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1. Introduccion.

El propdleo es un producto natural de la colmena producido por abejas, las cuales
recolectan resinas balsamicas secretadas por distintos arboles y plantas para

después mezclarlos con ceras y secreciones salivales propias (Vecchi, 2007).

La complejidad del propodleo es variable, siendo hasta la fecha, reconocidos mas
de 300 constituyentes en los diferentes tipos de propdleos. Los compuestos
fendlicos representan la clase mas abundante de compuestos aislados a partir de

muestras de propdleo (Falgao, 2010).

Otros componentes importantes son las resinas, balsamos, aceites esenciales,
aminoacidos y azucares (De Castro, 2001). Las resinas contienen compuestos
fendlicos y terpenoides y no se le han descrito alcaloides, glucosinolatos 6
glucosidos cianogénicos. La composicion tipica de los propoleos de zonas
templadas consiste en flavonoides y acidos fendlicos, mientras que los
provenientes de zonas tropicales contienen fenilpropanoides prenilados y acidos

cafeoilquinicos (Salatino et al., 2011).

Esta complejidad es debida a la presencia de compuestos como los flavonoles,
flavonas y algunos derivados de éstos que le dan propiedades de utilidad en
farmacologia; por lo que el propdleo es considerado un agente antioxidante,
modulador del sistema inmunoldgico (mediante la activacién de la via de los

macrofagos Cq1), es conservador y buen cicatrizante (Rey, 2014).

El propdleo contiene constituyentes farmacolégicamente activos como los
polifenoles, terpenoides y aminoacidos. La presencia de estos compuestos ha
determinado que se le atribuyan una gran variedad de actividades biolégicas como

son: antiinflamatorio, antioxidante e inmunomodulador (Farooqui et al., 2010), asi
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como actividad antibacteriana contra Gram positivos y Gram negativos (Bogdanov,
2012).

En otros estudios se ha investigado su efecto contra las caries y como enjuague
en la formacion de placa (Koo et al., 2003). La actividad antibacteriana se atribuye
principalmente a la presencia de flavonoides y derivados del acido caféico (Bosio
et al., 2000). Por otra parte, se ha encontrado que propdleos brasilefos y
bulgaros tienen actividad antibacteriana por la acciéon de algunos de sus
componentes como son flavonoides, terpenoides y derivados de acidos grasos.
Por ultimo, es importante mencionar que el propoleo inhibe a las
glucosiltransferasas, enzimas producidas por  Streptococcus mutans,

microorganismo asociado a la aparicion de las caries (Koo, 2003).

La multirresistencia se ha desarrollado debido al uso indiscriminado de antibioticos
comerciales comunmente utilizados para tratar las enfermedades infecciosas. Esta
situacion, asi como la aparicion de efectos indeseables de ciertos antibitticos, ha
llevado a la busqueda de sustancias antimicrobianas a partir de plantas y otros
productos naturales utilizados en la medicina tradicional (Ordofiez et al., 2011). La
importancia del proyecto radica en la diversidad que presentan los propdéleos en
diferentes zonas geograficas y sus usos, tal es el caso del estudio de los
propoéleos de la zona melifera del Norte de México donde el cual al ser evaluado
sobre un panel de bacterias del grupo viridans demostré una buena actividad

inhibitoria.
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2. ANTECEDENTES.

2.1. Propdleo.

2.1.1. Definiciones y generalidades.

La abeja europea (Apis mellifera) es un insecto que forma parte de la familia
Apidae y es comun en América del Norte con especial prevalencia en algunas
zonas desérticas de Sonora, Coahuila, Durango y Zacatecas (Coleccién Nacional
de Insectos, Instituto de Biologia UNAM). Sin embargo, su presencia abarca casi

todo el continente (Figura 1).

Figura 1. Apis mellifera posada sobre un tronco (Coleccion Nacional de Insectos,
Instituto de Biologia UNAM).

Las abejas viven en colonias altamente organizadas, dominadas por una abeja
reina, zanganos, abejas obreras y larvas. La complejidad de la colmena no solo se
limita a su organizacion, sino también, a los numerosos mecanismos de defensa
que posee. En forma similar a lo que ocurre en una ciudad, las abejas combaten
invasores microscopicos como bacterias y hongos mediante mecanismos de
prevencion que permiten mantener a su poblacion sana. Esto es posible gracias a
que recubren las paredes de la colmena con una resina natural la cual es

conocida como propdleo.
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El nombre “propdleo” proviene de los vocablos griegos pro- defensa de, y polis-

ciudad: “defensa de la ciudad o de la colmena” (Niraldo, 2005).

El propdleo es una sustancia resinosa cuyo color es variable y sirve para delimitar
la estructura de la colmena y evadir sus depredadores (Bankova, 2005) (Figura 2).
El color de esta resina puede ser rojo, verde o marrén y es debido a la coloracién
de los vegetales abastecedores en las diversas regiones de “habitat” de colecta y
a su edad, sin embargo, generalmente oscila entre amarillo-verdoso y marron
oscuro (Burdock, 1998). Por lo general, posee un sabor acre aunque a veces €s
amargo y tiene un aroma muy semejante al de la miel y las ceras: esta
caracteristica se debe a la gran cantidad de componentes volatiles que posee
(Niraldo, 2005).

Figura 2. Propdleo en bruto. Fotografia de propdleo del mercado de la Virgen,

Coyoacan, México D.F, tomada por Andrés Clairin Savage

El propdleo no solamente sirve a las abejas como material de construccion, sino
también usado para embalsamar pequefos animales muertos evitando su
putrefaccion cuando no pueden ser retirados de la colmena (Niraldo, 2005). Con
respecto a la relacion del propdleo y la colmena se ha observado que en una
colmena recubierta por propdleo, las abejas que habitan en ella tienden a vivir mas
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tiempo, asi como a ser mas productivas y contar con una mejor salud (Evans y
Pettis, 2005).

Salatino y cols. (2011) clasificaron a los propdleos en diferentes tipos segun su
composicién quimica, la cual, se encuentra ligada a la fuente natural y a la zona
geografica de recoleccion. Los propdéleos de tipo | son aquellos de clima templado
que se caracterizan por contener flavonoides sin sustitucién 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 tipos Il son aquellos derivados del género Clusia, con benzofenonas
polipreniladas. Los tipos IV son los que provienen del género Macaranga,
contienen geranil flavonoides. Los tipos V son propdleos originarios de Grecia,
Creta y Turquia que contienen principalmente diterpenoides o antraquinonas. La

distribucion geografica de los tipos de propdleos se ilustra en la Figura 3.

RS P
I ﬁn m

Figura 3. Patron quimio-geografico de los tipos de propdleos (Salatino et al.,
2011).

2.1.2. Aspectos historicos.

Por su actividad antimicrobiana, antiviral, anti-fungica, antioxidante,
inmunoreguladora, cicatrizante y conservador natural, el propdleo ha sido

ampliamente usado por el ser humano a lo largo de los siglos.
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Los usos mas antiguos reportados se remontan a la época de los egipcios,
quienes la utilizaban para embalsamar cadaveres, los incas lo usaban como
agente antipirético. Pensadores como Aristoteles, Galeno y Dioscérides, asi como
meédicos de culturas griegas y romanas observaron que poseia propiedades
antiinflamatorias, por lo cual fue utilizado para el tratamiento de heridas, ulceras y
abscesos (Castaldo et al., 2007).

Los pueblos balcanicos de la edad de bronce lo usaban como remedio contra
quemaduras, malestares por infecciones y el tratamiento de ulcera gastrica
(Wollenweber et al., 1990).

Antiguos escritos griegos revelan que el propdleo fue usado como remedio contra
moretones y llagas supurantes, asi como los romanos realizaban cataplasmas a

base de propoleo para diferentes dolencias (Cheng y Wong, 1996).

Durante la edad media el propdleo se utilizo como antiséptico y cicatrizante en el
tratamiento de heridas, asi como desinfectante bucal (Castaldo, 2002). La cultura
Inca utilizé este producto como un importante agente antipirético, mientras que las
farmacopeas britanicas del siglo XVII consideraron al propéleo como una droga
oficial (Bankova, 2010).

Textos europeos con mas de doce siglos de historia describen preparaciones
meédicas a base de propdleo la cual era usada para el tratamiento de malestares

de boca, lengua y caries (Metzner, 1977).

Finalmente, a partir de 1900 el propdleo fue utilizado como desinfectante (Niraldo,
2005) y cicatrizante, esta Ultima propiedad fue aprovechada en Africa, hace mas
de 90 afios, combinando el propdleo con vaselina para confeccionar pomadas
(Marcucci, 1996).
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En México existen antecedentes de la actividad apicola principalmente en el
sudeste del pais, con mas de 3000 afios en la cultura Olmeca, sin embargo es en
la cultura Maya donde hay mayores datos sobre sus practicas apicolas que

incluso se siguen utilizando hasta nuestros dias (SAGARPA, 2010).

2.1.3. Productos apicolas en México.

La disposicion de recursos como el néctar y el polen, asi como la tradicion en la
practica de la apicultura, conllevan a la concentracion de esta actividad hacia
algunas entidades del pais, condicion que muestra pocos cambios en el pasado

reciente y que se estima continuara prevaleciendo en el futuro cercano.

Independientemente de lo anterior, en México se distinguen cinco regiones
apicolas bien definidas por la flora nectarpolinifera y la existencia de explotaciones
apicolas: (1) Region del Altiplano, (2) Costa del Pacifico, (3) Golfo de México, (4)
Region Norte y (5) Peninsula de Yucatan (Figura 4),

REGIONES APICOLAS DE MEXICO

Altiplano

- Costa del Pacifico
B colfo

Norte

- Peninsula de Yucatan

Figura 4. Regionalizacion de la produccién apicola en México (SAGARPA, 2010).
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La Region Norte es caracterizada por la excelente miel que produce,
principalmente de mezquite, con un fuerte mercado en los Estados Unidos de

Norteamérica. El precio de la miel producida en esta Regién es el mejor pagado.

La Region Costa del Pacifico se identifica por producir mieles de origen multifloral
y de mangle, siendo principalmente obscuras, aunque también se obtienen mieles
ambar y ambar claros. En esta Region existe una fuerte practica de la polinizacion.
La Regidén del Golfo destaca por poseer una gran produccién de miel de citricos,
destacando la miel ambar clara que se produce principalmente del naranjo,
aunque también se obtienen mieles multifloras de colores de clara a obscura.

Por su parte, la Region del Centro o Altiplano, se distingue por tener mieles ambar
y ambar clara, asi como la denominada mantequilla, que por su presentacion es

altamente codiciada, destinandose en su mayoria al consumo interno.

La Region del Sureste o Peninsula de Yucatan, sin lugar a dudas es la mas
importante en produccién de miel, es ahi donde se concentra la mayor parte de la
produccion y también de los productores. La miel de esta zona goza de gran
prestigio nacional e internacional, ya que se caracteriza por tener su origen en
floraciones unicas, como de Tzitzilche en una época y en la otra miel de Tajonal,

destinandose en su mayoria al mercado de la Unién Europea.

Al igual que en cualquier otra de las ramas de la produccion agropecuaria, la
infraestructura de acopio y procesamiento guarda una gran relevancia y de su
operacion depende en gran medida la calidad higiénica del producto, asi como los
precios liquidados al productor, ya que su ubicacion, repercute directamente en los
costos de traslado (SAGARPA, 2010).

2.1.4. Recoleccion de propéleo en México.

En forma conjunta a la obtencién de miel y cera, en los ultimos afos, los

productores han buscado la forma de obtener un mayor valor de actividad,
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incorporando para ello la obtencion de polen, jalea real, propdleos y veneno de
abeja, los cuales son vendidos en bruto o bien, transformados por ellos mismos
hacia productos farmaceéuticos y de belleza, asi como incorporados a algunos
complementos alimenticios (SAGARPA, 2010).

La recoleccion del propdleo es un paso primordial para su comercializacion vy

analisis, paso en el cual hay diferentes métodos.

El propdleo se recoge utilizando trampas o raspado de las colmenas en la malla
mosquitera [Figura 5 (A) y (B)]. El entrampado es el método que ofrece mejor
calidad y menor contaminacion de esta resina. La recoleccion se hace antes de la
llegada del invierno en las regiones templadas y, en los climas tropicales, al inicio
de la estacion lluviosa, cuando la propolizacién parece mas activa (Farré et al.,

2004). Su procesamiento comercial comprende tres pasos:
-El primer paso es la evaluacion del material. Si es muy ceroso se somete a un
lavado con agua fria para remover las ceras. El propdleo remanente se seca con

aire en pantallas de acero inoxidable.

-El segundo paso involucra su disolucién en etanol al 95%, las ceras restantes y

las partes de abejas son removidas.

-El ultimo paso involucra la filtracién para eliminar cualquier otro material ajeno
(Burdok, 1998).

20



(B)

Figura 5.Método para la recoleccion de propoleo (A) Raspado y Malla mosquitera
(B) (SAGARPA, 2010).

2.1.5. Composicion quimica del propéleo

El propdleo es un producto natural rico en constituyentes bioactivos. Su
composiciéon quimica es muy compleja y depende en gran medida de la flora
correspondiente a las zonas donde es recolectado. Mas de 300 compuestos han
sido identificados en muestras de propdleo crudo de diferentes origenes (Salatino
et al., 2005), incluyendo polifenoles, terpenos, esteroides, azucares y aminoacidos
(Kumazawa et al., 2004 Kalogeropoulos et al., 2009).
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De manera general, la composicion basica del propdleo consta de 50% a 70% de
resinas y balsamos (formada principalmente por compuestos polifendlicos), 30 %
de ceras, 10% de aceites esenciales, 5% de polen y 5% de otros constituyentes
como Aacidos grasos, minerales, vitamina A y algunas del complejo B (Burdock,
1998; Atag et al., 2005).

La localizaciéon geografica y la flora presente determina la composicién del
propoleo, por ejemplo, el propoleo de Europa predominantemente contiene

flavonoides y ésteres de acido fendlico (Popova et al., 2009).

El propdleo al ser uno de los materiales mas heterogéneos de la naturaleza
ademas de contener flavonoides contienen acidos fenol-carboxilicos modificados
bioactivos en contra de patdgenos humanos, ademas estos compuestos también
tienen actividad antiulcerosa, antiinflamatoria y antitumoral. En la estructura del
propéleo de diferentes regiones del planeta se han caracterizado mas de 4000

tipos de flavonoides con actividades bioldgicas (Adelmann, 2006).

Los flavonoides (flavonas, flavonoles y flavanonas) son el grupo de compuestos
mayoritariamente aislados del propdleo. Son quimicamente clasificados de
acuerdo a la presencia o no del anillo C, la doble ligadura entre los carbonos C-2

y C-3 en el anillo y de un grupo hidroxilo en C-3 (Niraldo, 2005).
En el Cuadro 1 se muestran las estructuras de algunos de los flavonoides y

compuestos con importancia terapéutica aislados a la fecha a partir de muestras

de propodleos de diferentes origenes.
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Cuadro 1. Principales componentes aislados en el propdleo

Nombre del Estructura Procedencia Referencia
compuesto
FLAVONOIDES
Crisina China Yang et al., 2015.
O Holanda Popova et al.,
°~, |Chie 2007.
O Castro et al.,
2014.
o\H
Pinocembrina China Yang et al., 2015.
O Corea Kim et al., 2011.
O\H Canada Cottica et al.,
O Australia 2015.
Portugal Massaro et al.,
! Rumania 2015.
~u México Ahn et al., 2007.
Espafa Falcao et al.,
2010.
Valencia et al.,
2012.
Kumazawa et al.,
2004.
Pinobanksina Chile Castro et al.,
Grecia 2014.
Chipre Kalogeropoulos
Corea et al., 2009

Kim et al., 2011.
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Cuadro 1. Principales componentes aislados en el propdleo (continuacion).

Nombre del Estructura Procedencia Referencia
compuesto
Acacetina México Valencia et al.,
2012.
Galangina China Yang et al., 2015.
Chile Castro et al.,
Corea 2014.
Kim et al., 2011.
Genkwanina China Yang et al., 2015.
(0] O\H
Naringenina H/O China Yang et al., 2015
Turquia Atac-Uzel et al.,
o l o\H 2005.
(0] (0]
Sy
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Cuadro 1. Principales componentes aislados en el propdleo (continuacion).

OCH,

Nombre del Estructura Procedencia Referencia
compuesto
Quercetina Corea Kim et al., 2011.
AN
H
Sakuranetina H/O Corea Kim et al., 2011.
O © C IO
(o] O\H
ACIDOS FENOLICOS Y ESTERES
Acido o China Yang et al.,
cinamico 2015.
\
OH
\O
Acido ferulico 0 China Yang et al.,
Corea 2015.
~ on Chile Kim et al., 2011,

Castro et al.,
2014.
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Cuadro 1. Principales componentes aislados en el propdleo (continuacion).

Nombre del Estructura Procedencia Referencia
] compuesto
Acido Q Turquia Atac-Uzel et al.,
benzoico u 2007.
o/
CAPE o China Yang et al., 2015.
(Feniletil éster Chile Castro et al.,
del acido ~ o 2014.
caféico).
HO
, OH
Acido caféico 9 Chile Castro et al.,
2014.
\
OH
HO
’ OH
Acido galico A Canada Cottica et al.,
0 Australia 2015.
o o Massaro et al.,
e Sy 2015.
O (0]




Cuadro 1. Principales componentes aislados en el propdleo (continuacion).

Nombre del Estructura Procedencia Referencia
compuesto
LIGNANOS
Sesamina Bulgaria Bankova et al.,
2000.
Yangambina Bulgaria Bankova et al.,
2000.
[e]
\ 7
ALDEHIDO
Vainillina c)/ Chile Castro et al.,
2014.
(0]
W
H
i} (6]
] ACIDOS GRASOS
Acido linoléico Turquia Atac-Uzel et al.,
2005.
- G
0
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Cuadro 1. Principales componentes aislados en el propdleo (continuacion).

Nombre del Estructura Procedencia Referencia
) compuesto
Acido oléico Corea Chang et al.,
2003.
W C P
i [¢]
Acido palmitico H/OWV\/\/\/W China Yang et al.,
I 2015.
TERPENOIDES
Terpineol Brasil Koo et al.,
2005.
OH
OH Brasil Koo et al.,
Acido 2005.

isocuprésico

HOOC
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2.1.6. Actividad biolégica del propdleo.

El propdleo contiene constituyentes farmacoldgicos activos como polifenoles,
terpenoides y aminoacidos, por lo que se le atribuyen una gran variedad de
actividades biolégicas importantes como antiinflamatorio, antioxidante e
inmunomodulador (Farooqui et al., 2010), asi como actividad antibacteriana contra

Gram positivos y Gram negativos (Bogdanov, 2012).

Algunos extractos de propoleo han demostrado potenciar el efecto de ciertos
antibiéticos (Sforcin et al., 2000). La accién de antibiéticos como la biomicina,
tetraciclina, neomicina, polimixina, penicilina y estreptomicina contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli fue aumentando con la adicién de
propéleo para nutrir el medio (Marcucci, 1996). La presencia de éste impide o
reduce cualquier acumulacion gradual de tolerancia por parte de Staphylococcus a

los antibioticos (Marcucci, 1995).

Se han reportado que el propdleo posee actividad antiulcérica, citostatica,
hepatoprotectora, inmunomoduladora (Basim et al., 2006), bacteriostatica,
espasmolitica (Burdok, 1998), antihipertensiva (Niraldo, 2005), regeneradora del
tejido cartilaginoso y tejido 6seo, ademas de tener accion desintoxicante en el
higado (Marcucci, 1996).

Ademas, el propoleo es de especial importancia para el estudio de nuevos
tratamientos contra enfermedades periodontales ya que el propodleo inhibe las
glucosiltransferasas, enzimas producidas por  Streptococcus  mutans,
microorganismo que con mayor frecuencia es causante de enfermedades
periodontales como la caries (Koo, 2003). Esto lleva a plantear al prop6leo como
un producto de origen natural con una gran capacidad terapéutica para las
enfermedades periodontales las cuales afectan a la gran mayoria de la poblacion
mexicana, entre las cuales se encuentra la tan comun y muy conocida caries

dental.
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2.2. Cariogénesis.

La cariogénesis es un proceso patolégico por el cual la placa dentobacteriana
produce dafos estructurales tanto a la dentina como al esmalte del diente, eso
puede ocasionar el deterioro de la salud bucal y la posible pérdida de una pieza
dental (Kouidhi, 2010).

2.2.1. Formacioén de biofilm.

El biofilm consiste en un agregado de microorganismos y polisacaridos (glicocalix),
el cual es producido por los mismos microorganismos para adherirse a superficies
soélidas. El glicocalix es el “pegamento” que sostiene firmemente la biocapa a la
superficie colonizada y es un complejo de exopolisacaridos de origen bacteriano,
atrapa sustancias exogenas del ambiente incluyendo acidos nucleicos, proteinas,

minerales, nutrientes, material de pared celular, etc. (Dunne, 2002).

En la cavidad oral, el biofilm es llamado placa dental y es un factor para la caries
dental. El biofilm se forma y adapta por varios factores ambientales dentro de la
cavidad oral, tales como pH, cantidad de sustrato para las bacterias y la cantidad
glucoproteinas acidas que estan presentes en la saliva. La pelicula se adhiere
especificamente a la hidroxiapatita, una sal cristalina de fosfato de calcico, la
presencia de esta pelicula promueve la posterior adherencia selectiva de ciertas
bacterias a la superficie dental (Burrows, 1983). Estas bacterias con capacidad de
adherencia a tejidos blancos son Streptococcus mutans, Streptococcus oralis y
Streptococcus sanguinis que se adhieren al esmalte debido a la produccion de
polisacaridos extracelulares insolubles. Ademas de los factores de adherencia
propios de las bacterias mencionadas, la matriz de la placa dental proporcionara
un ambiente protegido para aquellas bacterias que no posean mecanismo de
adherencia como Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas y Treponema.
(Basualdo, 2006).
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Streptococcus mutans es una bacteria cariogénica que juega un papel muy
importante dentro de la formacién de biofilm en ambientes con grandes
cantidades de sacarosa (Burrows, 1983). La dieta es muy importante para que
Streptococcus mutans produzca placa dental; una dieta rica en carbohidratos
causa que estos sea fermentados y se produzca acido lactico, lo que ocasiona que
el diente comience a desmineralizarse y se establezcan las condiciones idoneas
para la produccién de placa (Kouidhi, 2010). En estos procesos desempefian un
papel importante los polisacaridos extracelulares, en especial los glucanos
producidos por las bacterias, particularmente el Streptoccocus mutans; y por lo
tanto, la sintesis de estos polimeros constituye un factor de virulencia en el
desarrollo de la caries dental (Kumari, 2008). Tanto el glucano insoluble
(denominado mutano) como la glucosiltransferasa participan en las interacciones

mediante adhesinas dependientes de sacarosa (Kouidhi, 2010).

Figura 6. Formacién de placa dentobacteriana (Johnson y Johnson, 2015).
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2.3. Generalidades Streptococcus mutans, Streptococcus oralis vy

Streptococcus sanguinis.

Los Streptococcus son bacterias aisladas generalmente de la cavidad bucal, estas
son cocos gram positivos, habitualmente no hemoliticos, aunque existen especies

hemoliticas pero estas son un caso especial.

Los estreptococos de importancia en la cavidad bucal utilizados en la parte
experimental de este estudio forman parte de los siguientes grupos (Basualdo,
2006):

-Grupo mitis/oralis: Este grupo es parte comun de la placa dental. Debido a que se
adhiere con facilidad a la superficie dental con la formacion de glucano
extracelular, a este grupo pertenencen Streptococcus oralis y Streptococcus

sanquis.

-Grupo mutans: El grupo mutans incluye a las bacterias consideradas como
participantes de lesion de caries inicial en diente. Se reconocen varios serotipos
que van desde la a hasta la h, donde los serotipos ¢ y d que son los mas
frecuentes implicados en la caries dental. En este grupo se encuentra

Streptococcus mutans (Basualdo, 2006).

En el Cuadro 2 se muestran algunas caracteristicas de los Streptococcus

ocupados en la investigacion:
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Cuadro 2. Estreptococos de interés en la cavidad oral (Basualdo, 2006).

Grupo Especie Sero-

grupo
Lancefield

Hemodlisis
sangre de

carnero

Habitat

humano

Poder

patégeno

humano

Mutans Streptococcus  --- a,y (B) Orofaringeo- Caries, placa
mutans intestino dental,
endocarditis
Mitis/oralis ~ Streptococcus H,W a Orofaringeo- Placa dental-
sanguis piel-intestino endocarditis,
heridas-
abscesos.
Mitis/oralis  Streptococcus --- a Orofaringeo- Similar a
oralis piel Streptococcus
sanguis

*La hemolisis B es hemolisis completa, la hemolisis a es hemolisis parcial y y

hemolisis es ausencia de hemolisis. En Streptococcus mutans los tres tipos de

hemosis estan presentes pero es mas comum la B hemolisis.
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3. JUSTIFICACION.

La creciente demanda de productos naturales en el mercado (OMS, 2010)
aumentada por el incremento de la resistencia bacteriana en contra de los
medicamente alopaticos asi como las marcadas caracteristicas alergénicas de
estos han llevado a la comunidad cientifica a investigar y desarrollar nuevas

formas terapéuticas para combatir esta creciente amenaza.

La actividad antibacteriana del propdleo, la cual es conocida por el hombre desde
tiempos muy antiguos (Ghisalberti, 1978; Bankova et al., 2000), la eficiencia de
productos de origen natural junto a su baja incidencia en efectos colaterales
indeseables han llevado a proponer que los productos naturales sean los nuevos
productos del futuro en contra de agentes microbianos, claro sin descartar también
el desarrollo paralelo de antibioticos nuevos, lo cual conllevaria a la humanidad a
tener una mayor cantidad de cartas en la baraja de la salud para combatir las

infecciones bacterianas.

Investigaciones previas han demostrado la eficacia del propéleo contra bacterias
patdgenas, hongos, virus (Amoros et al., 1994), asi como una amplia gama de
actividades farmacoldgicas, lo hacen uno de los productos naturales mas

prometedores para la busqueda de compuestos antibacterianos.

Las caracteristicas quimicas del propdleo dependen de la localizacion geogréfica,
la flora, el clima y la relacion de esto con las estaciones del afio (Kujumgiev et al.,
1999; Bankova, De Castro, y Marcucci, 2000; Ahn et al., 2007) por lo cual es muy
probable que en este estudio se encuentren componentes no descritos
previamente en el propdleo mexicano. En este sentido es importante mencionar
que la localizacion geografica de nuestro pais permite una gran diversidad de
ecosistemas y de flora endémica. Esta diversidad hace unica a cada muestra de
propoleo recolectada en las diferentes zonas meilferas del pais.
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Por ultimo, es importante menciona que en la actualidad las enfermedades
bucales en México son de especial importancia para la salud publica, ya que por la
alimentacion y sedentarismo de nuestra sociedad, este tipo de enfermedades han
ido en aumento, sobre todo en nifios. Esto es un serio problema ya que la caries
es causante de pérdidas de piezas dentales a edades tempranas, asi como
posibles complicaciones que podrian poner en riesgo la vida del paciente con
caries. Estas causas aunadas a la razon cientifica de explorar y descubrir nuevas
terapias para el tratamiento de estas enfermedades hacen a los propdleos de la

zona melifera del Norte de México muy atractivos para su estudio.

4. Objetivos.

4.1. Objetivos generales:

1.- Aislar compuestos mayoritarios del EEP de la zona melifera del Norte de

México.

2.- Cuantificar la actividad antimicrobiana del EEP de la zona melifera del Norte

de México.

4.2. Objetivos particulares:

1.- Recolectar una muestra de propodleo de la zona melifera del Norte de México.

2.- Preparar el extracto etandlico de propdleo.

3.- Realizar el fraccionamiento primario y secundario del EEP.

4.- Determinar capacidad antibacteriana mediante el analisis de concentracion

minima inhibitoria contra Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis y

Streptococcus mutans.
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5.- Aislar y purificar los compuestos activos.

6.- Caracterizar los compuestos purificados utilizando métodos espectrométricos y

espectroscopicos.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

5.1. Recoleccion del propéleo.

El propdleo muestra fue recolectado en la zona de la Comarca Lagunera en el
Estado de Durango (25° 05’ y 26° 54’ latitud norte y 101° 40’ y 104° 45’ longitud
oeste) con un promedio de 235 mm de lluvia, una altitud de 1 139 msnm y una
temperatura media anual de 18.6 °C (Schmidt, 1989).

El mosaico ecolégico mas importante es el matorral desértico micrdéfilo asociado a
la vegetacion secundaria. El mezquite es la especie silvestre mas prominente para
la apicultura en la Comarca Lagunera. Por otra parte, la alfalfa, los cultivos
forrajeros anuales y los horticolas conformaron el conglomerado vegetal cultivado

de mayor importancia para las abejas meliferas en esta region.

Selva Baja Caducifolia

Pastzal

Otxos tipos
Avea Agricola
Cuexpo de Agna
AreaUsbana

Fig. 3. Distribucion de las comunidades vegetales en el estado de Durango.
Fuente: Datos vectoriales de uso del suclo y vegetacion.
Escala 1: 1 000 000. Serie II, INEGI. 1998.

Figura 7. Zona melifera de Durango (SAGARPA, 2010).
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5.2. Procedimientos generales de analisis.

5.2.1. Analisis cromatograficos.

La cromatografia en columna abierta se realiz6 sobre gel de silice 60 (Merck),
Sephadex LH-20 (Fluka) y poliamida-6.

Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron sobre placas de aluminio
cubiertas con gel de silice (60 F254 Merck, tamafio de particula 0.063 - 0.200 mm)
en diversos tamafnos 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).

5.2.2. 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 '3C se obtuvieron de un equipo Varian, a una
radiofrecuencia de 400 MHz y 100 MHz, respectivamente. Las muestras se
disolvieron en DMSO-ds, MeOH-ds y acetona-ds, segun el caso. Los
desplazamientos quimicos se expresan en el parametro & (ppm) y estan referidos
al TMS.

5.3. Estudio quimico.

5.3.1. Preparacién del extracto etandlico.

Se realiz6 la obtencién del extracto etandlico a partir de 80 gramos de la muestra
de propoleo de Durango en “bruto” utilizando un método de extraccion continua en
un equipo Soxhlet con 500 mL de etanol. Como resultado de este proceso se

obtuvieron 43.8 gramos del extracto etandlico.
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5.3.2. Fraccionamiento primario del EEP de Durango.

Se sometieron 43.8 gramos de extracto etandlico a un fraccionamiento primario
utilizando una columna a presién reducida VLC (5 x 40 cm) utilizando gel de silice
como fase estacionaria y como eluyente un gradiente de concentracién de la

mezcla de disolventes CH2Clz2-acetona (100:0 a 0:100).

Del fraccionamiento primario se obtuvieron 34 fracciones (45 mL) que se reunieron
por similitud cromatografica a partir de un analisis de cromatografia en capa fina
para dar un total de 10 fracciones primarias combinadas del extracto etandlico del

propéleo de Durango.

Las fracciones primarias provenientes del EEP fueron usadas para determinar la
actividad antibacteriana contra Streptococcus mutans, Streptococcus oralis y

Streptococcus sanguinis.
Para el estudio fueron utilizadas las fracciones Fx-l, Fx-Il, Fx-lll, Fx-IV, Fx-V y Fx-

Zacatecas | y Il. En el Cuadro 3 se describe el fraccionamiento primario y las

fracciones obtenidas:

39



Cuadro 3. Fraccionamiento primario del EEP de Durango.

Cantidad de Disolvente Proporcion % Fraccién Principal
Fracciones
1-4 CH2Cl2 100 Fx-1
5-8 CHCl2-Acetona 99:1 Fx-II
9 CHxCl>-Acetona 98:2 Fx-lll
10-13 CHCl2>-Acetona 95:5 Fx-IV
14-15 CHCl2>-Acetona 90:10 Fx-V
16-19 CHCl2>-Acetona 80:20 Fx-VI
20-23 CH2Clz>-Acetona 70:30 Fx-VII
24-27 CH2Clz>-Acetona 50:50 Fx-VIII
28-31 CH2Cl>-Acetona 30:70 Fx-1X
32-34 Acetona 100 Fx-X

5.4. Determinacion del efecto del EEP sobre el crecimiento de bacterias

patégenas de la cavidad oral.

5.4.1. Microorganismos de prueba.

Se utilizaron los microorganismos Streptococcus mutans (ATCC 10499),
Streptococcus sanguinis y Streptococcus oralis (aislados de pacientes clinicos)
previamente identificados. 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.
5.4.2. Determinacion de CMI.
El valor de CMI fue definido como la minima concentracion del compuesto de

prueba que no permitié el desarrollo de la bacteria, que visualmente se interpreta

como la ausencia de turbidez en el medio.
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La actividad antibacteriana de las fracciones primarias obtenidas se determiné
utiizando las bacterias Streptococcus mutans, Streptococcus oralis 'y
Streptococcus sanguinis 'y un método de microdilucién en placa de 96 pozos
siguiendo las recomendaciones del CLSI (Clinical and Laboratory For Stardards
Institute, 2006). Para el analisis de concentracion minima inhibitoria se utilizaron
tres placas de 96 pozos, en cada una se determinaron por triplicado las CMIs
para Streptococcus mutans, Streptococcus oralis y Streptococcus sanguinis. Se
prepararon soluciones stock de cada fraccion pesando 16 mg de cada una y se
llevaron a 1.3 mL de agua destilada (concentracion inicial fue de 12.30 mg/mL).
Para realizar el ensayo se llenaron todos los pozos con 100 uL de medio BHI.,
posteriormente, se colocaron 100 pL de todas las fracciones y se procedidé a
realizar el mezclado y diluciones seriadas de cada pozo. Como paso siguiente se
agregaron 80 puL de medio BHI enriquecido con glucosa al 1% y 20 pL del medio

BHI con bacterias viables de Streptoccocus mutans, Streptoccocus oralis y

Streptoccocus sanguinis con una concentracién de 1 x 108 UFC. Los controles

utilizados fueron medio BHI como control negativo y como control positivo
digluconato de clorhexidina (CHX). Las placas se incubaron por 24 h a una

temperatura 37 °C.

La fraccion Fx-Il presenté la mejor actividad antibacteriana y por esta razén se

decidié continuar con el analsis quimico de la misma.

5.5. Fraccionamiento secundario a partir de la Fx-ll derivada del EEP de

Durango y purificaciéon de los compuestos.

La fraccidn Fx-1l se concentrd a sequedad con la ayuda del rotavapor y se obtuvo
residuo pegajoso con un peso de 22.03 gramos. Una porcidon de este residuo se
sometié a un fraccionamiento secundario mediante cromatografia en columna al
vacio (VLC), utilizando gel de silice como adsorbente y como eluyente mezclas de
CH2Clz-acetona en gradiente de polaridad. Este proceso permitié la obtencién de

29 fracciones las cuales se reunieron de acuerdo con su similitud cromatografica
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en 10 fracciones combinadas. Las fracciones Fx-l y Fx-Il se concentraron y se
recristalizaron de CH2Clz-acetona 1:1 en frio. Como resultado de este proceso se

obtuvo un sélido blanco (2.013 gramos) que se denominé compuesto C001.

Las fracciones Fx-lll y Fx-IV se concentraron y se recristalizaron de CH2Cl2-
acetona 1:1 en frio. Como resultado, se obtuvo un sélido de color verde cristalino
denominado €002 (0.7113 gramos). Al realizar una cromatografia de capa fina
usando como sistema CH2Clz2-acetona 98:2 y 90:10 se obtuvieron dos bandas

distintas (B1 y B2), lo que demostro la presencia de dos compuestos.

Para separar la mezcla de flavonoides presentes en el C002 se optd por usar una
columna de poliamida-6 como fase estacionaria y como fase mévil una mezcla de

disolventes EtOH-H20 en gradiente de concentracion 1:1.

Se colectaron 35 fracciones, de las cuales las fracciones 1 a 13 se reunieron por
similitud cromatografica, asi como las fracciones 14 a 33. De la fraccion 1-13 se
obtuvieron cristales transparentes, mientras que de las fracciones 14-33, un sélido
amarillo. Ambos solidos se caracterizaron por medio de RMN-'"H como Fx-(1-13)
pinobanksina C002 y para Fx-(14-33) crisina C003.

La Fx-V se concentro a sequedad mediante el rotaevaporador y se recristalizd con
una mezcla de disolventes CH2Cl2-acetona en frio. Como resultado se obtuvo un
sélido amarillo cristalino (0.2 gramos). Al realizar una cromatografia de capa fina
usando como sistema CH2Clz-acetona 80:20 se obtuvieron dos bandas distintas
(B1y B2), lo que demostroé la presencia de dos compuestos. Para la separacion se
utilizé una columna Sephadex LH-20 como adsorbente y con fase mévil MeOH-
H20 1:1.

En el proceso se obtuvieron 30 fracciones que se juntaron por similitud
cromatografica en las fracciones Fx-(12-16) y Fx-(20-25). Ambas fracciones
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principales fueron concentradas a sequedad a través del rotaevaporador y se

recristalizaron con metanol frio.

De las fracciones Fx-(12-16) se obtuvo un sélido blanco cristalino (0.1 g) y de las

fracciones Fx-(20-25) se obtuvo un sdlido cristalino amarillo (0.080 g).

Ambos compuestos se caracterizaron por medio de RMN-'H dando como
resultado Fx-(12-16) pinocembrina C001 y para Fx-(20-25) crisina C003 .En el
Cuadro 4 se describe las fracciones obtenidas en el fraccionamiento secundario

asi como las proporciones de los disolventes utilizados como eluyentes.

Cuadro 4. Fraccionamiento secundario a partir de la Fx-ll derivada del extracto

etandlico de Durango.

Cantidad de Disolvente Proporcion % Fraccion Principal
fracciones
1-2 CH2Cl2 100 Fx-I
3-4 CH2Cl>-Acetona 98:2 Fx-II
5-11 CH2Cl>-Acetona 95:5 Fx-IlI
12-14 CH2Cl>-Acetona 90:10 Fx-1V
15-17 CH2Cl>-Acetona 80:20 Fx-V
18-21 CH2Cl>-Acetona 70:30 Fx-VI
22-24 CH2Cl>-Acetona 60:40 Fx-VII
25 CH2Cl>-Acetona 50:50 Fx-VIII
26 CH2Cl>-Acetona 30:70 Fx-1X
27-29 Acetona 100 Fx-X
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5.6. Procedimiento general.

Propédleo crudo
Durango

de

Obtencidn extracto etandlico por método

Soxhlet

Extracto etandlico

Fraccionamiento primario (10 fracciones

principales)
| | | | | | | | | |
F-I F-II F-1I F-1V F-V F-VI F-ViI F-VIll F-1X F-X
Fraccionamiento secundario (10 fracciones
similares)
| | | I | | | | | |
F2-l F2-11 F2-ll F2-Iv F2-v F2-VI F2-Vll F2-VIlI F2-1X F2-X
Aislamiento por método
Pinocembrina Mezcla de Sephadex
flavonoides
F3-1
Aislamiento por método
poliamida -6
Crisina Pinocembrina
F3-11
F3-1
Crisina

Pinobanskina
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Eleccion del Propdleo

El propdleo debido a que posee numerosos usos en la medicina tradicional y que
los estudios sobre producto natural en México son escasos. A la fecha la mayor
parte de los estudios se han hecho con muestras de propdleo provenientes de
Europa, Brasil y Cuba (Bankova et al., 2000; Salatino et al., 2011), sin embargo,
hay pocos estudios conducentes a determinar la composicién quimica y las

actividades farmacoldgicas de los propdéleos mexicanos (Velazquez et al., 2012).

Las caracteristicas de la zona donde se recolect6 el propdleo son similares a las
de regiones templadas con inviernos definidos, temperaturas inferiores a 0 °C,
precipitaciones escasas y produccion de miel moderadas de 25 a 50 kg (Reyes y
Cano, 2003). La Comarca Lagunera cuenta con 6092 colmenas y cuyo valor de la

produccion alcanzé los 9.7 millones de pesos (SAGARPA, 2010).

La vegetacion corresponde en las partes altas de las sierras a pinos (Pinus spp.),
pinabetes (Tamarix pentandra Pallas) y encinos (Quercus spp.), mientras que en
las partes bajas predominan mezquite (Prosopis juliffora Sw. DC.), huizache
(Acacia farnesiana (L.) Willd.), yucas (Yucca spp.), nopales (Opuntia spp.),
maguey (Agave asperrima Jacobi), diversos cactus, gobernadora (Larrea

divaricata Cav.) y lechuguilla (Agave lechuguilla Torr.) (INEGI, 2001).

Gran parte de esta flora es utilizada por la colonia como fuente de alimento por lo
cual es importante su identificacion botanica para enfocar el desarrollo de la
actividad apicola en esas especies de interés (Sayas y Huaman, 2009)
considerando que el rango de vuelo de una abeja puede ser mayor a los 10 km
(Von Frisch, 1976).
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En el presente proyecto de investigacion se realizé el estudio quimico y se
determind la actividad antibacteriana del EEP recolectado en el municipio de
Gbémez Palacio, en la zona melifera de la comarca lagunera en Durango,

utilizando el método de raspado.

6.2. Caracterizacion estructural de metabolitos aislados

El estudio quimico del extracto etandlico del propdleo de Durango condujo al

aislamiento de los flavonoides pinocembrina, crisina y pinobanksina.

Para la caracterizacion de las estructuras quimicas de los compuestos aislados se
usaron métodos espectroscopicos y espectromeétricos. A continuacion se discutira,
a modo de ejemplo, la caracterizacion estructural de pinocembrina en el punto
6.2.1. Los datos de RMN-'H para este compuesto se muestran en el Cuadro 5,
mientras que para los datos de pinobanksina y crisina en los Cuadros 6 y 7,

respectivamente.

6.2.1. Caracterizacioén estructural de la pinocembrina.

La pinocembrina (C001) es una flavanona que se ha identificado en propdleos
australianos (Massaro, 2014), chinos (Yang, 2015) y mexicanos (Hernandez et al.,
2007). Ademas, la pinocembrina ha demostrado tener actividad anti-estafilococica
(Massaro, 2014) y antioxidante (Cottica, 2015), asi como, una potente actividad
antibacteriana (Adelmann, 2007). En este trabajo la pinocembrina se aislé como
un sélido blanco y su formula molecular se establecié como C1sH1204 con base en
su espectro de masas que mostré un ion molecular de m/z 256. En el Cuadro 5 se
resumen los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento en

RMN-"H para el compuesto.
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A continuacién se describen las caracteristicas mas importantes de su espectro
de RMN-'H:

1. En 81 7.48 (2H) se observo un doblete que integré para dos protones con una
J= 8.0 Hz asignable a los protones de las posiciones H-2'y H-6" en o+ 7.41 (3H) un
multiplete que integré para tres protones asignables a los protones H-3-H-5" del

anillo B del flavonoide.

2. En 61 5.90 (1-H, d, J= 4.0 Hz, H-6) y en &H 5.93 (1-H, d, J= 4.0 Hz, H-8) se
observdé un sistema AB consistente con la presencia un anillo aromatico
tetrasustituido. Estas sefiales son asignables a los protones H-6 y H-8 del anillo A

del flavonoide.
3. Por ultimo, en &x 3.10 (1-H, dd, J= 2.0 Hz, H-3b) y 2.76 (1-H, dd, J= 2.0 Hz, H-

3a) se observaron dos dobles de dobles asignables a los protones H-3b y H-3a del

anillo C del flavonoide.
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H-3, H-5°

MeOH-d4

H-2", H-6'

| W S _Jb

Figura 8. Espectro RMN-'H de la pinocembrina (C001, MeOH-ds, 400 MHz)
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Cuadro 5. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN-'H

del compuesto (C001).

OH o
pinocembrina
(MeOH-ds, 400 MHz)

Posicion o (JHz)

2 5.44 (1H, dd, 16.0, 4.0)

3 3a 2.76 (1H, dd, 4.0, 16.0)
3b 3.10 (1H, dd, 16.0, 12.0)

6 5.90 (1H, d, 4.0)

8 5.93 (1H, d, 4.0)

2,6 7.48 (2H, dd, 8.0, 4.0)

3-5 7.41 (3H, m)

PM (m/z) 256 [M*]

6.2.2. Pinobanksina (C002).

La pinobanksina (C002) es una flavona que ha sido aislada previamente de miel y
propoleo de Leptospermum scoparium en Nueva Zelanda y es uno de los
principales componentes a los cuales se le atribuyen sus propiedades
antioxidantes e inhibitorias del crecimiento de Staphylococcus aureus (Cheng,
1989). Este flavonoide ha sido descrito en propoleos de Chile (Castro, 2014) y
Grecia y Chipre (Kalogeropoulos, 2009).
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f1 (ppm)

Figura 9. Espectro RMN-'H de la pinobanksina (C002, acetona-ds, 400 MHz).
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Cuadro 6. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN-'H
del compuesto (C002)

pinobanksina
(acetona-ds, 400 MHz)

Posicién 0 (JHz)

2 4.66 (1H,d, 12.0)
3 5.18 (1H,d, 12.0)
6 5.93 (1H, d, 4.0)
8 6.02 (1H, d, 4.0)
2,6 7.46 (2H, d, 8.0)
3-5 7.39-7.45 (3H, m)
5-OH 11.69 (1H, s)
PM (m/z) 271 [M*]
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6.2.3. Crisina (C003).

La crisina (C003) es una flavona presente en una gran variedad de propdleos de
todo el mundo, aunque es comun encontrarla en los propéleos de China los cuales
tienen una amplia gama de actividades farmacologicas (Yang, 2015). Ademas, se
ha identificado por CL-EM como componente de propodleos en el propdleo
portugués (Falcao et al., 2010) y de México (Hernandez et al., 2007). Este
flavonoide se aislé como un solido amarillo claro. El peso molecular del compuesto
fue determinado por espectrometria de masas mediante la técnica de impacto
electrénico revelando un ion molecular de m/z 254. Su férmula molecular se
estableci6 como C1sH1004. En el Cuadro 7 se resumen los desplazamientos

quimicos y las constantes de acoplamiento en RMN-'H para el compuesto (C003).

H-3

H-3", H-5'

-2, 16 H-8 H-6

t L UMJLWW

T T T T T T T T
85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

T T T T T T
12,5 12.0 115 11.0 10.5 10.0 9.5
f1 (ppm)

Figura 10. Espectro RMN-'H de la crisina (C003, DMSO-ds, 400 MHz).
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Cuadro 7. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN-'H
del compuesto (C003).

crisina
(DMSO-ds, 400 MHZz)
Posicion 0 (J Hz)

3 6.95 (1H, s)

6 6.22 (1H, d, 4.0)

8 6.52 (1H, d, 4.0)
2,6 7.60 (2H, d, 8.0)
3-5 7.57 (3H, m)
5-OH 12.8 (1H, s)

PM (m/z) 254 [M*]
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6.3. Actividad sobre del crecimiento de Streptococcus mutans,

Streptococcus oralis y Streptococcus sanguinis.

Se utilizd como control positivo digluconato de clorhexidina, el cual es un
compuesto soluble en agua y en alcohol. Se considera como el antiséptico topico
ideal, debido a su persistente actividad sobre la piel con el uso continuo, un efecto
muy rapido y una minima absorcion. Este compuesto a bajas concentraciones
exhibe un efecto bacteriostatico, mientras que a altas concentraciones es
bactericida (Tannir et al., 1994). Como control negativo se us6 caldo BHI. En el

Cuadro 8 se muestran los resultados para cada muestra evaluada.

Cuadro 8. CMI’s del extracto y fracciones obtenidas del propdleo de Durango.

Fraccion CMI (mg/ml) S. mutans | CMI (mg/ml) CMI (mg/ml)
S. sanguinis S. oralis

EXTO. Durango No inhibio 0.024 0.024

Fx-I No inhibio 1.537 0.192

Fx-Il 1.537 0.192 0.096

Fx-111 0.768 0.192 0.096

Fx-IV 6.15 0.096 0.024

Fx-V No inhibio 6.15 No inhibio
Fx-Zacatecas-1 No inhibid 0.096 0.096
Fx-Zacatecas-2 No inhibid 0.096 0.096

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.

El estudio de CMI se realiz6é a partir de las fracciones primarias provenientes del
EEP de Durango.
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Las fracciones Fx-Il, Fx-lll y Fx-VI tienen actividad inhibitoria sobre Streptococcus
mutans, siendo Fx-lll la de menor CMI (0.768 mg/mL) y por tanto mejor actividad.
Para Streptoccocus sanguinis, sélo las fracciones Fx-I y Fx-V no presentaron
actividad inhibitoria, mientras que el extracto de Durango mostr6 la CMI mas baja
y por lo tanto mayor potencia (0.024 mg/mL). La prueba con Streptoccocus oralis
mostré que solo la Fx-V no inhibi6 al microorganismo y Fx-IV fue la de menor CMI
(0.024 mg/mL), asi también las demas fracciones presentaron un potente efecto

antibacteriano contra Streptoccocus oralis.

La actividad antibacteriana del EEP se puede atribuir a la presencia de
flavonoides, ya que a estos compuestos polifendlicos se les atribuyen mecanismos
que involucran la inhibicidn de acidos nucleicos y degradacion de la membrana
citoplasmatica (Vargas-Sanchez et al., 2014). lkigai y colaboradores (1993)
investigaron el efecto antibacteriano de (-)-galato de epigalocatequina, utilizando
un modelo de membrana de liposomas, encontrandose que este compuesto
perturbd la bicapa lipidica, alterando la funciéon de barrera y en algunos casos, se
redujo el espacio intraliposomal causando la fusion de membranas, y provocando
fuga y agregacion de material intramembranoso. Mirzoeva y colaboradores
(1997), demostraron que quercetina y naringenina incrementan la permeabilidad y
disipan el potencial de la membrana bacteriana (fuerza motriz de protones),
disminuyendo la resistencia bacteriana a los antibidticos. Estos flavonoides
también inhibieron la motilidad bacteriana, factor importante en la virulencia.
Posteriormente, Takaisi-Kikuni y Schilcher (1994), evaluaron mediante
microcalorimetria y microscopia electrénica el modo de accion antibacteriano del
propdleos y encontraron que, pinocembrina, galangina y CAPE causan
bacteriolisis parcial (Streptoccocus agalactiae), previniendo la division celular,
desorganizando el citoplasma y la pared celular e inhiben de sintesis de proteinas
y ARN polimerasa (Vargas-Sanchez et al., 2014).

Otros estudios ha determinado que la pinocembrina posee actividad antibacteriana
e inhibe las glucosiltrasferasas del Streptococcus mutans previniendo de esta

forma la cariogénesis (Adelmann, 2007).
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7. CONCLUSIONES

Las CMis del EEP de Durango determinadas para las bacterias Streptoccocus
mutans, Streptoccocus sanguinis y Streptoccocus orales fueron mayores a las

obtenidas para el control positivo digluconato de clorhexidina.

La FX-Il del EEP de Durango presenté un efecto moderado sobre el crecimiento
de las bacterias Streptoccocus mutans (CMI=1.537 mg/mL), Streptoccocus oralis

(CMI=0.096 mg/mL) y Streptoccocus sanguinis (0.192 mg/mL).
El estudio quimico de la fraccion Fx-ll permitié el aislamiento de los flavonoides
pinocembrina (C001), pinobanksina (C002) y crisina (C003) como componentes

mayoritarios.

La actividad antibacteriana presente en el EEP del propoleo de Durango se explica

por la presencia de los flavonoides pinocembrina, crisina y pinobanksina.
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8. PERSPECTIVAS.

Continuar con el estudio quimico de las fracciones primarias de derivadas del

extracto etandlico de Durango.

Ampliar el panel de bacterias sobre las cuales se probo el EEP.

Utilizar los compuestos activos para generar tratamientos alternativos para las

enfermedades de la cavidad oral.
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