sample (Trolox) and the
pure compounds was evaluated through the DPPH bleaching assay and (-caroten
bleaching assay. It was found a vasorelaxant effect of the EEPs and pure compounds
evaluated with the rat isolated aorta.



1. ANTECEDENTES

1.1. El propdleo

La palabra propdleo proviene de los vocablos griegos pro que significa “en frente de”
y polis que significa “comunidad o ciudad”, por lo que se puede interpretar como “en
defensa de la ciudad” (Ghisalberti, 1979; Wagh, 2013) y nos da una idea del

importante papel de esta sustancia en la colmena.

También conocido como “pegamento de las abejas”, es aromatico y de color variable
desde amarillo-verdoso hasta café, es suave y pegajoso a temperaturas elevadas, en

cambio, a temperaturas bajas y con el paso del tiempo se endurece (Lotfy, 2006).

1.1.1. Definicién

El propdleo es un producto natural de la colmena producido por las abejas, las cuales
recolectan resinas balsamicas secretadas por distintos arboles y plantas para
después mezclarlas con cera y secreciones salivales propias (Vecchi, 2007).

1.1.2. Historia
Los antiguos egipcios representaron las abejas productoras de propoleo en vasijas y
ornamentos para usarlos para aliviar varias afecciones (Langenheim, 2003). Ademas

aprendieron de las abejas el uso como embalsamante (Kuropatnicky et al., 2013).

Los judios consideraban el propoleo como medicina, lo conocian como "tzori" y es
mencionado en el Antiguo Testamento. El balsamo de Gilead es practicamente igual
al propdleo, es descrito como un regalo de la reina Sheba al rey Salomoén. Era uno
de los componentes del incienso especial que se usaba a diario en el Templo
Sagrado de Jerusalén (Kuropatnicky et al., 2013).

En el noveno libro de Historia Animalium, el autor anénimo hace observaciones del
propéleo como parte del panal de las abejas, lo menciona como una sustancia
oscura, un tipo de deshecho o subproducto de la cera, con olor pungente, que cura



moretones y llagas (Crane, 1999). Se dice que Hipdcrates lo usaba para curar
ulceras y heridas, tanto internas como externas (Kuropatnicky et al., 2013).

En el siglo | A. C., Dioscérides escribidé sobre los usos del propdleo en su obra "De
materia medica", menciona que proviene a la resina Styrax (Bogdanov, 2012).

Entre los romanos, Plinio el Grande describio la apariencia del propdleo y sus usos,
incluso menciona que es de mayor valor que la miel (Kuropatnicky et al., 2013).

En el siglo | A. C., Cornelius Celsus escribi¢ el uso de una serie de sustancias que
promovian la supuracién en heridas abiertas o para el tratamiento de abscesos,
como parte de esta lista se encuentra el propdleo junto con la mirra y el galbano
(Kuropatnicky et al., 2013).

En manuscritos persas, se describe al propdleo como medicamento contra eczemas,

mialgia y reumatismo (Kuropatnicky et al., 2013).

De la Edad Media, se cuenta con pocos manuscritos que relatan el uso del propdleo
como parte de preparados para tratar infecciones orales y faringeas y caries
dentales. El conocimiento del uso del propdleo sobrevivié esta época a través de la
medicina tradicional (Kuropatnicky et al., 2013).

Con la llegada del Renacimiento, se retomé el uso del propdleo. En el libro “Historia
de las plantas”, Gerard hace referencia al uso de la resina o sustancia pegajosa
proveniente de los brotes de los arboles del género Populus como parte de
unguentos. Ademas menciona que este unguento sirve para cualquier inflamacion y

moretones, entre otros (Fearnley, 2001).

Hacia el siglo XVII, las farmacopeas europeas ya lo enlistaban como un
medicamento oficial (Crane, 1997).



El botanico y médico, Nicolas Culpeper, asevera en su obra “Herbario Completo” que
el unguento Populneon (hecho a base de productos derivados del Populus alba) es
util para calmar inflamaciones y calor de cualquier parte del cuerpo, que regula el
calor de las heridas; ademas, sirve para secar la leche materna (Fearnley, 2001).

A pesar del uso médico que se le habia dado al propodleo, Stradivari y Amati usaban

esta sustancia para barnizar los violines que construian (Crane, 1999).

Es hasta el siglo XX cuando se inicia la investigacion quimica del propoéleo. Entre los
investigadores que estudiaron inicialmente la composicién quimica se encuentran

Dieterich, Halfenberg, Kistenmacher, Jaubert y Rosch (Kuropatnicky et al., 2013).

1.1.3. Composicién quimica

El propdleo es una mezcla compleja compuesta aproximadamente de 50% de resina
y balsamo, 30% de cera, 10% de aceites esenciales y aromaticos, 5% de polen y 5%
de desechos organicos. Estas proporciones dependen de la fuente natural de colecta
de las abejas (Cirasino et al., 1987; Toreti et al., 2013).

En las zonas templadas la mayor parte del prépoleo procede del exudado de brotes
de alamos pertenecientes al género Populus spp; en la zona septentrional de Rusia,
de los brotes de Betula verrucosa y de P. tremula; en las regiones mediterraneas, de
Populus nigra y de las hojas de Cistus spp.. En Brasil procede de las hojas de
especies de Baccharis dracunculifolia; en Venezuela y Cuba de la resina floral del

género Clusia (Farooqui et al., 2012).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 300 constituyentes en diferentes tipos de

propdleo, siendo los compuestos fendlicos los mas abundantes (Falgao, 2010).

La resina contiene compuestos fendlicos y terpenoides, sin embargo no se han
descrito alcaloides, glucosinolatos o glucésidos cianogénicos. La composicion tipica
de los propdleos de zonas templadas consiste en flavonoides y acidos fendlicos,



mientras que los provenientes de zonas tropicales contienen fenilpropanoides

prenilados y acidos cafeoil quinicos (Salatino et al., 2011).

A continuacion se presentan en la Tabla 1 los compuestos mas representativos

aislados en muestras de propodleo de varias partes del mundo.

Tabla 1. Compuestos identificados en propoleo de distintos origenes.

Nombre del Estructura Procedencia Referencia
compuesto
ACIDOS FENOLICOS Y ESTERES
Espafia Kumazawa et al., 2004
China Ahn et al., 2007
Acido caféico 0 Portugal Falgao et al., 2010
WOH Rumania Marghitas et al., 2013
HO I Croacia Kosalec et al., 2007
Grecia Lagouri et al., 2014
Turquia Popova et al., 2007
Espafia Kumazawa et al., 2004
China Ahn et al., 2007
Acido p- 0 Portugal Falgao et al., 2010
cumarico WOH Rumania Marghitas et al., 2013
HO Grecia Lagouri et al., 2014
Turquia Popova et al., 2007
Espafia Kumazawa et al., 2004
© China Ahn et al., 2007
Acido ferulico /@A)‘\OH Rumania Marghitas et al., 2013
HO Grecia Lagouri et al., 2014
OCHj
Turquia Popova et al., 2007
Paises bajos Banskota et al., 2002




COOH Rumania Marghitas et al., 2013
Acido siringico Turquia Aliyazicioglu et al., 2011
HsCO OCHg
OH
China Yang et al., 2011
o Turquia Popova et al., 2007
Bencilcafeato W“@
HO
OH
Acido 4- 0 China Yang et al., 2011
metoxicinamico /@MOH
HsCO
0 Espafia Kumazawa et al., 2004
Cinamilcafeato /@MO/\AQ China Ahn et al., 2007
HO T
Espafia Kumazawa et al., 2004
Feniletil éster del o} /\/@ México Valencia et al., 2012
acido caféico /Q/\)LO Portugal Falgao et al., 2010
(CAPE) Ho T Grecia Lagouri et al., 2014
FLAVONOIDES: flavonas
Espafia Kumazawa et al., 2004
México Valencia et al, 2012
Bulgaria Bankova et al., 1983
Crisina Argentina Volpi y Bergonzini,
China 2006
Argelia Ahn et al., 2007
Portugal Piccinelli et al., 2013
Rumania Falgcao et al., 2010
Croacia Marghitas et al., 2013




Crisina

(Continuacion)

5-O-metilcrisina

Apigenina

Acacetina

Luteolina

Turquia

Paises bajos

Argentina
Jordania
Nueva

Zelanda

Portugal

Argentina
Argelia
Portugal

Grecia

Jordania

México

Argentina

Grecia

Kosalec et al., 2007
Popova et al., 2007
Banskota et al., 2002
Lima et al., 2009
Shaheen et al., 2011
Markham et al., 1996

Falgcao et al., 2010

Volpi y Bergonzini,
2006
Piccinelli et al., 2013
Falgcao et al., 2010
Lagouri et al., 2014
Shaheen et al., 2011

Valencia et al, 2012
Volpi y Bergonzini,
2006

Lagouri et al., 2014

FLAVONOIDES: flavanonas

Pinocembrina

Espafia

México
@ Argentina

Ho Oy China
\Q;g Portugal

OH O )
Rumania

Croacia

Kumazawa et al., 2004
Valencia et al, 2012
Volpi y Bergonzini,

2006
Ahn et al., 2007
Falgao et al., 2010
Marghitas et al., 2013




Turquia

Kosalec et al., 2007

Argentina Popova et al., 2007
Pinocembrina Jordania Lima et al., 2009
(Continuacion) Nueva Shaheen et al., 2011
Zelanda Markham et al., 1996
Pinostrobina H,CO 0 @ Rumania Marghitas et al., 2013
\Q;g Nueva Markham et al., 1996
OH O Zelanda
OH Argentina Volpi y Bergonzini,
Naringenina HO 0 ©/ Croacia 2006
m Jordania Kosalec et al., 2007
of © Shaheen et al., 2011
FLAVONOIDES: flavonoles
Kumazawa et al.,
Espafia 2004
Bulgaria Bankova et al., 1983
Argentina Volpi y Bergonzini,
China 2006
Argelia Ahn et al., 2007
Galangina Rumania Piccinelli et al., 2013
Croacia Marghitas et al., 2013
Grecia Kosalec et al., 2007
Turquia Lagouri et al., 2014
Argentina Popova et al., 2007
Jordania Lima et al., 2009
Shaheen et al., 2011
China Ahn et al., 2007
7-0- Paises bajos Banskota et al., 2002

metilgalangina

Nueva Zelanda

Markham et al., 1996




Bulgaria Bankova et al., 1983

Quercetina Grecia Lagouri et al., 2014

Bankova et al., 1983

Isorhamnetina Bulgaria
Yang et al., 2011
Rhamnocitrina China
Bulgaria Bankova et al., 1983
= | OH Argentina Volpi y Bergonzini,
Campferol HO © | X Argelia 2006
OH Checoslovaquia Piccinelli et al., 2013

Nagy et al., 1987

FLAVONOIDES: flavanonoles

Espafia Kumazawa et al., 2004
China Ahn et al., 2007
@ Argelia Piccinelli et al., 2013
Pinobanksina Ho Oy Portugal Falgao et al., 2010
mo'* Turquia Popova et al., 2007
o e Paises bajos Banskota et al., 2002
Argentina Lima et al., 2009
Nueva Zelanda Markham et al., 1996
Pinobanksina-3- @ Espafa Kumazawa et al., 2004
O-acet "ONT México Valencia et al., 2012
N 3\ China Ahn et al., 2007
° Portugal Piccinelli et al., 2013

Argelia Falcao et al., 2010




Pinobanksina-3-
O-acetil

(Continuacion)

Turquia
Jordania

Nueva Zelanda

J

Popova et al., 2007
Shaheen et al., 2011
Markham et al., 1996

Alpinona HCO O Jordania Shaheen et al., 2011
OCOCH,
OH O
ISOFLAVONOIDES
Genisteina Argentina Volpi y Bergonzini,
2006
LIGNANOS
o
Sesamina © "“H 0 Islas Canarias Christov et al., 1999
SO
N
o]
o¢/\o
Dimero del _0 Chile Valcic et al., 1998
o]
alcohol Ov\/ﬁj OH
coniferilico \fg h
OCHs
TERPENOIDES: monoterpenos
Terpineol Brasil Koo et al., 2002
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Artepillina C Brasil Salatino et al., 2005

Farnesol Brasil Salatino et al., 2005

™
=
|| oH
=
Cariofileno Brasil Koo et al., 2002

TERPENOIDES: diterpenos

Acido OH Brasil Salatino et al., 2005

isocuprésico F \(
HOOC

TERPENOIDES: triterpenos

B-amirina Egipto Christov et al., 1998
BENZOFENONAS PRENILADAS
Nemorosona Cuba Cuesta-Rubio et al.,

2002




Propolona D

Cuba

Hernandez et al., 2005

AZUCARES
CH,OH Islas Canarias Bankova et al., 1998
o)
HO——H Kenia Qian et al., 2008
H——OH .
D-fructosa H——on Bulgaria
CH,OH Tanzania
India
CHZOH CHZOH Bankova et al., 1998
H ’ H 5 O_ H
Maltosa OH H OH H Islas Canarias
OH 0 OH
OH H OH
HO O._~OH Bankova et al., 1998
D-manopiranosa HO™ OH Islas Canarias
OH
Islas Canarias Bankova et al., 1998
CH,0!| i i
Sacarosa ., H HO WooWoH, Kenia Qian et al., 2008
Bu Bulgaria
OH o 1, CHZOH
H  OH OH Tanzania
India
AMINOACIDOS
Lisina NH, Corea Chang et al., 2003
HOOCWNHZ
Cisteina e Corea Chang et al., 2003
/k/SH
HOOC
Acido glutamico NH: Corea Chang et al., 2003
HOOC™ ™">cooH
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ACIDOS GRASOS

Acido oléico HOOCM Corea Chang et al., 2003
Corea Chang et al., 2003
- N HOOCH
Acido miristico 12
Corea Chang et al., 2003
Acido palmitico
HOOC%%\4
1.1.4. Usos

Las abejas usan el propoleo para sellar la colmena durante la construccion de esta,
para disminuir la entrada de intrusos a la colmena, ayuda a mantener la temperatura
interna de la colmena (en 35 °C aproximadamente) y protege a los habitantes de la
colmena de infecciones bacterianas fungicas y virales (Molan, 2001; Salomé&o et al.,
2008).

En los apiarios, el prépoleo se recoge de las colmenas por medio de trampas o
raspado, siendo el entrampado el método que ofrece mejor calidad y menor
contaminacion (Stangaciu, 1998). Posteriormente se extrae con algun disolvente
como agua, metanol, etanol, cloroformo, diclorometano, éter o acetona. El uso de
cualquiera de ellos depende de la naturaleza de los metabolitos que se quieran
extraer, por ejemplo, con diclorometano se extraen terpenoides, cumarinas y acidos
grasos, mientras que con etanol se extraen taninos, polifenoles, esteroles y
alcaloides (Wagh, 2013).

Se utiliza principalmente como suplemento natural y en medicina complementaria. En
tabletas puede ser combinado con gran variedad de ingredientes como polen y jalea
real; como aditivo, en lociones para la piel, cosméticos, jabones, champus, goma de
mascar, cremas dentales y enjuagues bucales (Lopez-Ramirez, 2004).
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Los médicos tradicionales modernos lo recomiendan para aumentar la resistencia
natural del cuerpo a las infecciones y para tratar ulceras gastroduodenales. Si se
aplica de manera externa, alivia algunos tipos de dermatitis causadas por bacterias y
hongos (Castaldo y Caspasso, 2002).

1.1.5. Actividad biolégica y farmacoloégica

El propdleo contiene constituyentes farmacolégicamente activos como polifenoles,
terpenoides, esteroides y aminoacidos (Burdock, 1998). Por lo que se le atribuyen
una variedad de actividades biolégicas por ejemplo, antiinflamatoria, antioxidante,
captura de radicales e inmunomoduladoras (Farooqui et al., 2010).

Actividad antibacteriana. El propdleo tiene un amplio espectro de accién contra las
bacterias patogenas (Vokhonina et al., 1969; Grecianu y Enciu, 1976). A continuacion
se mencionan algunos ejemplos de bacterias sensibles.

Gram-positivas: Bacillus cereus, Bacillus mesentericus, Corynebacterium spp.,
Corynebacterium diphtheriae, Diplococcus pneumoniae, Enterococcus spp.,
Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Streptococcus critecus,
Streptococcus epidermidis, Streptococcus faecalis, Streptococcus mutans,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans, Streptococcus sobrinus (Bogdanov,
2012).

Gram-negativas: Branhamella catarrhalis, Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Klebsiella ozaemae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
choleraesuis, Salmonella enteritidis, Salmonella gallinarum, Salmonella paratyphi-A,
Salmonella paratyphi-B, Shigella dysenteriae, Shigella sonnei (Bogdanov, 2012).

Se han usado modelos animales para investigar el efecto sobre la caries, como
dentifrico y como enjuague en la formacion de placa (Koo et al., 2002). Se atribuye la
actividad bactericida a la presencia de flavonoides y derivados del acido caféico
(Bosio et al., 2000). Se ha encontrado que extracto de propoleo tienen un efecto
sinérgico en combinacion con algunos antibiéticos comerciales. (Ghisalberti, 1979;
Krol et al., 1993)
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Actividad fungicida. Ota y cols. (2001) estudiaron la sensibilidad de cepas de
Candida y encontraron el orden siguiente de sensibilidad: C. albicans > C. tropicalis >

C. krusei > C. guilliermondii.

Actividad antiprotozoaria y antiparasitaria. Los extractos de propoleo presentaron
actividad inhibitoria contra Trypanosoma cruzi (Higashi y De Castro, 1995) y fueron
letales contra Trichomonas vaginalis (Starzyk et al., 1977).

Actividad antiviral. La quercetina, el campferol, el feniletil éster del acido cafeico
(CAPE) y derivados prenilados del acido caféico interfieren en la replicacion del virus
de inmunodeficiencia humana, por medio de la inhibicion de la enzima integrasa
(Amoros et al., 1992). Otros compuestos como los ésteres del acido cinamico inhiben
significativamente la infeccion del virus de la influenza A (cepa de Hong Kong) a una

concentracion de 50 mg/mL (Serkedjieva et al., 1992).

Actividad antitumoral. La administracion de propdleo en la dieta de una rata con
carcinogeénesis inducida llevé a la disminucién de la incidencia y multiplicacion de
carcinomas mamarios (Kimoto et al., 1998). Por otra parte, en un propdleo taiwanés,
Chia-Nana y cols. (2004) aislaron dos prenilflavanonas que inducen la apoptosis de

células de melanoma humano.

Actividad hepatoprotectora. Esta actividad se asocia a la actividad antioxidante de
la resina (Lin et al., 1997). En forma de formulacion pediatrica administrada a ratas
se observa mejora en la secrecion de bilis y acidos coélicos (Drogovoz et al., 1994).
Se ha encontrado un efecto protector a hepatocitos de ratdon con acidos diterpénicos

provenientes del extracto metandlico de propdleo checo (Banskota et al., 2000).

Actividad cardioprotectora. El propoleo disminuye el colesterol total en ratones.
Asimismo, inhibe la agregacién plaquetaria y disminuye el nivel de NO por
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disminucién de la actividad de la 6xido nitrico sintasa (ONS), protegiendo las células
endoteliales de los vasos sanguineos (Daleprane y Abdalla, 2013).

Actividad nefroprotectora. Summya y cols. (2013) estudiaron el efecto protector de
un extracto etandlico de propdleo usando ratas Wistar tratadas con 5-fluoroacilo. El
5-fluoroacilo es un agente anticancerigeno que se usa de manera restringida porque
causa toxicidad en los 6rganos, aumenta el estrés oxidativo y la inflamacion. En este
estudio se midieron, como indicadores de nefrotoxicidad, niveles de creatinina,
nitdgeno ureico en sangre (BUN), lactato deshidrogenasa (LDH), molécula de dafo
renal-1 (KIM-1), factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y enzimas antioxidantes. Con el
tratamiento de propdleo se observé una marcada disminucion de los niveles séricos

de los marcadores mencionados y aumento la cantidad de enzimas antioxidantes.

Actividad antiangiogénica. Keshavarz y cols. (2009) estudiaron extractos de
propéleo verde que contenian artepillina C y feniletil ester del acido caféico (CAPE),
encontrando que reducian significativamente la angiogénesis y la produccion del

factor de crecimiento endotelial vascular.

Actividad antiinflamatoria. El propdleo elimina la produccion de prostaglandinas y
leucotrienos mediante la inhibicién de la expresion y actividad de las ciclooxigenasas
1y 2 y de las lipooxigenasas, en un estudio in vitro de inflamacién (Mirzoeva y
Calder, 1996).

Actividad antiulcerosa. Boyanova y cols. (2003) investigaron el efecto del propéleo
bulgaro sobre bacterias causantes de ulceras y encontraron que la actividad de este,
comparada con la amoxicilina, inhibe considerablemente el crecimiento de

Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni y Campylobacter coli.

Actividad inmunoduladora. Se encontrd actividad inmunomoduladora en ratones

estresados cronicamente, regulando la expresion de los receptores tipo Toll (TLR-2 y
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TLR-4), que contribuyen al reconocimiento de microorganismos y favorecen los
pasos iniciales de la respuesta inmune durante el estrés (Orsatti y Sforcin, 2012).

Neurodegeneracion. El propoleo y sus constituyentes exhiben actividades
neuroprotectoras en estudios in vitro e in vivo, gracias a sus actividades

antioxidantes, antiinflamatorias e inmunomoduladoras (Farooqui, 2012).

1.2. Estrés oxidante y antioxidantes

El estrés oxidante se define como el desequilibrio entre los sistemas oxidantes y los
antioxidantes que produce un dafio potencial (Halliwell et al., 1984). Entre los
sistemas antioxidantes que posee naturalmente el cuerpo, se encuentran las
enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa (GSP).
Ademas se cuenta con antioxidantes no enzimaticos, que se adquieren por medio de
la dieta, como el a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno y ascorbato (vitamina C)
(Cadenas, 1989).

Los oxidantes se producen durante el funcionamiento normal del organismo y como
transductores de sefales. El anion superoxido se forma por la reduccién de oxigeno
molecular triplete (}02) mediante la NAD(P)H oxidasa, la xantina oxidasa o la semi-
ubiquinona. Las superoxido dismutasas convierten el anion superdxido en peréxido
de hidrégeno. El radical NO® se produce en organismos superiores por la oxidacion
de L-arginina, proceso catalizado por la enzima 6xido nitrico sintasa (ONS) y que
puede ser convertido en el cation nitrosonio (NO™), anién nitrosilo (NO") o peroxinitrito
(ONOQ") (Cadenas, 1989).

Segun Hicks y cols. (2006) la progresion del estrés oxidante se puede dividir en tres
etapas: de adaptacion, aguda y cronica. En la etapa de adaptacion, la célula trata de
lograr el balance oxidante-antioxidante con la sobreexpresion genética y activacion
enzimatica, lo que conlleva a una proteccidn parcial. Sin embargo si progresa a la
etapa aguda, los oxidantes logran danar a la célula y alterar la homeostasis. Si hay
una generacion descontrolada de especies oxidantes, se llega a la etapa crénica
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donde los dafios ocasionados a la célula son irreversibles y se genera una reaccion

en cadena que inevitablemente desembocan en la muerte celular.

Se ha demostrado que las especies reactivas de oxigeno (EROs) y las especies
reactivas de nitrogeno (ERNs) estan involucradas en situaciones de envejecimiento y
muerte celulares en enfermedades cardiovasculares, artritis, cancer, diabetes,

Parkinson y Alzheimer (Daleprane y Abdalla, 2013).

Los efectos de los radicales libres y especies reactivas son controlados en los seres
vivos por una gama de mecanismos fisioldgicos, tanto enzimaticos como no

enzimaticos (Ferrer-Viant et al., 1999).

La maquinaria enzimatica comprende principalmente tres enzimas la superoxido
dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa (GSP) y la catalasa. Estas solo eliminan las
sustancias potencialmente iniciadoras de la oxidacion y no intervienen en las
reacciones desencadenadas por las especies reactivas. Ademas se cuenta con otras
proteinas como ferritina, transferrina y ceruloplasmina, que se unen a metales
limitando la disponibilidad de hierro necesario para formar el radical OH por la

reaccion de Fenton (Touyz y Schiffrin, 2004).

En segunda instancia, esta la inactivacion no enzimatica que consiste en la accion de
sustancias como la ubiquinona, los tocoferoles, los carotenoides y el acido ascorbico.
Estos son llamados “antioxidantes verdaderos” porque intervienen en la cadena de
formacion de los radicales libres, convirtiendo los hidroperéxidos y radicales en
compuestos estables, inactivando a los radicales lipidicos y dando lugar a la
formacion de un radical mas estable, por lo que se denominan “scavengers” en

inglés.
Antioxidantes

Un antioxidante puede ser definido como cualquier sustancia que retarda, previene o

remueve el blanco del dafo oxidativo de una molécula (Prochazkova et al., 2011). Se
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ha clasificado a los antioxidantes bajo diversos criterios como: origen, sitio donde

ejercen su accion y la fuente (Venéreo-Gutiérrez, 2002; Lima-Hernandez, 2002;

Iglesias-Neira, 2009).

Antioxidantes

SOD
Endégenos Constituidos por los mecanismos Glutation
de defensa del propio organismo Catalasa
Segun su origen .
Vitamina E
Exégenos Adquiridos mediante la dieta Vitamina C
Flavonoides
SOD
= Catalasa
Intracelulares GSP ) )
Proteinas que ligan metales
" Albdmina
Segun el sitio Haptoglobinas
donde ejercen su _ Extracelulares 7| Vitamina C
accion Acido urico
Membranales - B-caroteno
Ubiquinol-10
Eugenol
Naturales Obtenidos principalmente Acido caféico
de plantas y vegetales Flavonoides
Segun la fuente
e Mercaptopropionilglicina
Sintéticos proprop 9

Hidroxipiridonas
Inhibidores de xantina oxidasa

Figura 1. Clasificacion de las sustancias antioxidantes de acuerdos a diversos criterios.

SOD, superdéxido dismutasa; GSP, glutation peroxidasa.

1.3. Enfermedades cardiovasculares

Los ataques al corazdén y los accidentes vasculares cerebrales (AVC) suelen ser

fendbmenos agudos que se deben sobre todo a obstrucciones que impiden que la

sangre fluya hacia el corazén o el cerebro (OMS, 2007).
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En el sistema cardiovascular las EROs juegan un papel en el mantenimiento de la
integridad cardiaca y vascular, asi como un papel patolégico en la disfuncion
cardiovascular asociada a diversas condiciones como la hipertension, diabetes,
ateroesclerosis, isquemia cardiaca y falla congestiva cardiaca (Landmesser y
Harrison, 2001; Zalba et al., 2001).

Bajo condiciones patoldgicas, una alta concentracion de EROs provoca disfuncion
endotelial, aumento de la contractilidad, lipoperoxidacién, inflamacion y aumento de
deposicion de proteinas extracelulares, los cuales contribuyen al dafio vascular
(Touyz y Schiffrin, 2004).

Un gran numero de investigadores han postulado que el consumo de polifenoles en
la dieta reduce el riesgo de desodrdenes cardiovasculares, el ejemplo mas conocido
quiza sea “la paradoja francesa”. Esta teoria encuentra una correlacion positiva entre
el alto consumo de grasas saturadas y de vino tinto con un bajo riesgo de isquemia

cardiaca (Renaud y De Lorgeril, 1992).

Varios flavonoides tienen propiedades vasorrelajantes, debido a diferentes
mecanismos de accion que aun no se han aclarado por completo. Sin embargo, se
ha descrito que la apigenina posee una actividad relajante del musculo liso vascular
mediante la liberacion de oxido nitrico endotelial y una actividad independiente de
endotelio, probablemente mediada por la proteina cinasa C (Huang et al., 2013).
Duarte y cols. (1993) encontraron una tendencia de relajacion inducida por diferentes
flavonoides, siendo mas potentes los flavonoles (quercetina, campferol), seguidos de
las flavonas (luteolina, apigenina), flavanoles ((+)-catequina, (-)-epicatequina).
Ademas de que estos flavonoides tienen como mecanismo principal de relajacion la

inhibicion de la proteina cinasa C.
1.3.1. El endotelio y mecanismos de relajacion vascular

El endotelio es una monocapa de células que actua como interfase entre la pared
arterial y la sangre (Porro, 2002).
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ENDOTELIO

LAMINA
ELASTICA
INTERNA

ESPACIO SUBENDOTELIAL
\
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LAMINA  —» o,
ELASTICA =
EXTERNA : e

Figura 2. Localizacion del endotelio en el vaso sanguineo.

El endotelio regula el tono vascular produciendo vasodilatadores y vasoconstrictores.
De igual manera, controla la fluidez de la sangre y la coagulacion mediante la
produccion de factores que regulan la actividad plaquetaria, la cascada de
coagulacion y el sistema fibrinolitico. Por ultimo, tiene la capacidad de producir

citosinas y moléculas de adhesion que regulan el proceso inflamatorio (Widlansky et
al., 2003).

. lasi le ri ten
Diabetes mellitus Infeccion / Inflamacion
Dislipidemia Inactividad fisica
Habito de fumar \ Estado post-prandial
Hipertension Obesidad
Envejecimiento

) e au) aur) auEo

Susceptibilidad intrinseca — Factores genéticos y

ambientales
/ Disfuncion endotelial \
Movimiento de vasos/ Proliferacion en
tono afectado * * pared arterial
Estado Estado pro-

protrombotico ¢ inflamatorio

Formacion y progresion de la lesion ateroesclerotica
Ruptura/Activacion de la placa
Flujo sanguineo disminuido debido a trombosis y vasoespasmo

v

Eventos de enfermedad
cardiovascular

Figura 3. Relacion entre la disfuncion endotelial y la enfermedad cardiovascular. Tomada de
Widlansky y cols. (2003).
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La diabetes, dislipidemias, fumar, hipertension, falta de ejercicio y obesidad son
factores de riesgo que afectan las funciones endoteliales y contribuyen al desarrollo,
progresion y expresion clinica de ateroesclerosis (Widlansky et al., 2003). En la
Figura 3 se ilustra la relacion entre los factores de riesgo y la disfuncion endotelial.

La vasodilatacion dependiente de endotelio es mediada por la liberacién del factor de
relajacion derivado del endotelio (EDRF) (ahora conocido como éxido nitrico) y de

prostaciclina (Oliveri, 2005).

Los mecanismos independientes de endotelio engloban la accion sobre la proteina
cinasa C (PKC) y otras cinasas, la entrada de calcio en la célula y la actividad
fosfodiesterasa (PDE).

1.4. Caries dental

La caries dental se puede definir como una enfermedad microbiolégica infecciosa
que resulta en la destruccion localizada de los tejidos duros calcificados dentarios
(esmalte, dentina, cemento). Es causada por la produccion de acidos por las
bacterias y se manifiesta por el oscurecimiento y reblandecimiento progresivo de
dichos tejidos, con su posterior pérdida (Palma-Cardenas et al., 2007).

La microflora oral es un ecosistema complejo que contiene una gran variedad de
especies microbianas, siendo los predominantes: cocos Gram (+) facultativos,
estreptococos, estafilococos, cocos Gram (+) anaerdbicos, cocos Gram (-)
anaerobicos, bacilos Gram (+) facultativos, bacilos Gram (+) anaerdbicos, bacilos
Gram (-) facultativos, bacilos Gram (-) anaerdbicos y espiroquetas. Todos estos
microorganismos habitan en los diferentes habitats de la cavidad oral en diferentes
proporciones, por ejemplo, los cocos Gram (+) facultativos estan son un 28.2% de las
bacterias en la placa, 44.8% en la lengua, 46.2% en la saliva y 28.8% en los surcos

gingivales (Kolenbrander et al., 2010).
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Estudios clinicos previos demuestran, en animales y seres humanos, que la
formacion de placa es un requisito para las enfermedades periodontales y caries
dental. Ritz y cols. (1967) describieron una preponderancia de cocos en la poblacion
microbiana en el desarrollo de placa temprana. Los estreptococos son el grupo mas
abundante de bacterias de la boca y se clasifican en alguna de las especies
siguientes: S. mutans, S. sanguinis, S. mitis, S. salivarius y S. gordonii (Kolenbrander
et al., 2010). Cada uno de ellos tiene predileccion por colonizar ciertas superficies de
la boca y en cierta etapa de la vida. S. sanguis y S. mutans colonizan
preferentemente la superficie dental y protesis. S. salivarus es un colonizador
primario de la boca después del nacimiento y S. sanguis aparece cuando empiezan a

desarrollarse los dientes.

Varios microorganismos son esenciales en la patogénesis de la caries dental. Sin
embargo, se ha prestado mas atencion a la familia de los estreptococos debido a su
capacidad para sintetizar polisacaridos extracelulares (glucanos y fructanos), a partir
de sacarosa, mediante las enzimas dextransucarasa y fructosiltransferasa.
Especialmente los glucanos son considerados criticos en la formacion de la placa
dental ya que, son insolubles en agua y poseen la capacidad para promover la

adherencia sobre superficies solidas (Hamada y Slade, 1980).

1.5. Regiones apicolas en México

La apicultura es una actividad que representa un papel fundamental en el sector
agropecuario del pais, ya que constituye la tercera fuente captadora de divisas. Esta
actividad se ha enfocado principalmente hacia la produccion de miel por la demanda
en el extranjero. Sin embargo, en los ultimos afos los productores han buscado la
forma de obtener un mayor valor de actividad, incorporando para ello la obtencién de
polen, jalea real, propdleos y veneno de abeja, los cuales son vendidos en bruto o
bien, transformados por ellos mismos hacia productos farmacéuticos, de belleza, o
en complementos alimenticios (SAGARPA, 2010).
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Debido a la diferencia de climas y flora, que influye sobre la composicion de los
productos apicolas, México se divide en cinco regiones apicolas definidas: Norte,
Costa del Pacifico, Golfo, Altiplano y Peninsula de Yucatan o Sureste (SAGARPA,

2010). En la Figura 4 se muestran los estados que pertenecen a cada region.

REGIONES APICOLAS DE MEXICO

Altiplano

- Costa del Pacifico
B coifo

Norte

- Peninsula de Yucatan

Figura 4. Regionalizacién de la produccion apicola en México. Tomado de Coordinacion
General de Ganaderia/SAGARPA.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El uso de productos naturales con fines curativos se remonta al principio de la
historia de la humanidad. Constituye una tradicidn en las culturas alrededor del
mundo como la China, Tibetana y la medicina Ayurveda de India. En México la
utilizacion de materiales vegetales con fines curativos data desde la época
prehispanica. Este conocimiento sobre el uso de las plantas se recopila en los
cddices Trocortesiano, Mendocino, Florentino y De la Cruz-Badiano. Recientemente,
el Instituto Nacional Indigenista emitié una coleccion de monografias de las plantas
medicinales de mayor uso en México bajo el titulo de “Atlas de las Plantas de la
Medicina Tradicional Mexicana”, el cual fue reeditado en 2009 por el Programa
Nacién Multicultural de la UNAM dentro de la “Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional Mexicana”.

En la dltima década el estudio de los productos naturales ha tomado mayor
relevancia debido a que muchos paises desarrollados han mostrado interés creciente
en los sistemas alternativos o complementarios de la medicina, con el consiguiente
aumento del comercio internacional de medicamentos herbarios y otros tipos de
medicamentos tradicionales (OMS, 2010). Dichos productos se utilizan para el
tratamiento de una amplia gama de enfermedades tales como, ansiedad, cefaleas,
insuficiencia cardiaca, hipertensién arterial, hiperlipidemias, artrosis, dispepsia,
gastritis, afecciones inflamatorias e infecciosas de piel y mucosas, resfriado, sinusitis,
entre otras (Castillo-Garcia, 2007).

Es importante mencionar que la atencion primaria de salud de hasta un 80% de la
poblacion de los paises en desarrollo se basa en la medicina tradicional, por cultura o
porque no existen otras opciones. Incluso en los “paises ricos” (OMS, 2004), muchas
personas recurren a diversos tipos de remedios naturales debido a la deteccion de
problemas de seguridad y falta de eficacia en los farmacos de sintesis asi como al
aumento de interés en lo natural. Por ejemplo, en encuestas de atencion primaria de
la salud, el 57% de los pacientes toma preparados fitoterapicos en sustitucion del
tratamiento médico convencional (Castillo-Garcia, 2007).
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Por otra parte, existe la necesidad de hallar alternativas para tratar diversas
enfermedades que aquejan al hombre. Por ejemplo, las enfermedades
cardiovasculares (ECV) que representan una de las principales causas de muertes
en adultos en México y el mundo. Estas afectan por igual a ambos sexos, y a mas
del 80% de la poblacién en paises con bajos ingresos (OMS, 2013). Para el
tratamiento, se administran diversos medicamentos alopaticos asi como remedios
herbolarios. De estos ultimos los mas usados son aquellos que contienen arandano
(Vaccinium oxycoccus), rusco (Ruscus aculeatus), castafa de Indias (Aesculus
hippocastanum), ginkgo (Ginkgo biloba), danshen (Salvia miltiorrhiza), uva (Vitis
vinifera) y ajo (Allium sativum). Su efecto benéfico se debe a las actividades
farmacoldgicas de sus componentes, principalmente a la actividad antioxidante y
antiinflamatoria (Heinrich et al., 2012). La actividad antioxidante es una de las
principales caracteristicas de los flavonoides, y es un mecanismo por el cual ejercen

su efecto cardioprotector (Kondo et al., 1996).

Ademas, se encuentran las enfermedades de la cavidad oral que comparten factores
de riesgo con las cuatro enfermedades crénicas mas importantes, las enfermedades
cardiovasculares, cancer, enfermedades respiratorias crénicas y diabetes, ya que
todas ellas se favorecen por las dietas no balanceadas, el tabaquismo y el consumo
nocivo de alcohol. Las enfermedades de la cavidad oral mas comunes son la caries
dental y las periodontopatias. Las caries dentales afectan entre un 5 % a 20 % de los
adultos y son un factor que produce la pérdida prematura de piezas dentales. La
atencion de estas enfermedades representa un fuerte gasto en todos los paises,
incluso en los paises de ingresos altos (OMS, 2007). Ademas, los tratamientos
existentes para erradicar los agentes etiologicos no son eficaces, sin mencionar que
pueden tener efectos secundarios adversos. Los compuestos derivados de las
plantas han resultado ser mas atractivos como alternativas naturales a los

compuestos sintéticos (Wu-Yuan et al., 1988; Chen et al., 1989).

Entre los remedios naturales que se mencionan con mayor frecuencia para el

tratamiento de diversos padecimientos se encuentra el propdleo (Salatino et al.,
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2011). Esta resina es muy apreciada por sus actividades farmacolégicas como:
antihipertensivo, agente antimicrobiano, inmunomodulador, antiinflamatorio,
analgeésico y anticarcinogénico, por mencionar algunas (Daleprane y Abdalla, 2013).
Su composicion quimica es compleja, sin embargo, los flavonoides y los derivados
del acido cinamico se han considerado como los compuestos activos (Marcucci,
1995).

Recientemente el uso de este producto natural, bajo distintas formas farmacéuticas,
ha tenido un incremento en la poblacion mundial. Por ejemplo, la Administracion de
Desarrollo e Industria de Mercado Exterior de Brasil estima que la exportacion de
propoéleo en el 2012 fue de 41, 721 Kg. Siendo Japdn el pais que mas consume éste
producto (Toreti, 2013). En los Estados Unidos y Canada, el precio del propoleo
oscila de dos a seis ddlares por libra. En México tiene un valor de 500 pesos/Kg
(L6épez-Ramirez, 2004). Sin embargo, la calidad del propéleo no viene dada por el
precio sino por su composicion, que a su vez determina la actividad bioldgica (Toreti,
2013).

Con base en los antecedentes descritos previamente los objetivos generales del
proyecto de investigacidn consisten en identificar los compuestos mayoritarios en
muestras de propoleo recolectadas en los estados de Puebla y Guanajuato y
determinar su actividad biologica. Para este fin se plantearon los siguientes objetivos

para el proyecto:

1. Preparar los extractos etandlicos de propéleo.

2. Realizar el estudio quimico de los extractos etandlicos que conlleve al
aislamiento de los compuestos fendlicos mayoritarios.

3. Caracterizar los compuestos aislados mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas.

4. Determinar el contenido de fenoles totales y flavonoides totales de los

extractos etandlicos.
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Evaluar el potencial antioxidante de los extractos etandlicos por medio del
ensayo de decoloracion del radical DPPH.

Evaluar el potencial para detener la lipoperoxidacion mediante el ensayo de
decoloracion de p-caroteno.

Determinar el efecto de los extractos etandlicos sobre el crecimiento de las
bacterias Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis y Streptococcus
oralis.

Enviar los extractos etandlicos y los flavonoides mayoritarios a la evaluacion

del efecto vasorrelajante en el modelo de aorta aislada de rata.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1. Recoleccion del propdleo
La primera muestra de propdleo se recolectdé en el apiario “Alamo Blanco”,
Valsequillo, Puebla en Mayo del 2011. La localidad de Valsequillo se encuentra en el

municipio de Puebla a 2060 m de altitud. Su clima es templado subhumedo.
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Figura 5. Localizacion de Valsequillo y distribucién del clima en Puebla.

La segunda muestra de propéleo fue proporcionada por el Dr. Carlos Manuel Bucio
Villalobos de Escuela de Agronomia, Universidad La Salle-Bajio, Silao en noviembre
de 2013. Silao es un municipio que se localiza en la regién centro-oeste del estado
de Guanajuato, a una altura sobre el nivel del mar de 1,780 m. El clima es

predominantemente calido.
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Figura 6. Localizacion de Silao y distribucion del clima en Guanajuato.

Es importante mencionar que ambas localidades se encuentran en estados que se

localizan en la regidn apicola del Altiplano Central Mexicano.

3.2. Procedimientos generales de analisis

3.2.1. Analisis cromatograficos

La cromatografia en columna abierta se realizd6 sobre gel de silice 60 (Merck) y
Sephadex LH-20 (Fluka).

Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron sobre placas de aluminio
cubiertas con gel de silice (60 F2s4 Merck, tamano de particula 0.063 - 0.200 mm) en
diversos tamafos y sistemas de elucion. Se observaron bajo luz UV a A= 254 nm y
315 nm, posteriormente se revelaron con vainillina sulfurica (a 100 °C).

Las separaciones cromatograficas en placa preparativa se realizaron sobre gel de
silice 60 F2s54 Merck de 20 x 20 cm y 2 mm de espesor.
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3.2.2. Determinacion de las constantes espectrométricas y espectroscopicas
Los espectros de masas se generaron en un equipo Agilent 6890L por impacto
electronico (IE) a 70 EV y el analizador masico de tiempo de vuelo (TOF).

Los espectros de RMN de 'H y "®*C se obtuvieron de un equipo Varian, a una
radiofrecuencia de 400 MHz y 100 MHz, respectivamente. Las muestras se
disolvieron en CDCIl;, DMSO-ds, MeOH-d; y acetona-ds, segun el caso. Los
desplazamientos quimicos se expresan en el parametro d (ppm) y estan referidos al
TMS.

3.3. Cuantificacion del contenido de fenoles totales

La determinacién de fenoles totales se realiz6 mediante la técnica de Folin-Ciocalteu
reportada por Singleton y cols. (1999) con algunas modificaciones. En una placa de
96 pozos, se agregdé 160 pL de H,O desionizada, 20 pyL de reactivo Folin
(fosfomolibdato y fosfotungstato) y 20 yL de la disolucion del extracto etandlico y se
mantuvo 8 minutos en la oscuridad. Finalmente, se adicionaron 10 yL una solucion
de Nax;COs3 al 20% y se incubd la mezcla de reaccidn en la oscuridad por 1 hora. La
lectura de la absorbencia se realizé en un espectrofotometro a 700 nm.

Se realiz6 una curva de calibracion de acido galico en un rango de concentracion 5 —
100 pg/mL con la finalidad de expresar los resultados en equivalentes de acido galico
(mg de equivalentes de acido galico/g muestra).

Cada determinacion, tanto del extracto de propdleo como la curva de calibracion, se
realizd por ftriplicado. Los resultados se expresan como el promedio de estas

determinaciones + desviacion estandar.

3.4. Cuantificacién de flavonoides totales

La cuantificacion de flavonoides totales se realiz6 de acuerdo a la técnica de
Kumazawa y cols. (2004), con algunas modificaciones. En una placa de 96 pozos se
agregaron 100 pL de la muestra y 100 puL de una solucién etandlica de AICl; al 2%.
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Se incubd la mezcla de reaccidon por 1 h y se leyd la absorbencia en un
espectrofotometro a 415 nm.

Se realiz6 una curva de calibracion de quercetina en un rango de concentracion 10 —
60 pug/mL con la finalidad de expresar los resultados en equivalentes de quercetina
(mg de equivalentes de quercetina/g muestra).

Cada determinacion, tanto del extracto de propdleo como la curva de calibracion, se
realizo por triplicado y de manera independiente. Los resultados se expresan como el

promedio de estas determinaciones + desviacion estandar.

3.5. Evaluacion de la actividad antioxidante
La actividad antioxidante se evalué por medio de la capacidad de neutralizacién del
radical DPPH y del radical peroxilo.

3.5.1. Ensayo de decoloracion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH')

Se utilizé el método descrito por Habsah y cols. (2004) con algunas modificaciones.
La mezcla de reaccién consistié en 100 uL de una disolucién 0.208 mM de DPPH y
100 yL de una disolucion metandlica del extracto total etandlico. Se midid la
absorbencia al cabo de 30 minutos en un espectrofotdmetro a 540 nm.

3.5.2. Ensayo de decoloracion de B-caroteno

Se utilizé el método descrito por Wang y cols. (2008) con modificaciones. Se preparé
una mezcla de reaccion que consiste en una emulsion de (3-caroteno de 1.0 mg/mL
en CHyCl,, acido linolénico, Tween 40 y H,O desionizada, a la cual se adicioné la
disolucion acuosa de los extractos etandlicos o de los compuestos aislados, a una
concentracion de 0.5 mg/mL. Se realizo la lectura inicial en el espectrofotometro a
470 nm y posteriormente se sometié la mezcla de reaccién a Bafio Maria a 50°C por
1 h, al cabo de la cual se realizé la segunda medicion, utilizando como blanco una
emulsién de acido linolénico, Tween 40 y H,O desionizada. Como estandar se usé
Trolox® 0.5 mg/mL.
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3.6. Determinacion del efecto del extracto sobre el crecimiento de bacterias
patogenas de la cavidad oral

3.6.1. Microorganismos de prueba

Se utilizaron los microorganismos Streptococcus mutans (ATCC 10499),
Streptococcus sanguinis 'y Streptococcus oralis (aisladas de pacientes clinicos). Para
reactivar las bacterias se inocularon 50 yL de una suspension de bacterias en glicerol
en 5 mL de caldo BHI y se incubaron los tubos por un periodo de 24 h, a 37°C.
Posteriormente, se verificd el crecimiento y la pureza de cada cepa, utilizando una

tincion de Gram.

3.6.2. Procedimiento general

Se tomaron 50 pL del caldo inoculado con las bacterias de prueba y se transfirieron a
un tubo de ensaye con 5 mL de caldo BHI fresco por duplicado (C = 1 %) ,
posteriormente, se incubaron por 4 horas a 37°C. De este ultimo medio se tomaron
480 L para diluirlos en 30 mL de caldo BHI, del cual se transfirid 1 mL a una celda
de plastico para realizar una lectura en el espectrofotdmetro a 600 nm, se obtuvo un
porcentaje de absorbencia de % A = 0.012, de modo que cada pozo contenia
aproximadamente 1 x 10° UFC.

Se sembro la bacteria de concentracion previamente mencionada en caldo BHI y
glucosa al 1.0% en presencia de una disolucion acuosa del extracto etandlico en una
placa ELISA de 96 pozos. Cada muestra se colocd por triplicado y se realizdé una
dilucion seriada con medio BHI.

Como control positivo se utilizé el digluconato de clorhexidina al 0.012%; como
control de esterilidad, caldo BHI y como control de disolvente, DMSO al 10%. Se
incub6 a 37 °C por 24 horas. Los resultados se obtuvieron al cabo de 24 horas de

incubacion.
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3.6.3. Determinaciéon de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias se realizé de acuerdo a
la metodologia descrita por Rivero-Cruz y cols. (2008), utilizando el método de
microdilucion en placa de 96 pozos. El valor de CMI fue definido como la
concentracion minima del compuesto de prueba que limita la absorbencia a 0.05.

3.7. Actividad vasorrelajante de los extractos y compuestos en el ensayo de
aorta aislada de rata.

Se emplearon ratas de la cepa Wistar (ambos sexos), las cuales se anestesiaron con
cloroformo y se sacrificaron por decapitacion. Se removié la aorta toraxica y ésta se
coloco en una solucién fria de Krebs-Heinseleit (pH 7.4, 126.8 mM NaCl, 5.9 mM
KCI, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgClz;, 30 mM NaHCO;, 1.2 mM NaH;PO4, 5 mM D-
glucosa). Se elimind el tejido adiposo y conectivo de la aorta y se cortaron anillos de
4-5 mm (Feelisch et al., 1999). Los anillos de aorta se montaron en camaras de
incubacion de 7 mL conteniendo solucion de Krebs-Heinseleit a 37°C, las cuales se

burbujearon constantemente con una mezcla O,-CO; en una proporcién 95:5.

Las contracciones mecanicas se registraron isométricamente por medio de
transductores de fuerza Grass modelo FTO3 acoplados a un poligrafo Grass de 6
canales modelo 7-8 P. La contraccion de la aorta se indujo utilizando fenilefrina (Phe)
1 uM. Posteriormente, transcurridos 20 min se adicionaron los extractos etandlicos
de propdleo y los flavonoides mayoritarios en un rango de concentraciones de 1

pug/mL a 1000 pg/mL.

La respuesta inducida por cada una de las concentraciones de la sustancia de
prueba en la aorta se registro durante 10 minutos y los cambios en la tension
producida se detectaron, mediante transductores de fuerza (FTO3 Grass), acoplados
a un poligrafo Grass. La informacion obtenida fue procesada por el programa
PolyView (Grass). Las respuestas se expresaron como el porcentaje de contraccion
alcanzada al adicionar la Phe (Feelisch et al., 1999).
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3.8. Estudio quimico

3.8.1. Preparacion de los extractos etandlicos

La muestra de propdéleo de Puebla (20 g) se macerd con etanol por 48 h.
Posteriormente, se filtré y se evaporo el disolvente con el uso de un rotavapor, hasta
sequedad. Se peso el extracto total seco (4.4 g). Se guardaron 20 mg del extracto
total como referencia a 4 °C. Para la extraccion de la muestra de propdleo
recolectada en Guanajuato se siguié un proceso similar y se obtuvieron 11.3 g de

extracto seco.

3.8.2. Fraccionamiento primario de los EEP

3.8.2.1. Fraccionamiento primario del EEP de Puebla

Una porcion del extracto etandlico (4.0 g) se disolvio en metanol y se cromatografio
en una columna abierta de Sephadex LH-20 (5 x 40 cm). La elucion se realiz6 de
manera isocratica con metanol. Se recolectaron 35 fracciones (50 mL) que se
reunieron por similitud cromatografica para dar un total de 10 fracciones primarias.
De la fraccion primaria Fx-6-8 precipitd un solido amarillo. Este sélido se recristaliz
con una mezcla de hexano/acetona y se obtuvo un sdlido amarillo claro (22.0 mg)
que se caracterizé por RMN-H' y EM como crisina (5).

3.8.2.2. Fraccionamiento primario del EEP de Guanajuato

El extracto seco se adsorbid en silica gel y se cromatografié en una columna al vacio
(VLC, 10 x 30 cm). La elucion se realizé utilizando un gradiente de polaridad
creciente con mezclas de CH,Cl, y acetona. Se recolectaron 30 fracciones (50 mL)
que se reunieron por similitud cromatografica para dar un total de 8 fracciones

primarias.

36



3.8.3. Fraccionamiento secundario del EEP y purificaciéon de compuestos

3.8.3.1. Fraccionamiento secundario del EEP de Puebla y purificacién de
compuestos

Las aguas madres remanentes de la cristalizacion del compuesto 5 se concentraron
a sequedad con la ayuda de un rotavapor. El solido obtenido (1.0 g) se disolvio en
metanol y se recromatografié en una columna abierta de silica gel y se eluyd con una
mezcla de CH,Cl;MeOH en una proporcién 98:2. Se obtuvieron 25 fracciones que
fueron reunidas por similitud cromatografica en siete fracciones. La fraccion Fx 1+2
se recristalizé con metanol en caliente. Como resultado de este proceso se obtuvo un
sélido amarillo (8.08 mg) en forma de agujas delgadas que se caracterizo6 por RMN-
H' y EM como izalpinina (1). Este compuesto también se obtuvo a partir de la
fraccion 3-7 (Fx 3-7) (4.60 mg).

Las aguas madres de la recristalizacion de Fx 3-7, se llevaron a sequedad
obteniendo un solido amarillo (42.3 mg). Los componentes presentes en la mezcla se
purificaron utilizando cromatografia en capa fina preparativa. En este proceso la
placa se eluy6 dos veces en un sistema CH,Clyacetona en una proporcion 99:1 y se
obtuvieron 5 bandas (B1, B2, B3, B4, B5) que se desadsorbieron con acetona y
concentraron por separado a presion reducida. A partir de la banda B3 cristalizaron
17.6 mg de un sélido color amarillo. Este sélido se caracterizé por RMN-H' y EM
como 2°,6°-dihidroxi-4 -metoxichalcona (2).

A partir de la fraccion 8-13 se cristalizo, por tratamiento con CH,Cl, en caliente, un
solido blanco (18.6 mg) que fue soluble en metanol. Este sdlido se caracterizé por
RMN-H' y EM como pinocembrina (4). También se aisl6 de las aguas madres de la

recristalizacion de Fx 3-7.
La fraccion 9-10 (100 mg) se disolvid en metanol y se sometié a un segundo

fraccionamiento por medio de una columna abierta con Sephadex LH-20 como

adsorbente y una elucidn isocratica con metanol. Se recolectaron 30 fracciones que
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se reunieron por similitud cromatografica para dar un total de siete fracciones. La
fraccion 8-10 se nombro Fx VIII (62.0 mg) y se cromatografi6 nuevamente en una
columna abierta Sephadex LH-20 con metanol como eluyente. A partir de la fraccion
2 mediante sucesivas recristalizaciones utilizando CH»Cl, se obtuvieron 15.0 mg de
un solido amarillo en forma de agujas que se caracterizé por RMN-H' y EM como la
galangina (3).
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4.8.3.1. Fraccionamiento secundario del EEP de Guanajuato y purificacién de
compuestos

La fraccidn Fll se disolvio en metanol y cromatografio en una columna de Sephadex
LH-20. Se eluy¢ isocraticamente con metanol, reuniendo 10 fracciones en total. De la
fraccion 6-8 se obtuvo un sdlido blanco (24.0 mg) que fue caracterizado como
pinocembrina (1a). La fraccion FIV también se cromatografié sobre una columna de
Sephadex LH-20 que se eluyé con metanol. De este ultimo proceso se obtuvieron
seis fracciones secundarias (FIV1-FIV6). Los componentes de la fracciéon FIV3 (100
mg) se purificaron mediante cromatografia en capa fina preparativa. La placa se
eluyéo con una mezcla CHyClyacetona en una proporciéon 98:2. Se obtuvieron 4
bandas (B1, B2, B3, B4) que fueron desadsorbidas con acetona y se concentraron a
presion reducida. A partir de la banda B2 se obtuvieron 20.0 mg de un solido amarillo
que se caracterizé por RMN-H' y EM como crisina (2a) y a partir de la banda B4 65.0
mg de un solido amarillo caracterizado como la galangina (3a).

La fraccion FV se sometié a cromatografia en una columna de Sephadex LH-20, con
metanol como eluyente. Se obtuvieron seis fracciones, de las cuales se obtuvieron
cristales blancos en la fraccion 1 (F1-V) (10.0 mg) y en la fraccion 5 (F5-V) (5.3 mg)
que fueron caracterizados por RMN-H' y EM como alpinetina (4a) y 5-O-metil
pinobanksina (5a). Las aguas madres de la F5-V se concentraron a presion reducida,
disolvieron en acetona y purificaron mediante cromatografia en capa fina preparativa.
La placa se eluyé con una mezcla de acetona/tolueno en proporciéon 5:95. Se
obtuvieron 5 bandas (B1, B2, B3, B4, B5) que fueron desadsorbidas y se
concentraron a presion reducida. A partir de la banda B1 se obtuvieron 5.0 mg de un
polvo amarillo que se caracterizé por RMN-H' y EM como dillenetina (6a) y de la
banda B5, 8.1 mg de cristales amarillos que se caracterizaron por RMN-H' y EM

como isorhamnetina (7a), respectivamente.
La fraccion FVII se sometié a una columna abierta de silica gel. La elucion se realizo

en gradiente con una mezcla de hexano/AcOEt. Se recolectaron cinco fracciones de
las cuales, en la fraccion 1 (F1-VIl) se obtuvo un solido amarillo (13.9 mg) que fue
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caracterizado por RMN-H' y EM como 5-O-metilgalangina (8a). La fraccion 2 (F2-VII)
se sometié a cromatografia liquida de mediana presion en fase reversa (FR-CLMP).
Se utiliz6 un gradiente de una mezcla de agua/acetonitrilo y se recolectaron cinco
fracciones. En la fraccion 3 (F3-2-VIl) se obtuvo un polvo amarillo claro (7.8 mg) que
se caracterizé por RMN-H' y EM como 5-O-metilcrisina (9a).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente proyecto de investigacion se realizdo el estudio quimico de dos
propoéleos recolectados en la regidn del Altiplano Mexicano. La primera muestra fue
recolectada utilizando el método de raspado en Valsequillo, Puebla. Las segunda

muestra se recolecto en Silao, Guanajuato utilizando el método de trampa.

Los propoleos objeto de estudio se seleccionaron con base en sus usos en la
medicina tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades de los seres
humanos el criterio etnomédico (Buss y Butler, 2010; Salatino et al., 2011;
Kuropatnicki et al., 2013),. A la fecha varias muestras de propdleo han sido
estudiadas alrededor del mundo (Bankova et al., 2000; Salatino et al., 2011), sin
embargo, hay pocos estudios conducentes a la caracterizacion de propdleos
mexicanos (Velazquez et al., 2012)

Las muestras de propoleo fueron desecadas y sometidas a maceracidn para obtener
los extracto etanodlicos. Posteriormente estos fueron sujetos a la determinacion de
fenoles totales, flavonoides totales, capacidad antioxidante (captura del radical DPPH
y decoloracion de B-caroteno), efecto sobre el crecimiento de bacterias cariogénicas
y efecto sobre la aorta aislada de rata.

Por otra parte, los extractos etandlicos de cada propdleo se sometieron a un estudio
quimico y los compuestos aislados a partir de cada uno de ellos se identificaron por
sus constantes espectroscopicas y espectrométricas. A los compuestos mayoritarios,
se evalud su capacidad antioxidante y su efecto sobre la aorta aislada de rata, con
los mismos ensayos empleados para los extractos.

4.1. Contenido de fenoles totales

El método de Folin-Ciocalteu es considerado uno de los mejores y mas antiguos
meétodos para cuantificar el contenido de fenoles en productos naturales (Prior et al.,
2005). Se contruyé una curva de calibracion que permitio obtener la ecuacion
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ajustada A= 0.0041 C + 0.0324 (r* = 0.9939). En esta ecuacion se interpolé el valor
de absorbencia obtenido para los extractos etandlicos del propdéleo a una
concentracion de 0.1 mg/mL. Como resultado se obtuvo que los extractos etanodlicos
de propdleo de Puebla y Guanajuato contienen 1494 + 1.5y 38.3 £+ 3.8 mg de
equivalentes de acido galico por gramo de extracto, respectivamente. Estos
resultados son comparables con los obtenidos previamente para propdleos
recolectados en el Altiplano mexicano (Zarco, 2012) y cumplen con las
especificaciones de control de calidad establecidas por las normas de calidad
elaboradas por el Instituto Argentino de Normalizacién-Subcomité de Productos
agroalimentarios del NOA (Norma 15935-1 Esquema 1, 2004) y el Ministerio de
Agricultura de Brasil-Apacame (Reglamento técnico para fijar la identidad y calidad
de propoleos, 1999) en los cuales se establece que el contenido minimo de fenoles
totales debe ser mayor a 40 mg de equivalentes de acido galico/g muestra.

4.2. Contenido de flavonoides totales

Para la determinacion de los flavonoides totales se contruy6 una curva de calibracion
permitié obtener la ecuacion ajustada A= 0.0069 C — 0.0739 (r* = 0.9924). En esta
ecuacion se interpol6 el valor de absorbencia obtenido para los extractos etandlicos
de propodleo de Puebla y Guanajuato, a una concentracion de 0.1 mg/mL. Como
resultado se obtuvo que los extractos etandlicos de propdleo de Puebla y Guanajuato
contienen 29.7 + 0.53 y 3.1 £ 1.7 mg de equivalentes de quercetina por gramo de
extracto, respectivamente. Estos resultados son comparables con los obtenidos
previamente para propoleos recolectados en el Altiplano mexicano y en el caso del
EEP Puebla cumple con las especificaciones de control de calidad establecidas por
las normas de calidad previamente mencionadas, en las cuales se establece que el
contenido minimo de flavonoides totales debe ser mayor a 5 mg de equivalentes de

quercetina/g muestra.
4.3. Estudio quimico de los EEP

Salatino y cols. (2011) clasifican a los propodleos en diferentes tipos segun su

composicién quimica, la cual, se encuentra ligada a la fuente natural y a la zona
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geografica de recoleccion. Los propodleos de tipo | son aquellos de clima templado
que se caracterizan por contener flavonoides sin sustitucion en el anillo B y ésteres
de fenilpropanoides. Los de tipo Il estan representados por el propdleo verde
brasilefio que contiene fenilpropanoides prenilados y acidos cafeoilquinicos. Los tipo
[l son aquellos derivados del género Clusia, con benzofenonas polipreniladas. Los
tipo IV son los que provienen del género Macaranga, contienen geranil flavonoides.
Los tipo V son propoleos originarios de Grecia, Creta y Turquia que contienen
principalmente diterpenoides o antraquinonas. La distribucion geografica de los tipos
de propoleos se ilustra en la Figura 9.

Figura 9. Patron quimio-geogréfico de los tipos de propoleos. Tomada de Salatino y cols.
(2011).

4.3.1 Estudio quimico del propdleo de Puebla

En el EEP de Puebla se encontré una composicién tipica de los propoleos de zonas
templadas (Ghisalberti, 1979). Cabe resaltar que se aislé6 pinocembrina (4) en
cantidad considerable y su presencia es considerada el marcador de propdleos
derivados de arboles del género Populus (Salatino et al., 2011; Velazquez et al.,
2012).
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Como se observa en la Figura 9, los propdéleos mexicanos se incluyen en los tipo |
donde las fuentes vegetales predominantes son las especies del género Populus

seccion Aigeiros (Salicaceae) (Salatino et al., 2011).

Por otra parte, es importante mecionar, que en este estudio se aislé una chalcona, la
2°,6'-dihidroxi-4"-metoxichalcona (2). Este resultado contrasta con la descripcion de
los metabolitos caracteristicos para los propdleos del tipo |, realizada por Salatino y
cols. (2011). Estos investigadores mencionan que los metabolitos caracteristicos en
los propoleos tipo | provienen de arboles de Populus de la seccion Aigeiros, sin
embargo, las chalconas son considerados metabolitos caracteristicos en los
exudados de arboles de la seccion Tacamahaca (English et al., 1991; Christov et al.,
2006). Este hallazgo permite afirmar que las abejas utilizan como fuente vegetal para
la produccién de propdleo arboles de la seccion Tacamahaca como la Betula
(abedules), Alnus (aliso) y Aesculus (castafia de Indias).

Por ultimo, cabe mencionar que en Puebla Ayala y Soriano (2011) describen como
vegetacion dominante a Salix bonplandiana y Salix humboldtiana que han sido
descritas como fuentes de propdleo.

4.3.2. Estudio quimico del propdleo de Guanajuato

El estudio quimico del EEP de Guanajuato permitié el aislamiento de compuestos
marcadores descritos para los propoleos de tipo | (propdleos obtenidos a partir de
especies de la seccion Aigeiros) como la pinocembrina, la crisina y la galangina
(English et al., 1991). Sin embargo, los flavonoides, dillenetina e isorhamnetina, no
concuerdan con el tipo de flavonoides descritos como marcadores para este tipo de
propoleo (Salatino et al., 2011). English y cols. (1991) describen que los flavonoides
caracteristicos de los propodleos tipo | son compuestos que carecen de la funcion
catecol en el anillo B. Este hallazgo permite proponer que el propéleo recolectado por
las abejas en Guanajuato posee multiples especies vegetales. En este sentido, es
importante destacar que en el sitio donde se encuentra ubicado el Instituto de

Ecologia de Guanajuato sefiala que la flora predominante son los arboles de Bursera
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spp. (Copal blanco), Ceiba aesculifolia (Pochote) y Acacia pennatula (Tepame).
Mientras que el INEGI (2011) reporta que predominan los pastizales, encinos y
bosque de coniferas. Estas especies podrian constituir fuentes de obtencién de las
resinas recolectadas por las abejas.

4.4. Caracterizacion estructural de metabolitos aislados

El estudio quimico del extracto etandlico del propoleo de Puebla condujo al
aislamiento de los flavonoides izalpinina (1), 2°,6"-dihidroxi-4 -metoxichalcona (2),
galangina (3), pinocembrina (4) y crisina (5). En el caso del EEP de Guanajuato se
aislaron pinocembrina (1a) crisina (2a) y galangina (3a), y alpinetina (4a), 5-O-
metilpinobanksina (5a), dillenetina (6a), isorhamnetina y 5-O-metilcrisina (7a). Para la
caracterizacién de las estructuras quimicas de los compuestos aislados se usaron
meétodos espectroscopicos y espectrométricos. A continuacion se discutira, a modo
de ejemplo, la caracterizacion estructural de los compuestos izalpinina (1) y 2°,6'-
dihidroxi-4"-metoxichalcona (2). Los datos de RMN'H para ambos compuestos se
muestran en las Tablas 2 y 3, respectivamente.

4.4.1. Caracterizacion estructural de la izalpinina (1).

La izalpinina (1) cristalizd en forma de agujas largas de color amarillo y presenté una
alta solubilidad en CH,Cl,. Su férmula molecular se establecié6 como C1sH1205 con
base en su espectro de masas que mostré un idn molecular de m/z 284. Es
importante mencionar que su espectro de RMN-'"H mostré el perfil tipico para un
flavonoide (Moon et al. 2005; Yoon et al., 2011). A continuacién se describen las
caracteristicas mas importantes de su espectro de RMN-'H:

1. En &y 12.32 y d4 9.79 se observaron dos singuletes asignables a protones de

grupos hidroxilos quelatados.
2. En la regidén de los protones aromaticos se observo un conjunto de sefiales

para un anillo monosustituido asignable a cinco protones en &4 8.17 (2H, dd,
J=8.0, Hz, H-2" y H-6") y en &4 7.57-7.47 (3H, m, H-3'-H-5"). Estas sefales
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5-OH

son asignables a los protones H-2°, H-3", H-4", H-5"y H-6" del anillo B del
flavonoide.

En la misma region se observaron dos dobles centrados en o4 6.76 (1H, d, J=
2.0 Hz, H-6) y en dy 6.35 (1H, d, J= 2.0 Hz, H-8) que corresponden a un
sistema de acoplamiento AB. Estas sefales son asignables a los protones H-6

y H-8 del anillo A del flavonoide.

En la region alifatica se observo un singulete en o4 3.85 (3H, s) asignable a un
grupo metoxilo. Para determinar la posicion de este grupo en el anillo
aromatico se realizé un NOE diferencial en una dimensioén (1D-NOE) (Figura
10b). En este experimento al irradiar la sefal centrada en &y 3.85, se observa
el efecto NOE de esta sefal con las sefales en d4 6.35 y &4 6.76. Por lo tanto,

el grupo metoxilo se ubico en la posicidn C-7 del anillo A del flavonoide.

7-OCH,

H-6
H-3"H-4" H-5
H-8

H-2",H-6"

L N : L__JLJ_A . LJ\.L

T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 10a. Espectro RMN-"H de la izalpinina (1), DMSO-de, 400 MHz.
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ppm

Figura 10b. Espectro 1D-NOE diferencial de la izalpinina (1) DMSO-ds, 400 MHz.

Con base en las evidencias descritas previamente este compuesto se caracterizd
como la izalpinina (1). En la Figura 10a se presenta su espectro de RMN-'H y en la
Tabla 2, su estructura quimica y el resumen de sus constantes espectroscépicas y
espectrométricas (Guzman-Avendaro et al., 2011).
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Tabla 2. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN-"H del

compuesto (1).

Izalpinina (1)

(DMSO-ds, 400 MHz)

H 5 (J Hz)
3-OH 9.79 (1H, s)
5-OH 12.32 (1H, s)
6 6.35 (1H, d, 2.0)
7-OCHj3 3.85 (3H, s)
8 6.76 (1H, d, 2.0)
2,6 8.17 (2H, d, 8.0)
3,4,5 7.47-7.57 (3H, m)
PM (m/z) 284
Fragmentos 284 [M*] (93), 255 (16), 241 (22), 105

(97), 77(100)

La izalpinina o 7-O-metilgalangina (1) ha sido aislada y caracterizada previamente a
partir de las hojas y flores de Smallanthus pyramidalis (Triana) H. Rob. (Guzman-
Avendano et al., 2011). Mientras que Yang y cols. (2011) la aislaron de un propéleo
chino. Banskota y cols. (2002) identificaron la izalpinina en propoleos de los paises
bajos y probaron su actividad antiproliferativa en células de cancer murinas y
humanas. Markham y cols. (1996) la identificaron utilizando CL-EM y CG-EM en una
muestra de propoleo de Nueva Zelanda. Li y cols. (2010) la aislaron a partir de un
propdleo mexicano y encontraron que posee efecto citotoxico en células cancerosas

de raton y de humano.

4.4.2. Caracterizacion estructural de la 27,6 -dihidroxi-4"-metoxichalcona (2).
La 27,6 -dihidroxi-4 -metoxichalcona se aisl6 como un sélido color amarillo intenso,

soluble en metanol y acetona. Su formula molecular se estableci6 como C+gH1404
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con base en su espectro de masas que mostré un ion molecular de m/z 270 y en sus
espectros de RMN-'H y RMN-"C. Cabe mencionar que el espectro de RMN-'H
muestra un perfil tipico de una chalcona (Lin, et al., 2009; Sri-Nurestri et al., 2011). A
continuacion se describen las caracteristicas mas importantes de sus espectros de
RMN:

1. En 64 8.27 (1H, dd, J= 16.0, H-a) y &4 7.80 (1H, dd, J= 16.0, H-B) se aprecian
las senales caracteristicas de la doble ligadura de una chalcona (Sri-Nurestri
et al., 2011). Estas sefales mostraban un acoplamiento en el espectro de
correlacion homonuclear 'H-"H (Figura 13). Por otra parte, en el experimento
bidimensional de correlacion heteronuclear >C-"H (HSQC) las sefiales 5y 8.27
y 7.80 mostraron acoplamientos con las sefiales en ¢ 127.5 (C-a) y 142.0 (C-
B) (Figura 14). Para corroborar la presencia del esqueleto de chalcona se
analizo el experimento HMBC (Figura 15). Las correlaciones importantes se
describen a continuacion y se ilustran en la Figura 16. El proton H-a muestra
acoplamientos con C-2°, C-6" y el carbono de carbonilo. En tanto que el H-$3
muestra acoplamientos con C-2, C-6 y con el carbono de carbonilo. Por otra
parte, H-2 y H-6 correlacionan con C-3, no asi con el C-a.

2. End47.70 (2H, J= 8.0, 2.0, H-2 y H-6) una sefal doble y en &y 7.43-7.45 (3H,
m, H-3 — H-5) un multiplete las cuales deben corresponder a cinco protones
(H-2 — H-6) del anillo B de la chalcona. La sefal en &y 7.70 muestra
acomplamientos con las senales a o¢c 128.3 (C-2 y C-6), mientras que el
multiplete muestra acomplamientos con las sefales a ¢ 128.9 (C-3y C-5) y
Oc 130.1 (C-4) en el experimento HSQC.

3. En d4 6.05 (2H, sa) un singulete ancho que integra para dos protones y debe

corresponder a los protones H-3" y H-5" del anillo A de la chalcona. Esta sefial
muestra acoplamientos en el experimento HSQC con la sefal en d¢ 93.7.
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4. Por ultimo, en o4 3.82 (3H, s) una sefal que corresponde a un metoxilo
aromatico. Esta sefal muestra acoplamiento con la sefal a ¢ 55.0 en el
experimento HSQC (Figura 14). Para asignar la posicion del metoxilo en el
anillo A de la chalcona se analizaron los experimentos HMBC y 1D-NOE
diferencial. En el experimento HMBC se encontré6 que los protones del
metoxilo (dn 3.82) muestran acoplamiento unicamente con el C-4" (5¢c 166.6).
Por otra parte, en el experimento 1D-NOE diferencial al irradiar la sefal en &y
3.82 se encontré un efecto NOE con los protones en dy 6.04 (H-3" y H-5)
(Figura 17).

4"-OCH,

H-3",H-5"

Ha H-3,H-4,H-5

H-2, H-6
HB
2°-OH
e | | \ . .

I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I
120 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40
fL (ppm)
Figura 11. Espectro RMN-"H de la 2°,6 -dihidroxi-4 -metoxichalcona (2), acetona-ds,

400MHz.
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131 130 129 128 127 126

C-3,C-5 C-2,C-6

C-3',C-5
C4 Ca
CB
4-OCH,
C-2°,C-6’
Cc=0 C-4 C1
] l . A l M wm'Jw LA »«JM
LA B S I R R R R N B L RS R A R L SR L R R B A R A R B B
192 190 188 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 94 92 90 88 86 84 54 52 50 48
f1 (ppm)

Figura 12. Espectro RMN-"3C de la 2°,6 -dihidroxi-4 -metoxichalcona (2), acetona-ds,
400MHz.
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(ppm)

LI L DL BN L DL I B ELA BN B L |
.1 70 69 6.8 6.7 66 65 6.4 63 62 6.1 6.0 59

Figura 13. Espectro COSY de la 2°,6 -dihidroxi-4 -metoxichalcona (2), acetona-ds, 400MHz.
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Figura 14. Espectro HSQC de la 2°,6°-dihidroxi-4"-metoxichalcona (2), acetona-ds, 400MHz.
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Figura 15. Espectro HMBC de la 2°,6 -dihidroxi-4"-metoxichalcona (2), acetona-ds, 400MHz.

OH 0]

Figura 16. Correlaciones importantes en HMBC en la 2,6 -dihidroxi-4"-metoxichalcona (2),
Acetona-ds, 400MHz.
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ppm

Figura 17. Espectro 1D-NOE diferencial de la 2°,6 -dihidroxi-4"-metoxichalcona (2), acetona-
ds, 400MHz.

Con base en las evidencias descritas previamente el compuesto 2 se identificé como
la como 2°,6°-dihidroxi-4"-metoxichalcona (2). En en la Tabla 3 se resumen sus
constantes espectroscopicas y espectrométricas. Estos resultados estan de acuerdo
a los obtenidos en la literatura por Sri-Nurestri y cols. (2011).
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Tabla 3. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN-"'H del

compuesto (2).

2°,6’-dihidroxi-4 -metoxichalcona (2)

(Acetona-ds, 400MHz)

'H & (JHz) ®Cd

a 8.27 (1H, dd, 16) 127.5

B 7.80 (1H, dd, 16) 142.0
2’-OH 12.11 --

2,6 = 135.6

3,5 6.05 (2H, sa) 93.7

4 — 166.6

4'-0-CH; 3.82 (3H, s) 55.0

2,6 7.70 (1H, d, 16) 128.3
3,4,5 7.43-7.45 (3H, m) -

3,5 = 128.9

4 - 130.1

Cc=0 = 192.6

PM (m/z) 270
Fragmentos 270 [M*] (46),193 (100), 166 (76), 138 (68),
95 (57)

La 27,6 -dihidroxi-4 -metoxichalcona (2) ha sido aislada de los rizomas de Alpinia
mutica (Sri-Nurestri et al., 2011), Alpinia pricei (Lin, et al., 2009) y de la raiz de Piper
methysticum (Xuan et al., 2008). Por otra parte, esta chalcona ha sido identificada
por CG-EM en propdleos recolectados en distintos paises: Egipto (Zaghloul et al.,
2011), Argelia (Lahouel et al., 2010), Albania (Bankova et al., 1994), Canada
(Christov et al., 2006), Reino Unido (Greenaway et al., 1990) y por CL-EM se ha
detectado en el propdéleo de Brasil (Park et al., 2002). Asimismo, se ha encontrado en
exudados de arboles de Populus (Bankova et al., 1994; Park et al., 2002; Christov et
al., 2006. Otros estudios reportan sus actividades bioldgicas y farmacoldgicas como
citotoxicidad contra células de cancer humano KB, MCF-7 y CaSki (Sri-Nurestri et al.,
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2011), antiinflamatorias por inhibicién de la produccién de mediadores de NO (Lin et
al., 2009), como atrapadora de radicales libres y disminucién del estrés oxidativo

renal por aumento en la sintesis de GSH (Lahouel et al., 2010).

4.4.3. Caracterizacion estructural de los compuestos 3 - 9a

La galangina (3) es un flavonol que se ha encontrado en Glycyrrhiza glabra (Batirov
et al., 1986) e identificado por CL-EM en propodleos argentinos (Volpi y Bergonzini,
20006), italianos (Pappotti et al., 2012), canadienses (Garcia-Viguera, 1993), croatas
(Kosalec et al., 2007) y mexicanos (Hernandez et al., 2007). Este flavonoide se aislé
como un solido amarillo en forma de agujas. El espectro de masas mostré un i6n
molecular en m/z 270 y su férmula se calcul6 como C45H10Os con base en su
espectro de masas y de RMN-'H. En la Tabla 4 se resumen los desplazamientos
quimicos y las constantes de acoplamiento en RMN-'H para el compuesto (3)
(Batirov et al., 1986; Bertelli et al., 2012) .

Tabla 4. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN-"'H del

compuesto (3).

Galangina (3)
(CD30D, 400 MHz)

H 5 (J Hz)
5-OH 12.3 (1H, s)
3-OH 9.5 (1H, s)
6 6.19 (1H, d, 4.0)
8 6.40 (1H, d, 4.0)
2,6 8.17-8.19 (2H, d, 8.0)
34,5 7.42-7.51 (3H, m)
PM (m/z) 270 [M*]
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La pinocembrina (4) es una flavanona que se ha identificado por CL-EM en propdleos
canadienses (Garcia-Viguera, 1993), croatas (Kosalec et al., 2007), rumanos
(Marghitas et al., 2013), turcos (Popova et al., 2007) y mexicanos (Hernandez et al.,
2007). Tiene efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Candida, Saccharomyces y
Cryptococcus (Metzner et al., 1977). En este trabajo la pinocembrina se aislé en
forma de cristales blancos y su férmula molecular se establecié como C4sH1204 con
base en su espectro de masas que mostré un idn molecular de m/z 256. En la Tabla
5 se resumen los desplazamientos quimicos Yy las constantes de acoplamiento en
RMN-"H para el compuesto (4) (Bertelli et al., 2012).

Tabla 5. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN-'H de los
compuestos (4) y (5).
3

OH 0] OH o
Pinocembrina (4) Crisina (5)
(CDs0D, 400 MHz) (DMSO-ds 400 MHz)
H d (J Hz) d (J Hz)
2 5.44 (1H, dd, 16.0, 4.0) --
3 3a 2.76 (1H, dd, 4.0, 16.0) 6.95 (1H, s)
3b 3.10 (1H, dd, 16.0, 12.0)
5-OH 12.32 (1H, s) --
6 5.90 (1H, d, 4.0) 6.22 (1H, d, 4.0)
8 5.93 (1H, d, 4.0) 6.52 (1H, d, 4.0)
2,6 7.48 (2H, dd, 8.0, 4.0) 7.60 (2H, d, 8.0)
3 -5 7.35-7.41 (3H, m) 7.56- 7.57 (3H, m)
PM (m/z) 256 [M"] 254 [M"]

La crisina (5) es una flavona que se ha aislado previamente a partir de Scutellaria sp.
(Springer, 2013), asi como en especies de Populus (Wang et al., 2000; Zhou et al.,
2002). Ademas se ha identificado por CL-EM como componente de propoleos de
diferentes origenes: en propoleo portugués (Falcao et al., 2010), bulgaro (Bankova et
al., 1983), de los paises bajos (Banskota et al., 2002), argentino (Lima et al., 2009) y
mexicano (Hernandez et al., 2007). Este flavonoide se aislé como un solido amarillo
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claro. El peso molecular del compuesto fue determinado por espectrometria de
masas me diante la técnica de impacto electrénico revelando un ién molecular de m/z
254. Su férmula molecular se establecié como C15H1004. En la Tabla 5 se resumen
los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento en RMN-'H para el
compuesto (5) (Bertelli et al., 2012).

La alpinetina (4a) ha sido aislada de plantas como Vitex leptobotrys (Pan et al., 2014)
y Alpinia katsumadai Hayata (Lu et al., 2014). También se ha identificado en
propéleos de distintos paises por medio de CL-EM de Francia (Boisard et al., 2014),
Portugal (Falgao et al., 2010) y China (Luo et al., 2013). Esta flavanona se aislé como
cristales blancos y su férmula molecular se establecié como C1sH1404 por medio de
su espectro de masas y RMN-"H, mostré un ién molecular en m/z 270. En la Tabla 6
se resumen los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento en
RMN-"H para el compuesto (4a) (Burke y Nair, 1986; Katerere et al., 2004).

Tabla 6. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN-"'H del

compuesto (4a) y (5a).

HO

OCH,4 o) OCHjs o
Alpinetina (4a) 5-O-metil pinobanksina (5a)
(DMSO-ds , 400 MHZz) (DMSO-ds, 400 MHZz)
H 0 (J Hz) 0 (J Hz)
2 5.46 (1H, dd, 16.0, 4.0) 3.32 (1H,d, 12.0)
3 3a 2.96 (1H, dd, 4.0, 16.0) 5.06 (1H,d, 12.0)
3b 2.61 (1H, dd, 16.0, 12.0)
5-OCHg3 3.70 (3H, s) 3.75 (3H, s)
6 5.98 (1H, d, 2.0) 5.93 (1H, d, 2.0)
8 6.05 (1H, d, 2.0) 6.08 (1H, d, 2.0)
2,6 7.46-7.48 (2H, m) 7.46 (2H, d, 8.0)
3,4,5% 7.34-7.41 (3H, m) 7.34-7.41 (3H, m)
PM (m/z) 270 [M] 286 [M]
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La 5-O-metilpinobanksina (5a) se ha reportado previamente como componente de
miel de Serbia (Gasic et al., 2014), e identificado por CL-EM en los propdleos de
China (Hatana et al., 2012), México (Li et al., 2007), Grecia (Melliou y Chinou, 2004),
Uruguay (Kumazawa et al., 2002) y Checoslovaquia (Nagy et al., 1988). Este
compuesto fue aislado y cristalizé en forma de agujas blancas. Su formula molecular
se establecio como C1sH1405 por medio de su espectro de masas y RMN-"H, mostro
un i6n molecular en m/z 286. En la Tabla 6 se resumen los desplazamientos
quimicos y las constantes de acoplamiento en RMN-'H para el compuesto (5a)
(Ching et al., 2007).

La dillenetina (6a) se ha aislado a partir de las flores de Combretum lanceolatum
(Araujo et al., 2013), Eupatorium odoratum (Na et al., 2012) y Rubus parviflorus
(Wollenweber y Doerr, 2008) por mencionar algunos ejemplos. Este flavonol derivado
de la quercetina, se aislé como un polvo amarillo. Su férmula molecular se establecié
como C47H1407 por medio de su espectro de masas y de RMN-'H. En la Tabla 8 se
resumen los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento en RMN-"H
para el compuesto (6a) (Na et al., 2006).

La isorhamnetina (7a) esta presente en hojas de Ginkgo biloba (Feng et al., 2013) y
ha sido identificada por CL-EM en un propdleo chino (Zhao et al., 2012) y uno croata
(Sobocanec et al.,, 2011). Ademas se ha investigado su actividad bioldgica, al
respecto se ha encontrado que es capaz de inducir apoptosis en células de cancer
de pulmon (Lee et al., 2010) e induce la activacion de la ONS en células endoteliales
de aorta humana (Shen et al., 2012). Este flavonoide es otro derivado de la
quercetina y cristalizé como agujas amarillas. El espectro de masas presentd un i6n
molecular en 316 m/z congruente con la formula molecular C1sH1207. En la Tabla 7
se resumen los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento en
RMN-"H para el compuesto (7a) (Na et al., 2006).
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Tabla 7.

compuestos (6a) y (7a).

OH O

HO

Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN-"H de los

OH o

Isorhamnetina (7a)

Dillenetina (6a) DMSO-d«. 400 MHz
-Ug,

DMSO-ds , 400 MHz

H 5 (J Hz) 5 (J Hz)
5-OH 12.55 (1H, s) 12.44 (1H, s)

6 6.18 (1H, d, 2.0) 6.17 (1H, d, 2.0)

8 6.45 (1H, d, 2.0) 6.40 (1H, d, 2.0)

2 7.62 (1H, s) 7.76 (2H, s)

6 7.67 (1H, d, 8.0) 7.65 (1H, d, 8.0)
3'-OCHs 3.84 (3H, s) 3.82 (3H, s)
4-OCHj 3.78 (3H, s) -

5 6.94 (1H, d, 8.0) 6.92 (1H, d, 8.0)
PM (m/z) 330 [M'] 316 [M']

La 5-O-metilgalangina (8a) se ha encontrado en frutos de Catalpa ovata
(Wollenweber y Doerr, 2008), y se ha ientificado por CL-EM en propdleos de
Checoslovaquia (Nagy et al., 1988), Portugal (Falgao et al., 2013), propdleos
originarios de Africa (Zhang et al., 2014), China (Shi et al., 2012) e Italia (Pellati et al.,
2011). Este flavonol se aisl6 como un sdélido amarillo. Su férmula molecular se
establecido como C1sH1205 por medio de su espectro de masas, con un idn molecular
en m/z 284, y de su espectro de RMN-'H. En la Tabla 8 se resumen los
desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento en RMN-'H para el

compuesto (8a) (Nagy, 1987).
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN 'H de los
compuestos (8a) y (9a).

OCH, O OCH; O
5-O-metilgalangina (8a) 5-O-metilcrisina (9a)
(DMSO-ds, 400 MHz) (DMSO-ds, 400 MHz)
H d (J Hz) d (J Hz)
3 - 6.68 (1H, s)
3-OH 9.5 (1H, s) -
5-OCHs 3.81 (3H, s) 3.78 (3H, s)
6 6.34 (1H, d, 2.0) 6.38 (1H, d, 4.0)
7-OH 10.0 (1H, s) -

8 6.47 (1H, d, 2.0) 6.55 (1H, d, 4.0)
2,6 8.11 (2H, d, 8.0) 7.98 (2H, d, 8.0)
3, 4,5 7.43-7.54 (3H, m) 7.43-7.54 (3H, m)

PM (m/z) 284 [M*] 268 [M*]

La 5-O-metilcrisina (9a) ha sido identificada por CL-EM en propdleo portugués
(Falcao et al., 2013), italiano (Pellati et al., 2011) y checo (Nagy et al., 1989). De su
actividad biologica se conoce su capacidad para inhibir la aldosa reductasa (Patra y
Chua, 2011), esta es una enzima que lleva a complicaciones microvasculares en la
diabetes mellitus. Esta flavona fue aislada como un polvo amarillo. El espectro de
masas por impacto electronico mostré un idbn molecular en m/z 268 y su formula
molecular se establecié como C1H1204 por medio de su espectro de masas y de
RMN-'H. En la Tabla 8 se resumen los desplazamientos quimicos y las constantes
de acoplamiento en RMN-"H para el compuesto (9a) (Nagy, 1989).

4.5. Evaluacion de la actividad antioxidante
La capacidad antioxidante de los extractos y de los compuestos aislados se
determind utilizando los ensayos de captura del radical DPPH y de decoloracion de

B-caroteno.
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4.5.1. Ensayo de decoloracion del radical DPPH

La sustancia de referencia que se utilizdé para comparar y cuantificar la capacidad
antioxidante de los EEP y compuestos aislados es el acido (+)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametil-croman-2- carboxilico (Trolox®). Se construy6 una curva de calibracion con
este antioxidante, de la que se obtuvo una ecuacion ajustada A= -0.0049 C + 0.587
(r = 0.9945). Los valores de absorbencia registrados se interpolaron en la ecuacién y
se calculd la TEAC (Trolox® Equivalent Antioxidant Capacity). En esta version de
punto final del método de DPPH, se mide el potencial de donar H en una muestra y
se expresa mediante la Clsp (Roginsky y Lissi, 2005) y se define como la
concentracion, del antioxidante o compuesto de prueba requerido para reducir la
cantidad de DPPH' en un 50% de su concentracion original y permite caracterizar el
poder antioxidante de la muestra (Roginsky y Lissi, 2005; Habsah et al., 2004).
Cuando no fue posible calcular el TEACs o la Clsg, se calcul6 el porcentaje de DPPH'
neutralizado por cada compuesto.

A partir de la curva de calibracion construida con el antioxidante comercial Trolox®
se obtuvo la ecuacion de la recta utilizando un modelo de regresion lineal ajustada.
En esta ecuacion se interpolaron las absorbencias obtenidas de los extractos
etandlicos de propdleo de Puebla y Guanajuato, con la finalidad de obtener los
TEACs. El EEP de Puebla tuvo un TEAC mayor (107.1 £ 0.12 mM Trolox®/g
extracto) al del EEP de Guanajuato (18.10 + 2.46 mM Trolox®/g extracto). Los
TEACs se correlacionan con la cantidad de fenoles totales cuantificados utilizando el
método de Folin-Ciocalteu ya que ambos miden la capacidad reductora de una
muestra mediante el mecanismo de transferencia de electrones que es un
mecanismo de accidn de los antioxidantes (Prior et al., 2005). Para el EEP de Puebla
se obtuvo una Clsp= 100 pg/ mL. En el caso del EEP de Guanajuato no fue posible
determinar la Clso debido a que la concentracion mas alta empleada (1.0 mg/mL) no
alcanzé el 50% de inhibicién del radical DPPH.

Ademas, se evalu6 la capacidad antioxidante de los compuestos mayoritarios
aislados. Para estos solo se calculd el porcentaje de DDPH neutralizado. Se
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utilizaron las siguientes ecuaciones para calcular el % DPPH neutralizado (Cheng et
al., 2006):

%DPPH: remanente = (Amuestra / ADPPH.) X100
%DPPH- eutralizado= 100 - %DPPH' emanente

Los flavonoides que capturaron el radical DPPH fueron la crisina (4.6%), galangina
(50.5%) y la 27,6 -dihidroxi-4"-metoxichalcona (33.0%). La diferencia en el porcentaje
de inhibicién de radical se explica por la estructura de los flavonoides como lo
describen varios autores. Las funcionalidades mas importantes en los flavonoides es
el grupo catecol o pirogaloil (O-trihidroxilo) en el anillo B ya que donan un hidrégeno
y un electron a los radicales hidroxilo, peroxilo y peroxinitrito, estabilizandolos y
dando lugar a un radical flavonoide relativamente estable (Heim et al., 2002;
Prochazkova et al., 2011). Por su parte, Prochazkova y cols. (2011) que enlistan una
serie de requerimientos estructurales en los flavonoides para un atrapamiento
eficiente de los radicales, de las cuales la galangina cumple con la presencia de
grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 que proveen puentes de hidrégeno al grupo
carbonilo. Van Acker y cols. (1996) mencionan que la importancia del 3-OH en la
galangina es su capacidad para oxidarse, y presenta buena actividad antioxidante
aunque no tenga la funcién catecol en el anillo B. La pinocembrina no neutralizé los
radicales y la crisina lo hizo en baja cantidad, porque ambos flavonoides carecen de
sustitucién en el anillo B y de hidroxilo en la posicién 3; la poca neutralizacion
observada se debe a la presencia de hidroxilos del anillo A (Heim et al., 2002) que da
como resultado la formacion de radicales inestables, por lo que se consideran
atrapadores débiles (Burda et al., 2001).

4.5.2. Ensayo de decoloracion de B-caroteno

La lipoperoxidacion es un proceso cuya propagacion esta mediada por radicales
libres en los acidos grasos poliinsaturados. Esta reaccion involucra la generacion de
varios tipos de radicales libres y su terminacion ocurre via enzimatica o por

atrapamiento de los radicales por los antioxidantes (Heim et al., 2002). En este
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ensayo se calculo el porcentaje de actividad antioxidante (%AA) de los extractos
etandlicos y los compuestos aislados. Se utilizaron las siguientes ecuaciones para

calcular el %AA:

%AA= 100 DR — DRs
DR

Donde:
DR.= Rapidez de degradacién del control
DRs=rapidez de degradacion en presencia de la muestra

Para el EEP de Puebla se obtuvo un %AA= 44.2 + 1.4% y el EEP de Guanajuato no
inhibio la peroxidacion. La pinocembrina (4), galangina (3) y la 27,6 -dihidroxi-4"-
metoxichalcona (2) inhibieron la lipoperoxidacién en 3.7 + 1.3 %, 27.8 +1.5% y 10.7 =
5.2%, respectivamente. EI EEP de Puebla y la galangina (3) tienen una actividad
comparable al Trolox® (33.5 + 2.3%). Estos resultados son congruentes por los
reportados por Shah y cols. (2013) en un estudio sobre el potencial para atrapar
radicales libres por el extracto de Sida cordata y por los descritos por Kumazawa y
cols. (2004) en muestras de propoleo de distintos origenes.

La importancia de la capacidad antioxidante de los extractos y de sus componentes
radica en su potencial para neutralizar los radicales producidos en el cuerpo cuando
los mecanismos antioxidantes fallan (Rios de Molina, 2003). Los radicales libres son
especies muy reactivas que pueden causar dafio a componentes de la célula como
proteinas, acidos nucleicos y lipidos, y estan asociadas a varias enfermedades
(Velazquez-Paniagua et al., 2004).

4.6. Determinacion del efecto de los extractos sobre el crecimiento de bacterias
patogenas de la cavidad oral
Las bacterias empleadas en el estudio antimicrobiano fueron S. mutans, S. sanguinis

y S. oralis. Pertenecen al género Streptococcus y se caracterizan por presentar una
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disposicion en cadena asi como tincion Gram (+). Constituyen un grupo complejo que
probablemente sea la causa de mas enfermedades y que provoque una diversidad
de dolencias mayor que cualquier otro grupo de bacterias (Tortora et al., 2007). En
particular, las bacterias usadas son consideradas como bacterias cariogénicas
primarias ya que forman la placa dental por adhesion a la superficie dental mediante
la sintesis de polisacaridos extracelulares (Hamada y Slade, 1980; Loesche, 1986).

Respecto a la técnica empleada, Reller y Weinstein (2009) sefialan que la
microdilucion se considera un buen método para probar de manera rapida y
simultdnea un gran numero de muestras, ademas es adecuada para comparar
extractos de propdleo y da resultados consistentes. En la Tabla 9 se resumen las
CMIs obtenidas para los EEP de Puebla y Guanajuato para los diferentes

microorganismos de prueba.

Tabla 9. CMIs obtenidas para los EEP de Puebla y Guanajuato para los diferentes

microorganismos de prueba.

Bacteria CMI (ug/mL) Puebla  CMI (ug/mL) Guanajuato
S. mutans 2000 2050
S. sanguinis 250 4100
S. oralis 500 2050

Rios y cols. (1988) consideran que un extracto vegetal es activo si su CMI| es menor
a 1.0 mg/mL cuando se utiliza el método de microdilucion en placa. En este estudio,
se encontro que el EEP de Puebla no tiene efecto sobre el crecimiento de S. mutans,
y si es capaz de inhibir el crecimiento de S. sanguinis 'y S. oralis. Mientras que el
EEP de Guanajuato no resultd activo contra ninguna de las bacterias evaluadas.
Estos resultados son comparables con los encontrados por Park y cols. (1998) y
Duarte y cols. (2003) reportan la inhibicion del crecimiento de S. mutans y S.

sobrinus in vitro por EEP a una concentracion de 0.080 mg/mL, asi como disminucion
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de caries en ratas e inhibicidon de las glucosiltransferasas (>80% a una concentracion
de 0.5 mg/mL).

La capacidad antimicrobiana del EEP se atribuye a su composicion variable y
compleja, por lo que también se puede inferir que su actividad viene dada por la
combinacion de los mecanismos de accion que forman la mezcla y que actuan

sinérgicamente (Fokt et al., 2010).

Los compuestos polifendlicos, principalmente las agliconas de flavonoides, se
consideran las sustancias con mayor actividad antibacteriana en el propoleo
(Ghisalberti, 1979; Grange y Davey, 1990; Bonhevi et al., 1994). Es importante
destacar que a partir de las dos muestras estudiadas se aislaron los flavonoides
galangina (3) y pinocembrina (4) que en un estudio previo Takaisi-Kikuni y Schilcher
(1994) describen como inactivadores de la ARN-polimerasa de S. mutans.

Otro tipo de flavonoides con actividad antibacteriana descrita son las chalconas
(Nielsen et al., 2004; Avila et al., 2008). A partir del propéleo de Puebla se aislé una
chalcona, la 27,6 -dihidroxi-4 "-metoxichalcona (2), la cual tiene el anillo C abierto y es
precisamente esta caracteristica lo que confiere una mayor actividad antibacteriana
(Cushnie y Lamb, 2011). Por otra parte, en otro estudio Avila y cols. (2008) y Liu y
cols. (2008) describen que la presencia de hidroxilos en las posiciones 2’ y 4’
mejoran su actividad respecto a los flavonoides con anillo C.

En la literatura se han descrito otros mecanismos mediante los cuales los flavonoides
ejercen su accion antibacteriana. Entre los mecanismos destacan: dafo a la
membrana citoplasmatica (causada por perforacion y/o reduccion de la fluidez de la
membrana), inhibicion de la sintesis de &acidos nucleicos (por inhibicion de la
topoisomerasa) e inhibicion de la energia metabdlica (por inhibicion de la reductasa
de NADH-citocromo C) (Mori et al. 1987; Bernard et al., 1997; Haraguchi et al., 1998;
Tsuchiya et al., 2000; Plaper et al., 2003).
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Por ultimo, es importante destacar que las bacterias cariogénicas se encuentran
implicadas en diversos padecimientos entre los cuales se pude destacar por su
frecuencia a la endocarditis bacteriana. Esta enfermedad tiene alta morbilidad y
mortalidad y en el 90% de los casos se aislan a partir de pacientes infectados tres
grupos de bacterias, que comparten la capacidad de adherirse al endocardio:
Staphylococci, Streptococci 'y Enterococci (Lopez et al., 2005). Los estreptococos del
grupo Viridans ocasionalmente acceden al sistema vascular y causan endocarditis.
La principal bacteria causante de la endocarditis era S. sanguis, sin embargo,
recientemente ha sido desplazada por Staphylococcus aureus. Estudios que usan
modelos de endocarditis en animales han mostrado que S. sanguis tiene la habilidad
de adherirse y activar a las plaquetas (Fitzgerald et al., 2006). Como consecuencia
hay desarrollo de la inactividad trombdtica de las valvulas cardiacas que a su vez
resulta en falla cardiaca (Tilley et al., 2013).

4.7. Actividad vasorrelajante de los extractos y compuestos en el ensayo en
aorta aislada de rata

Este ensayo consistio en medir el efecto sobre la musculatura lisa vascular de los
extractos etanolicos en el modelo de aorta aislada de rata, siguiendo la metodologia
descrita por Ibarra y cols. (2002). La relativa facilidad del ensayo lo hacen apropiado
para la evaluacion preliminar del efecto farmacolégico de los extractos de prueba.

La construccidn de las curvas concentracion-respuesta se realizaron mediante un
programa de ajuste no lineal (PRISMA 3.0) (Figura 18). De estas curvas se
calcularon: el efecto maximo (%Emax) ¥ la concentracion efectiva media (CEsp) para
cada extracto etandlico, de los compuestos aislados y del control positivo acetilcolina.
Para el propoleo de Puebla se obtuvo un %Ensx= 23.9 £ 1.2 y CEsp= 7.52 £ 2.1
pMg/mL, mientras que para el propoleo de Guanajuato, %Emsx= 115.7 £ 2.7 % y CEsp=
231.9 £ 18.3 pg/mL. Se observa que el EEP de Guanajuato es mas eficaz que el
EEP de Puebla, sin embargo se requiere una mayor cantidad de extracto para
lograrlo (menos potente). En cuanto a los flavonoides mayoritarios, pinocembrina (4)
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y crisina (5) se encontré que produjeron la relajacion de la aorta con Eqns= 35.4 + 3.6
%, CEso= 4.37 = 0.002 pg/mL y Emax= 96.7 £ 2.6, CEso= 59.1 + 3.7 ug/mL,

respectivamente.

1001 ¢ Acefiicoling 'Ij

& Propdlen Nico i
- Propdleo Guanajuato i
& Propoleo Pinotepa
“*- Propdleo Puebla

80+

601

Relajacion (%)

40+
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Log concentracion {pg/ml)

Figura 18. Curva de concentracion — respuesta para algunos EEP.

Se ha demostrado que los compuestos fendlicos reducen la presion arterial en ratas
y aumentan el proceso de relajacion (lijima et al., 2000; Diebolt et al., 2001,
Bernatova et al., 2002). Para entender los posibles mecanismos por los cuales los
flavonoides mejoran la propiedad de relajacion de la pared arterial, Andriambeloson y
cols. (1997) y Fitzpatrick y cols. (1993) han usado los anillos de aorta de rata como
modelo experimental. Los resultados de estos estudios muestran que los
compuestos fendlicos tienen un efecto directo sobre la produccién de NO por la
células endoteliales.

Morello y cols. (2006) estudiaron el efecto de la galangina sobre la contractilidad de
anillos de aorta de rata, encontraron que ejerce esta accion mediante un mecanismo

dependiente de endotelio, que involucra NO y puede inducir relajacién independiente
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de endotelio por inhibicion del movimiento de calcio a través de las membranas

celulares.

En experimentos in vitro sobre aorta aislada de rata se ha demostrado que la crisina
puede inducir relajacion via endotelio y dependiente de NO, por medio de la
inactivacion de O2” y por potenciacion de vasodilatacion via de guanosin
monofosfato ciclico (GMPc) (Duarte et al., 2001)

Las flavanonas tienen bajo efecto relajante comparadas con otros flavonoides
(quercetina, campferol, apigenina, luteolina, crisina, genisteina) debido a la ausencia
de la doble ligadura C2-C3, ya que ésta proporciona una conformacién coplanar del
anillo benzopirano y parece ser requerido para la actividad vasodilatadora (Herrera et
al., 1996).
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CONCLUSIONES

El estudio quimico del propdleo recolectado en el apiario de “Alamo blanco”, en
Valsequillo, Puebla permitié el aislamiento de los flavonoides: izalpinina (1), 2°,6'-
dihidroxi-4"-metoxichalcona (2), galangina (3), pinocembrina (4) y crisina (5). Por otra
parte, del EEP derivado de una muestra recolectada en Silao, Guanajuato se
aislaron los flavonoides: pinocembrina (1a), crisina (2a), galangina (3a), alpinetina
(4a), 5-O-metilpinobanksina (5a), dillenetina (6a) isorhamnetina (7a), 5-O-

metilgalangina (8a) y 5-O-metilcrisina (9a).

El contenido de fenoles totales y flavonoides totales en el EEP de Puebla fue de
149.4 + 1.5 mg equivalente de acido galico por gramo de extracto y 29.7 £ 0.53 mg
equivalentede quercetina por gramo de extracto, respectivamente. Estos contenidos
cumplen con las normas de calidad establecidas por Argentina y Brasil para medir la
calidad de los propdleos, > 40 mg de equivalentes de acido galico/g muestra para
fenoles totales y > 5 mg de equivalentes de quercetina/g muestra para flavonoides
totales.

El propdleo de Guanajuato contiene 38.3 £+ 3.8 mg de equivalentes de acido galico
por gramo de extracto y 3.1 £ 1.7 mg de equivalentes de quercetina por gramo de
extracto. Es importante mencionar que la cantidad de flavonoides encontrada en esta

muestra no cumple con las normas previamente mencionadas.

El EEP de Puebla presenté una moderada capacidad antioxidante con una Clso= 100
pug/mL, TEAC= 107.1 £ 0.12 mM Trolox®/g extracto en el ensayo de DPPH y una
actividad equiparable al Trolox® (%AA= 442 * 14%) en el ensayo de
blanqueamiento de [B-caroteno. Por otra parte, presentd efecto moderado sobre el
crecimiento de las bacterias S. sanguinis (CMI= 250 pg/mL) y S. oralis (CMI= 500
pug/mL). Por ultimo, presentd efecto relajante de la musculatura lisa vascular en el
ensayo de aorta aislada de rata con una %Ems= 23.9 £ 1.2 y CEso= 7.52 + 2.1

73



pug/mL. Estos resultados fueron comparables con los obtenidos para el control
positivo acetilcolina con una %Emsx= 67.6 = 3.3 % y una CEse= 8.6 + 1.4 pg/mL

El EEP de Guanajuato tuvo una pobre capacidad antioxidante y no se pudo calcular
su Clso, TEAC= 18.10 £ 2.46 mM Trolox®/g extracto y no fue capaz de inhibir la
peroxidaciéon en el ensayo de blanqueamiento de [-caroteno. Por otra parte, no
presentd efecto sobre el crecimiento de las bacterias evaluadas (CMI > 2.0 pg/mL).
Finalmente, en el ensayo in vitro conducente a determinar su actividad vasorrelajante
en el modelo de aorta aislada de rata se econtr6 un %Ems= 115.7 £ 2.7 % y una
CEso= 231.9 + 18.3 yg/mL. Estos valores fueron considerablemente menores a los

obtenidos para el control positivo acetilcolina.

Con base en los resultados obtenidos en las evaluaciones biologicas se puede
afirmar que el método y la zona de recoleccion de las muestras influye directamente
en la composicion de los propdleos. En este sentido el propdleo de Puebla obtenido
por el método de raspado resulté ser de mejor calidad que el de Guanajuato obtenido

mediante trampas.

La evaluacidon de la capacidad antioxidante en el ensayo de DPPH permitio
determinar que los flavonoides 2°,6°-dihidroxi-4"-metoxichalcona (2), galangina (3),
pinocembrina (4) y crisina (5) atrapan este radical en un porcentaje de 33.0%, 50.5%,
0% y 4.6%, respectivamente. Las diferencias encontradas en la capacidad
antioxidante pueden explicarse por las diferencias en la disposicién y presencia de
los grupos funcionales que presentan los flavonoides estudiados. Es necesaria la
presencia de la doble ligadura en C2-C3 y el hidroxilo en el C3, tal como se ha
descrito previamente en la literatura (Heim et al., 2002; Prochazkova et al., 2011).

La evaluacion del efecto de los flavonoides aislados en el ensayo del blanqueamiento

de [-caroteno permitié determinar que la 2°,6°-dihidroxi-4"-metoxichalcona (2),
galangina (3) y pinocembrina (4) inhibieron la lipoperoxidacion en los siguientes
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porcentajes 10.7 £ 5.2%, 27.8 £1.5% y 3.7 + 1.3%. Sin embargo, estos resultados no

son equiparables a la actividad del Trolox®.

En el ensayo de aorta aislada de rata se evalud el efecto de los flavonoides
pinocembrina (4) y crisina (5). Se encontré que produjeron la relajacion de la aorta
con Emax= 35.4 + 3.6 %, CEso= 4.37 £ 0.002 pg/mL y Enax= 96.7 £ 2.6 %, CEso= 59.1

+ 3.7 ug/mL, respectivamente.
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PERSPECTIVAS

Continuar con el estudio quimico que conlleve al aislamiento de los compuestos

minoritarios presentes en las muestras de propdleo.
Evaluar si los extractos etandlicos de propdleo de Puebla y Guanajuato tienen la
capacidad de neutralizar las especies reactivas: anion superéxido, radical hidroxilo,

oxigeno singulete, perdxido de hidrogeno, acido hipocloroso y peroxinitrito.

Evaluar el efecto vasorrelajante sobre la aorta aislada de rata de los flavonoides

minoritarios aislados en el presente estudio.
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ANEXO

1. Curva calibracién fenoles totales

C (ug/mL)
acido galico A

5 0.0192
10 0.0359
30 0.1858
50 0.2583
100 0.4329
150 0.6493
200 0.8518

Curva patrén Acido galico

y =0.0041x + 0.0324

R*=0.99388

50 100 150 200
C acido galico (ug/mL)

250
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2. Curva calibracién flavonoides totales

C(ng/ml)
quercetina A
5 0.012
10 0.026
20 0.063
30 0.119
50 0.245
60 0.333
80 0.497
100 0.630
- - / -
0700 Curva Calibracion Quercetina
0.600
= 0.0069x - 0.0739
_
0500 T Re - 0.99237 /
0.400
< 0.300
0.200
0.100 -
0.000 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
-0.100 :
C quercetina (ug/mL)
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3. Curva de calibracién con Trolox® para el ensayo de decoloracion de DPPH.

C (uM) Trolox ® A

0 0.591
10 0.556
20 0.488
40 0.376
60 0.265
100 0.095
110 0.062

Curva Trolox

0.7
y =-0.0049x + 0.587

0.6 3

! R*=0.99452
0.5 :
0.4

< —~———
0.3 e

0.2
0.1 ;

0
0 20 40 60 80 100 120

C trolox (uM)

4. Calculo de %DPPH remanente y neutralizado.

%DPPH
% DPPH neutraliza Promedio %DPPH
remanente do neutralizado
AB1 95.4 4.6 6.4
AB1 934 6.6
AB1 91.9 8.1
AB2 49.2 50.8 49.1
AB2 511 48.9
AB2 52.3 47.7




AB3 10.5 89.5 89.5
AB3 10.7 89.3
AB3 10.5 89.5
AB4 12.5 87.5 87.5
AB4 12.5 87.5
AB4 12.4 87.6
PG1 115.4 -15.4 -13.0
PG1 110.3 -10.3
PG1 113.2 -13.2
PG2 101.9 -1.9 -2.0
PG2 101.9 -1.9
PG2 102.4 -2.4
PG3 86.5 13.5 15.7
PG3 84.1 15.9
PG3 82.4 17.6
PG4 65.7 34.3 34.0
PG4 68.4 31.6
PG4 64.1 35.9
PIN 100.8 -0.8 -1.9
PIN 102.9 -2.9
PIN 102.0 -2.0
CRIS 93.9 6.1 4.6
CRIS 94.8 5.2
CRIS 97.5 2.5
GAL 50.8 49.2 50.5
GAL 49.2 50.8
GAL 48.4 51.6
B3 66.5 33.5 33.0
B3 67.9 32.1
B3 66.7 33.3

AB=EEP Puebla, PG= EEP Guanajuato, PIN=pinocembrina, CRIS=crisina, GAL= galangina,
B3= 2,6 '-dihidroxi-4 "-metoxichalcona.

5. Curva de Clsp en el ensayo de decoloracion de DPPH

C (ug/mL) Log C %DPPH neutralizado
1000 3 87.5
500 2.7 89.5
100 2 49.1
10 1 6.4
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6. Calculos para el %AA en el ensayo de decoloraciéon de (-caroteno.

100

%DPPH neutralizado

80

60

40

20

0.5

Clso EEP Puebla

1 1.5

2 2.5

Log C del EEP

3.5

0 a t=60 min b
Réplica # 1 2 3 1 2 3
control 0.577 0.549 0.566 0.4 0.381 0.436
EEP Puebla 0.561 0.571 0.579 0.459 0.464 0.381
EEP Guanaj 0.559 0.565 0.569 0.35 0.395 0.385
pinocemb 0.57 0.571 0.5 0.384 0.419 0.406
crisina 0.506 0.561 0.467 0.332 0.404 0.416
galangina 0.563 0.555 0.559 0.426 0.455 0.408
chalcona 0.561 0.552 0.56 0.41 0.393 0.352
Trolox ® 0.57 0.569 0.499 0.459 0.464 0.381
a/b Lna/b
Réplica # 1 2 3 1 2 3
control 1.44 1.44 1.30 0.366 |0.365 0.261
EEP Puebla 1.22 1.23 1.52 0.201 |0.208 0.419
EEP Guanaj 1.60 1.43 1.48 0.468 |0.358 0.391
pinocemb 1.48 1.36 1.23 0.395 |0.310 0.208
crisina 1.52 1.39 1.12 0.421 |0.328 0.116
galangina 1.32 1.22 1.37 0.279 |0.199 0.315
chalcona 1.37 1.40 1.59 0.314 |0.340 0.464
Trolox ® 1.24 1.23 1.31 0.217 |0.204 0.270
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DR= (Ln a/b)/60 CONTROL - MUESTRA
Réplica # 1 2 3 CONTROL
control 0.0061 0.0061 0.0043 - - -
EEP Puebla 0.0033 0.0035 0.0070 0.452 0.432 -0.1456
EEP Guanaj 0.0078 0.0060 0.0065 -0.278 0.020 -0.0694
pinocemb 0.0066 0.0052 0.0035 -0.078 0.153 0.4299
crisina 0.0070 0.0055 0.0019 -0.150 0.101 0.6834
galangina 0.0046 0.0033 0.0052 0.239 0.456 0.1380
chalcona 0.0052 0.0057 0.0077 0.144 0.070 -0.2710
Trolox © 0.0036 0.0034 0.0045 0.409 0.442 0.2614

Control: agua desionizada

%AA DE

EEP Puebla 44.2 1.44
EEP Guanajuato 0 0
pinocembrina 3.7 1.3
crisina 0 0
galangina 27.8 1.5
chalcona 10.7 5.2
Trolox ® 335 2.3

%AA= porcentaje de actividad antioxidante,
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