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RESUMEN 

El propóleo es un producto apícola resinoso y complejo, recogido y procesado por 

las abejas a partir de resinas, polen, ceras, sustancias florales, entre otros. Se sabe 

que su composición química varía dependiendo de la zona de floración. Además, el 

propóleo tiene diferentes propiedades biológicas como antimicrobiano, antioxidante, 

antiinflamatorio e inclusive se ha demostrado en estudios que el propóleo tiene 

actividad hipoglucémica. La Diabetes Mellitus es un problema de salud mundial  y 

en nuestro país, es la principal causa de mortalidad en la población con edad 

productiva. La diabetes es una enfermedad metabólica caracterizada por 

hiperglucemia como consecuencia de defectos en la secreción y/o acción de la 

insulina. Además, la diabetes está asociada con la generación de especies reactivas 

de oxígeno (ERO) que causan daño oxidativo a diferentes órganos. El objetivo de 

este trabajo es evaluar el efecto hipoglucemiante y antioxidante del propóleo de 

Chihuahua en un modelo experimental de diabetes. Se obtuvo el extracto etanólico 

del propóleo mediante la técnica de maceración. En resultados obtenidos del efecto 

del propóleo en la curva de tolerancia a la glucosa, el grupo de ratones diabéticos 

tratados con propóleo (D/P) mostró una reducción notable de los niveles de glucosa 

(330 mg/dL) con respecto al grupo de ratones diabéticos (D) 570 mg/dL. Además, 

la administración de propóleo a ratones diabéticos durante 15 días mostró una 

disminución de los niveles de glucosa donde se registraron valores de 350 mg/dL. 

Al final del tratamiento, se determinaron los niveles de insulina, observando que el 

grupo D/P registraron 0.3 ng/mL, por otra parte, en el grupo D no se detectó insulina. 

Por medio de la técnica histológica se encontró que la administración de propóleo 

muestra una diferencia en el tamaño de los islotes pancreáticos de cada uno de los 

grupos experimentales. Además se detectó insulina en los islotes del páncreas de 

los ratones del grupo D/P mediante inmunohistoquímica. También se observó que 

la actividad de las enzimas SOD, CAT Y GPx se ve disminuida en los ratones 

diabéticos, mientras que hay un aumento significativo en los ratones diabéticos 

tratados con propóleo. El contenido de fenoles totales del propóleo de Chihuahua 

fue de 314 mg de equivalentes de ácido gálico por gramo de extracto. En cuanto al 

contenido de flavonoides totales del propóleo se obtuvo 6.28 mg de equivalentes de 
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quercetina por gramo de extracto. Además, la capacidad antioxidante media (CA50) 

del propóleo fue de 15.75 μg/mL. Mediante el análisis de Cromatografía Líquida de 

Alta Resolución (HPLC) y Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de 

Masas (GC-MS) se identificaron en el propóleo: pinocembrina, quercetina, 

naringina, naringenina, kaempferol, acacetina, luteolina, crisina, algunos fenoles, 

flavonoles y flavanonas. Y por último, se realizó una cromatografía en columna del 

propóleo para obtener las fracciones del extracto (800) y posteriormente evaluar su 

capacidad antioxidante, observando que 58 fracciones presentaron capacidad 

antioxidante de manera diferente. En esta investigación se encontró que el propóleo 

es rico en flavonoides, además de que se demuestra por primera vez que el 

propóleo de Chihuahua disminuye los niveles de glucosa en sangre en ratones 

diabéticos tratados con propóleo. También se detectó insulina en los ratones 

tratados, hubo diferencias en el tamaño de los islotes del páncreas y se observó un 

aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes. Estas propiedades biológicas 

encontradas en el propóleo de Chihuahua podrían atribuirse al contenido de 

flavonoides ya que se ha reportado que varios de los compuestos identificados 

presentan efecto hipoglucemiante y antioxidante . 
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ABSTRACT 

Propolis is a resinous and complex apicultural product, collected and processed by 

bees from resins, pollen, wax, floral substances, among others. It is known that its 

chemical composition varies depending on the area of flowering. In addition, propolis 

has different biological properties such as antimicrobial, antioxidant, anti-

inflammatory and has even been shown in studies that propolis has hypoglycemic 

activity. Diabetes Mellitus is a global health problem and in our country, it is the main 

cause of mortality in the population with productive age. Diabetes is a metabolic 

disease characterized by hyperglycemia as a consequence of defects in the 

secretion and/or action of insulin. In addition, diabetes is associated with the 

generation of reactive oxygen species (ROS) that cause oxidative damage to 

different organs. The aim of this work is to evaluate the hypoglycemic and antioxidant 

effect of Chihuahua propolis in an experimental model of diabetes. The ethanolic 

extract of propolis was obtained by means of the maceration technique. In the results 

obtained regarding the effect of propolis on the glucose tolerance curve, the group 

of diabetic mice treated with propolis (D/P) showed a remarkable reduction of 

glucose levels (330 mg/dL) with respect to the group of diabetic mice (D) 570 mg/dL. 

In addition, administration of propolis to diabetic mice for 15 days showed a decrease 

in glucose levels where values of 350 mg/dL were recorded. At the end of the 

treatment, the insulin levels were determined, observing that the group D/P 

registered 0.3 ng/mL, on the other hand, in the group D no insulin was detected. By 

means of the histological technique it was found that the administration of propolis 

shows a difference in the size of the pancreatic islets of each of the experimental 

groups. Moreover, insulin was detected in the islets of the pancreas of mice of group 

D/P by means of immunohistochemistry. It was also observed that the activity of 

SOD, CAT and GPx enzymes is diminished in diabetic mice, while there is a 

significant increase in diabetic mice treated with propolis. The content of total 

phenols of Chihuahua propolis was 314 mg gallic acid equivalents per gram of 

extract. Regarding the content of total flavonoids of propolis, 6.28 mg of quercetin 

equivalents were obtained per gram of extract. In addition, the average antioxidant 

capacity (CA50) of propolis was 15.75 μg/mL. Through the analysis of High 
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Resolution Liquid Chromatography (HPLC) and Gas Chromatography coupled to 

Mass Spectrometry (GC-MS) were identified in the propolis: pinocembrina, 

quercetin, naringin, naringenin, kaempferol, acacetin, luteolin, chrysin, some 

phenols, flavonols and flavanones. And finally, a column chromatography of propolis 

was performed to obtain the fractions of the extract (800) and subsequently evaluate 

its antioxidant capacity, observing that 58 fractions presented antioxidant capacity 

differently. In this research it was found that propolis is rich in flavonoids, besides it 

is demonstrated for the first time that the propolis of Chihuahua decreases blood 

glucose levels in diabetic mice treated with propolis. Insulin was also detected in the 

treated mice, there were differences in the size of the islets of the pancreas and an 

increase in the activity of the antioxidant enzymes was observed. These biological 

properties found in the Chihuahua propolis could be attributed to the flavonoid 

content since it has been reported that several of the identified compounds have a 

hypoglycaemic and antioxidant effect. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La Diabetes Mellitus (DM) es considerada un problema de salud pública a nivel 

mundial, actualmente representa una de las primeras causas de mortalidad en 

países desarrollados. Se calcula que existen 347 millones de personas con este 

padecimiento, lo que equivale al 5% de la población mundial, para el 2030 esta cifra 

habrá aumentado a más de 500 millones (1).  

En nuestro país, esta enfermedad es la principal causa de mortalidad en la 

población con edad productiva (2); de igual forma, su prevalencia e incidencia se ha 

incrementado considerablemente en los últimos años. Más del 10% de la población 

mexicana padece DM y tan sólo en 2011 se detectaron 400,000 nuevos casos. 

Según la Federación Internacional de Diabetes (IDF) México ocupa el séptimo lugar 

de los países con mayor prevalencia de diabetes (3). 

 

1.1. DIABETES MELLITUS 

La Diabetes Mellitus es una enfermedad metabólica de diferente etiología, 

caracterizada por hiperglucemia como consecuencia de defectos en la secreción 

y/o acción de la insulina (4). Existen 3 alteraciones fundamentales asociadas a la 

hiperglucemia: elevada producción hepática de glucosa, secreción insuficiente de 

insulina y acción alterada de esta hormona (5). La hiperglucemia está asociada a 

largo plazo con daño y disfunción de varios órganos como los ojos, riñones, entre 

otros (6).  

La Diabetes se ha clasificado en dos grandes grupos: La Diabetes Mellitus Tipo 1 

(DM-T1), representa del 5 al 10% de la prevalencia a nivel mundial. Se caracteriza 

por una deficiencia absoluta en la secreción de insulina, destrucción autoinmune de 

las células beta (β) pancreáticas. Los anticuerpos más conocidos, presentes en el 

85-90% de los individuos con hiperglucemia, están asociados al Complejo Principal 

Histocompatibilidad (CPH), ligado a los genes DQA y DQB (3). La Diabetes Mellitus 

Tipo 2 (DM-T2), se caracteriza por la resistencia a la acción de la insulina, es decir, 
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una disminución de la eficacia de la insulina para estimular la captación de glucosa 

en el músculo esquelético e hígado principalmente, además de presentar una 

deficiencia relativa de la secreción de la insulina. La DM-T2 tiene una prevalencia 

de aproximadamente 90 al 95% de los casos (7). No hay destrucción autoinmune 

de las células β pancreáticas, pero si está asociada a predisposición genética y 

obesidad (8). 

 

1.2. ALTERACIONES METABÓLICAS 

La hiperglucemia crónica se debe tanto a la incapacidad de los tejidos para 

metabolizar glucosa como a la sobre producción de ésta por el hígado. En el primer 

caso, estos defectos metabólicos, contribuyen a exacerbar los altos niveles de 

glucosa en estados postprandiales, mientras que la sobre producción de glucosa 

por el hígado mantiene altas las concentraciones de glucosa en sangre durante 

periodos de ayuno (5). 

Ya que los tejidos son incapaces de utilizar glucosa, el organismo reacciona como 

si estuviera en un estado de inanición, poniendo en marcha diversos mecanismos 

compensatorios. No obstante existe un aumento de la gluconeogénesis hepática, 

que puede deberse a factores como: resistencia a la insulina, deficiencia en la 

secreción de insulina, incremento en la presencia de precursores gluconeogénicos 

y ácidos grasos libres, entre otros (5). 

Debido a la heterogeneidad de esta enfermedad, acompañada de diversos 

desordenes metabólicos como dislipidemia e hipertensión, el control de este 

padecimiento requiere no sólo de la normalización de los niveles de glucosa, sino 

también de la modificación de ciertos factores de riesgo que llevan a desarrollar 

complicaciones en otros sistemas del organismo, como los hábitos alimenticios y la 

actividad física (5). Los factores que desencadenan esta patología pueden ser 

variados, desde genéticos, hormonales hasta ambientales (9). 
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1.3. ESTRÉS OXIDATIVO EN LA DIABETES 

Los seres humanos y la mayoría de los organismos eucarióticos necesitan del 

oxígeno para mantener una producción de energía suficiente para sobrevivir. Sin 

embargo, el oxígeno es potencialmente peligroso, principalmente debido a la 

formación de especies reactivas intermedias durante su utilización (10), las cuales 

pueden llegar a lesionar macromoléculas como el ADN, hidratos de carbono y las 

proteínas (11). Por otro lado, se le puede llamar antioxidante a aquellos compuestos 

que protegen a lípidos y otros componentes celulares del ataque de estos agentes 

oxidantes como los radicales libres de oxígeno, superóxido y grupos hidróxilo 

reactivos (12). Además, los seres vivos se encuentran constantemente expuestos a 

las especies reactivas del oxígeno, por lo tanto, es de suma importancia destacar 

que las células pueden tolerar estados de estrés oxidativo leve; sin embargo, 

situaciones severas de estrés oxidativo pueden afectar el metabolismo celular: a 

través de la ruptura de moléculas de ADN, del aumento de la concentración de 

calcio intracelular, del daño a proteínas y/o de peroxidación de lípidos (10).  

En la diabetes se produce aumento de la producción de radicales libres de oxígeno 

y de nitrógeno, fundamentalmente, de lo cual es responsable, en esencia, la 

hiperglucemia crónica que manifiestan los individuos afectados por esta 

enfermedad metabólica que, sobre todo, no tienen un control, metabólico óptimo, y 

esto se acompaña además de la disminución de las defensas antioxidantes 

naturales. Así, las especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno afectan a 

diferentes tejidos y órganos del organismo del diabético (13). 

La hiperglicemia constituye la principal manifestación de la Diabetes Mellitus y está 

implicada en la aparición de las complicaciones que se presentan asociadas con la 

enfermedad (14, 15). En el estudio de las causas implicadas en la aparición de esta 

patología se ha demostrado que altos valores de glucemia conducen a un estrés 

oxidativo. Esto se debe a que la glucosa se  autoxida y da lugar a la formación de 

alfacetoaldehídos, peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical superóxido (O2·), entre 

otras especies reactivas del oxígeno (ERO) (15, 16). También se plantea que el 

descontrol de la glicemia conduce al incremento de la velocidad de los procesos de 



 8 

glicosilación y oxidación de lípidos y proteínas de membrana, lo que provoca 

cambios conformacionales de estas macromoléculas y por lo tanto el deterioro de 

sus funciones (14, 17, 18). 

 

1.4. FÁRMACOS PARA TRATAR LA DIABETES MELLITUS 

Existen dos tipos de medicamentos para tratar la diabetes: la insulina exógena y los 

fármacos hipoglucemiantes. La insulina se emplea principalmente para el control 

glucémico de pacientes con DM-T1 (19).  

 

1.4.1. Insulina 

La insulina es una hormona de naturaleza proteica con un peso molecular 

aproximado de 5.7 kDa. Está formada por 2 cadenas polipeptídicas, la cadena A 

formada por 21 aminoácidos (aa) y la cadena B constituida por 30 aa, estas cadenas 

están conectadas por 2 enlaces disulfuro intermoleculares entre el aminoácido 7 de 

cada una de las cadenas (A-Cys7 y B-Cys7) y el 20 de la cadena A (A-Cys20) con el 

19 de la cadena B (B-Cys19) y un enlace intramolecular en la cadena A, entre los 

aminoácidos 6 y 11 (A-Cys6 y A-Cys11) (20, 21). La estructura intramolecular de la 

insulina es estable debido a que la configuración de la insulina monomérica es 

similar a la de sus formas relacionadas en solución (Figura 1) (22).  

 

La insulina suele considerarse como el regulador principal de la glicemia, de hecho, 

la deficiencia de insulina  eleva la glicemia, mientras que un exceso de esa hormona 

produce hipoglicemia. Dado que las dos circunstancias antes mencionadas resultan 

mortales, la insulina tiene una influencia decisiva en la regulación vital. La 

concentración de insulina en el plasma de la sangre arterial después de un ayuno 

de toda la noche en un individuo normal suele fluctuar entre 5 y 15 µU/mL. Hoy en 

día está muy claro que esa hormona también cumple una función primordial en el 

control del metabolismo de grasas y proteínas, ya que la hormona ejerce sus efectos 
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en músculo, tejido adiposo e hígado, tejidos que se ocupan principalmente de la 

regulación del metabolismo del combustible (23). 

 

 
Figura 1. Estructura de la insulina. La insulina es una proteína que está formada de 
2 cadenas polipeptídicas, la cadena A (con 21 residuos de aminoácidos) y la cadena 
B (con 30 residuos de aminoácidos). Las cadenas A y B están unidas por puentes 
disulfuro, además la cadena A contiene un puente disulfuro intramolecular que une 
a los residuo 6 y 11. El péptido C que une las cadenas A y B se libera junto con la 
insulina después de ruptura de la proinsulina. Monómeros de insulina se agregan 
para formar dímeros y hexámeros (24). 
 
 
La principal función de la insulina es regular la homeostasis de la glucosa. Esta labor 

entraña mecanismos moleculares complejos que controlan la gluconeogénesis, la 

captación y el metabolismo de la glucosa en estados sensibles a la insulina. El 

aumento resultante en las concentraciones de la hormona en la circulación 

sanguínea, inhibe la producción hepática de glucosa y estimula un aumento de la 

captación y el almacenamiento de glucosa en el tejido adiposo y en el músculo 

estriado, normalizando de esta manera las concentraciones de glucosa. Los efectos 
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de la insulina en el metabolismo de la glucosa son inmediatos, se presentan en un 

lapso de pocos segundos a min. Los efectos a mediano y a largo plazo de la insulina 

en los fenómenos celulares incluyen regulación de la captación de iones y 

aminoácidos, síntesis y degradación de proteína, transcripción génica y recambio 

de ácido ribonucleico mensajero (mRNA), así como proliferación y diferenciación 

celulares (25). 

La acción de la insulina puede verse en tres niveles diferentes. Las acciones del 

nivel I incluyen los fenómenos iniciales que ocurren en la superficie celular: la unión 

de la insulina a su receptor, la activación de las cinasa de tirosina del receptor de 

insulina con fosforilación posterior de los dos sustratos del receptor de insulina, y la 

interacción de estos sustratos con varias moléculas de señalización corriente abajo. 

Las acciones del nivel II constan de una serie compleja de cascadas de fosforilación 

y desfosforilación bien diferenciadas que llevan a la activación de varias enzimas 

reguladoras decisivas las cuales intervienen en la proliferación y el metabolismo 

celulares. Los efectos biológicos finales de la insulina constituyen las acciones de 

nivel III, esto implica el movimiento de transportadores de glucosa regulados por 

insulina (GLUT-4) desde almacenes o reserva intracelular hasta la membrana 

plasmática; la activación de enzimas que intervienen en la síntesis de glucógeno, la 

síntesis de lípidos y de proteínas; y la regulación de fenómenos nucleares, como 

son la síntesis de ácido desoxirribonucleico (DNA) y la transcripción de genes 

específicos. Algunos estudios sugieren que la señalización de insulina y las 

proteínas de señalización de insulina también podrían desempeñar funciones 

importantes en la secreción de esta hormona y en la proliferación de las células β 

del páncreas (26, 27). 

La homeostasis de la glucosa depende de una óptima regulación de la secreción de 

insulina por parte de las células β y la acción de esta hormona en sus tejidos blanco, 

particularmente en el músculo, hígado y tejido adiposo. Las células β se encuentran 

en la fracción endocrina del páncreas, es decir, los islotes de Langerhans. En los 

seres humanos, las células β constituyen aproximadamente el 60% de los islotes 

de Langerhans, que se extienden por todo el páncreas y componen el 2% de este 
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órgano (28). El citoplasma de cada célula β contiene alrededor de 13,000 gránulos 

secretores repletos de insulina cristalizada (29). Durante la estimulación de glucosa 

sólo una pequeña proporción del conjunto de gránulos se somete a exocitosis (30). 

Las células  pancreáticas funcionan como sensores de glucosa con la tarea crucial 

de ajustar perfectamente la liberación de insulina a los niveles de glucosa en sangre 

(30). Tanto la secreción como la acción de la insulina contribuyen a la homeostasis 

de la glucosa. La liberación regulada de insulina requiere un acoplamiento fuerte en 

la célula β entre el metabolismo de la glucosa y la respuesta secretora de insulina. 

El proceso de exocitosis está estrechamente controlada por señales generadas por 

el metabolismo de nutrientes, así como por los neurotransmisores y hormonas 

circulantes (31-33). La célula β reacciona rápidamente a las fluctuaciones de la 

concentración de glucosa en sangre mediante el ajuste de la tasa de secreción de 

insulina (30). El acoplamiento eficiente de reconocimiento de la glucosa para la 

secreción de insulina está garantizada por la mitocondria, que integra y genera 

señales metabólicas (34). 

El tratamiento farmacológico para los pacientes con DM-T2 se enfoca en controlar 

los niveles de glucosa plasmática en ayuno y postprandial, además de contrarrestar 

las 3 alteraciones metabólicas principales: disminución de la función de las células 

β pancreáticas, elevada producción de glucosa hepática y resistencia a la insulina 

(19). Entre los fármacos hipoglucemiantes se encuentran las sulfonilureas, 

meglitinidas, biguanidas, tiazolidinedionas, inhibidores de alfa glucosidasa, entre 

otros. Sin embargo, algunos de estos medicamentos también tienen ciertos efectos 

adversos como causar hipoglucemia en dosis más altas, problemas hepáticos, 

acidosis láctica, diarrea, entre otros (35-37). 
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1.4.2. Fármacos hipoglucemiantes 

1.4.2.1. Sulfonilureas 

La secreción de insulina desde la célula β es activada por la concentración 

extracelular de glucosa, y dentro del complejo mecanismo sensible a la glucosa que 

tiene la célula encontramos a los canales de potasio sensibles a ATP (KATP), ubicado 

en la membrana plasmática. Conforme la concentración extracelular de la glucosa 

aumenta, la razón ATP:ADP también aumenta y esto cierra un número creciente de 

canales de KATP lo que causa acumulación de potasio en la membrana plasmática, 

la cual se despolariza después y hace que se abran los canales del calcio 

dependientes del voltaje en la membrana plasmática. Los iones de calcio 

extracelular entran en la célula e incrementan la concentración de ión calcio en el 

citosol, lo que produce movimiento y secreción de gránulos de insulina (38). 

El canal KATP en la célula β consta de dos subunidades: una que contiene sitios para 

la unión de sulfonilurea y ATP, llamada subunidad receptora de tipo 1 de sulfonilurea 

(SUR1), y un canal de potasio de rectificación hacia adentro o interna (KIR6.2) que 

actúa como subunidad formadora de poros. Ambas subunidades son necesarias 

para que el canal de KATP sea funcional (Figura 2). Cuatro subunidades KIR6.2 

forman el poro y están rodeados por cuatro subunidades SUR1 (38). 

Las sulfonilureas (SU) se unen al receptor de sulfonilurea y cierran los canales de 

potasio dependientes de ATP (KATP) en las células β pancreáticas, alterando el 

potencial de reposo de la célula. Esto conduce a la entrada de calcio y la 

estimulación de la secreción de insulina. Las sulfonilureas son bien absorbidas y 

sus concentraciones máximas se alcanzan de 1 a 4 h (39). Dado que las 

sulfonilureas estimulan la secreción de insulina independiente de los niveles de 

glucosa en sangre, pueden causar hipoglucemia, especialmente las sulfonilureas 

de acción prolongada (40) y este es el efecto secundario más preocupante (41). 

También pueden reducir la gluconeogénesis hepática y la glucogenólisis y aumentar 

la captación de glucosa en el hígado y la utilización en los músculos esqueléticos 

(39). 
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Figura 2. Subunidades del canal KATP en la célula β (42). 
 

Las sulfonilureas primera generación incluyen tolbutamida, acetohexamida, 

tolazamida, clorpropamida, donde la cadena lateral es una cadena abierta alifática 

simple en contraste con las sulfonilureas alicíclicas de segunda generación 

(gliburida, glipizida, glimepirida). Glipizida y glimepirida se asocian con una menor 

incidencia de hipoglucemia. Todas las SU se asocian con el aumento de peso y, por 

tanto, puede no ser la primera opción óptima para los pacientes obesos (41). 

 

1.4.2.2. Meglitinidas 

Las meglitinidas también actúan sobre los canales de potasio dependientes de ATP 

(KATP) en las células β del páncreas estimulando así la liberación de insulina (39, 

41, 43). Sin embargo, la acción está mediada a través de un sitio de unión diferente 

en comparación con el receptor de las sulfonilureas de las células β (44). Entre las 

ventajas potenciales, estos agentes pueden reducir el nivel de glucosa postprandial 
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en un grado más alto y tener un menor riesgo de hipoglucemia. La repaglinida es el 

primer fármaco de la clase meglitinida, un miembro de la familia ácido benzoico 

carbamoilmetilo (glinidas). Esta es estructuralmente diferente de las sulfonilureas, 

pero muestra cierto parecido con gliburida. La repaglinida tiene un mejor perfil de 

farmacocinética (absorción rápida, corta duración de acción) ofrece un buen control 

de la glucemia a largo plazo combinado con un bajo riesgo de hipoglucemia severa 

(41). La repaglinida se metaboliza principalmente en el hígado con cantidades 

mínimas excretados por los riñones (43). 

Las meglitinidas tienen un inicio rápido y una duración de acción corta (4-6 h) y por 

lo tanto menor riesgo de hipoglucemia. Las meglitinidas se administran antes de las 

comidas para el control de glucosa postprandial en sangre, además la 

administración preprandial permite flexibilidad en caso de que se pierda una comida 

sin aumentar el riesgo de hipoglucemia (39, 43). 

 

1.4.2.3. Biguanidas 

Las biguanidas son derivados sintéticos de las guanidinas que están formados por 

la unión de dos moléculas de guanidina con pérdida de un radical amonio. De entre 

los fármacos de esta clase destaca la metformina (45). 

La metformina, fenformina y buformina se introdujeron en el mercado poco después 

de las sulfonilureas. Buformina se introdujo de forma limitada, pero los otros dos 

fueron ampliamente utilizados hasta 1977, cuando fue retirado fenformina en 

muchos países debido a los casos notificados de acidosis láctica (41). 

La metformina actúa principalmente por la disminución de la producción hepática de 

glucosa (39) a través de la inhibición de la gluconeogénesis (41), también aumenta 

la captación de glucosa periférica y reduce la producción de glucosa intestinal, 

mejorando la tolerancia a la glucosa en ayunas y la reducción de la glucosa en 

plasma postprandial (43). La metformina también aumenta la actividad de la cinasa 

del receptor de insulina (46) y estimula el transporte de glucosa al incrementar la 
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actividad de la expresión genética del transportador de glucosa GLUT-4 (47, 48). Se 

absorbe predominantemente en el intestino delgado y sus concentraciones 

plasmáticas máximas se alcanzan 3 h después de la ingesta. La metformina se 

excreta sin cambios en la orina. La vida media de eliminación (t½) es de 

aproximadamente 5 h. La metformina no causa hipoglucemia ni aumento de peso. 

Las reacciones adversas más comunes a la metformina son gastrointestinales como 

diarrea, malestar abdominal, náuseas, sabor metálico y anorexia (49), pero la 

reacción más temida, aunque rara, es la acidosis láctica (50). Debido a ellos, la 

metformina debe utilizarse con precaución en individuos diabéticos de edad 

avanzada con insuficiencia renal. Puesto que la metformina mejora la sensibilidad 

a la insulina, se ha usado en estudios clínicos para prevenir o retrasar la aparición 

de Diabetes Mellitus. Además, la metformina era utilizada inicialmente como agente 

de tratamiento de segunda línea en pacientes con fracaso de las sulfonilureas, 

actualmente se usa mucho como fármaco de primera elección (45). 

 

1.4.2.4. Tiazolidinedionas 

Las tiazolidinedionas activan los receptores nucleares-γ activados por los 

proliferadores de peroxisomas (PPAR-γ), que están involucrados en la modulación 

de la expresión de genes que codifican para proteínas implicadas en el metabolismo 

de glucosa y lípidos. Estas proteínas amplifican las acciones post-receptor de la 

insulina en el hígado y tejidos periféricos, lo que resulta en un mejor control de la 

glucemia sin aumento en la secreción de insulina endógena (39), además aminoran 

de manera notoria el gasto de glucosa hepática en varios modelos diabéticos. Esos 

efectos parecen producto de una disminución de la tasa de gluconeogénesis en el 

hígado (51). Las tiazolidinedionas aumentan la sensibilidad a la insulina en tejido 

adiposo y músculo y en menor medida inhiben la producción hepática de glucosa. 

Cabe destacar que, dado que estos agentes no aumentan la secreción de insulina, 

la hipoglucemia puede descartarse cuando se prescriben tiazolidinedionas como 

monoterapia.  
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Algunos de los efectos adversos relacionados con las tiazolidinedionas es que hay 

un aumento de peso, retención de líquidos y riesgo de toxicidad hepática (52). Estos 

medicamentos son relativamente inseguros para los pacientes con disfunción renal 

(41). La rosiglitazona fue retirada del mercado europeo en el año 2010 debido a su 

riesgo potencial de causar la enfermedad isquémica del corazón. La pioglitazona se 

absorbe bien tras la administración oral, con concentraciones máximas alcanzadas 

aproximadamente 1.5 h más tarde y su eliminación es lenta (t½ aproximadamente 9 

h) (39). 

 

1.4.2.5. Inhibidores de α-glucosidas 

Los inhibidores de α-glucosidasa reducen la absorción intestinal de disacáridos 

mediante la inhibición de la acción de la enzima α-glucosidasa en el intestino 

delgado, que degradan carbohidratos más complejos en azúcares (39, 41). La 

acarbosa es un pseudotetrasacárido de origen microbiano que inhibe de manera 

competitiva la amilasa y la enzima α-glucosidasa unidas a la membrana con afinidad 

casi equivalente (53). El otro agente disponible en el mercado es miglitol.  

La amilasa digiere el almidón para formar oligosacáridos, y después las α-

glucosidasas unidas a la membrana (gluco-amilasa, isomaltasa y maltasa) 

fragmentan aún más éstos hasta glucosa (54). La sacarosa es fragmentada de 

manera similar por una sacarasa unida a la membrana (una α-glucosidasa) para 

generar glucosa y fructosa (53). 

La acarbosa y el miglitol retardan la degradación de los hidratos de carbono, así 

como retardar la absorción de la glucosa derivada de las comidas. Por lo tanto, el 

mayor impacto de estos fármacos es sobre la hiperglucemia posprandial. Los 

inhibidores de la α-glucosidasa que tratan específicamente la hiperglucemia 

posprandial tendrán utilidad importante en pacientes ancianos con Diabetes Mellitus 

y tolerancia alterada a la glucosa (55). La acarbosa puede usarse con eficiencia y 

seguridad en combinación con sulfonilureas, metformina o insulina para alcanzar un 

efecto aditivo en el control de la glucemia, y ésta no produce hipoglucemia. Además, 
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pacientes con dietas ricas en almidones y bajas en azúcares simples, logran el 

máximo beneficio en el tratamiento con los inhibidores de la α-glucosidasa con 

pocos efectos secundarios (53). 

La ventaja de los inhibidores de α-glucosidasa es que no están asociados con la 

hipoglucemia y el aumento de peso (41). Los efectos secundarios más 

preocupantes asociados con estos medicamentos son a nivel gastrointestinal, 

incluyendo malestar abdominal, distensión abdominal, flatulencia y diarrea, pero son 

reversibles cuando se interrumpe el tratamiento (41, 43). Los inhibidores de α-

glucosidasa deben evitarse en pacientes con insuficiencia renal significativa (43). El 

tiempo medio de eliminación es de aproximadamente 2.8 h, aunque existe una fase 

terminal más lenta con un tiempo medio de aproximadamente 9 h. La absorción del 

miglitol es saturable a altas dosis y exhibe las concentraciones máximas entre 2 a 

3 h. El tiempo medio de eliminación de miglitol es de aproximadamente 2 h (41).  

El tratamiento efectivo de la DM sigue siendo un reto para la medicina moderna. Si 

bien existe una amplia gama de fármacos hipoglucemiantes, muchos de estos 

agentes tienen efectos adversos severos y son ineficientes en el control glucémico 

a largo plazo (56). En muchos países desarrollados, con sistemas de salud basados 

primordialmente en la medicina alopática, el empleo de la medicina alternativa ha 

ido en aumento durante los últimos años. Paradójicamente en estos países, la 

esperanza de vida y el estilo de vida propician el riesgo de desarrollar enfermedades 

crónicas, y aunque la tecnología y los tratamientos para estos padecimientos son 

abundantes, éstos no han sido lo suficientemente eficaces o provocan efectos 

adversos, por lo que la medicina alternativa ofrece para muchos pacientes un 

recurso terapéutico muy importante (5). 

Los productos naturales constituyen una fuente de alternativas de fármacos y 

nuevos enfoques terapéuticos; esto es porque el grado de diversidad química que 

se encuentra en los productos naturales es más amplio que el de cualquier otra 

fuente, y el grado de novedad de la estructura molecular que se encuentra en los 

productos naturales es mayor que la determinada a partir de cualquier otra fuente. 

Se estima que dos terceras partes de la población mundial aún cuenta con los 
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remedios de la medicina tradicional, basados principalmente en plantas, debido a la 

disponibilidad o accesibilidad limitada de la medicina moderna. El interés en las 

fuentes naturales para proporcionar tratamientos para el dolor, paliativos o curativos 

para una variedad de enfermedades o el uso recreativo se remonta a los primeros 

puntos de la historia y muchos de estos agentes continúan existiendo de una u otra 

forma como tratamientos a distintas manifestaciones clínicas. La OMS estima que 

aproximadamente el 80% de la población mundial se basa en las medicinas 

tradicionales como fuentes para su atención primaria de salud (57, 58). 

Un producto natural utilizado por sus diversas propiedades biológicas es el 

propóleo, éste no sólo es un material de construcción, es la "defensa química" más 

importante de las abejas contra microorganismos patógenos y ha sido utilizado por 

el hombre desde la antigüedad como un remedio (59). Estudios recientes han 

demostrado que el propóleo tiene actividad hipoglucémica, el cual se puede utilizar 

para prevenir o retrasar la aparición de las complicaciones diabéticas. Sobre la 

actividad hipoglucemiante, se han realizado diversos estudios en los cuales se ha 

demostrado que el  propóleo de otros países (Nigeria, Arabia Saudita, Brasil y 

China) disminuye los niveles de glucosa en modelos de ratas diabéticas. También 

se ha informado que el propóleo mejora el sistema de defensa antioxidante y para 

proteger el tejido pancreático (36, 60-63). 
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1.5. PROPÓLEO 

1.5.1. Definición 

El propóleo es un producto natural recolectado y procesado por las abejas (Apis 

mellifera) a partir de diferentes secreciones y resinas de plantas y árboles así como 

diversas sustancias florales para ser posteriormente procesadas en su interior 

mediante secreciones salivales para darle una consistencia pegajosa o resinosa. 

Dependiendo del origen botánico del propóleo y de la época de recolección, éste es 

una sustancia resinosa que varía en color (de amarillo claro a marrón), sabor 

(amargo, ligeramente picante o insípido) y consistencia, lo cual va a depender de la 

cantidad de compuestos florales y de resinas arbóreas que contenga. Además, a 

temperaturas altas (45 a 250° C) el propóleo es una sustancia suave, flexible y muy 

pegajosa, mientras que a temperaturas bajas (por debajo de 15° C) se vuelve duro 

y quebradizo. Etimológicamente la palabra propóleo proviene del griego ‘propolis’ 

compuesta por ‘pro’ (a favor o en defensa) y ‘polis’ (ciudad) que significa “defensa 

de la ciudad” o “defensa de la colmena” (64-70). 

Las abejas lo usan para revestir el panal, para sellar los agujeros en el mismo 

confiriéndole resistencia y fuerza, para barnizar el interior de las celdillas con fines 

desinfectantes, para mantener la humedad constante en el interior de la colmena, 

como aislante e impermeabilizante protegiendo a la colmena contra el flujo de aire 

para protegerse de las adversidades climatológicas y hacerlo más resistente a 

microorganismos y animales. Así, colocan una cantidad de propóleo en la entrada 

del panal para evitar que animales más grandes logren penetrar, pero si estos logran 

entrar a la colmena, las abejas lo matan y lo embalsaman para evitar su 

descomposición en el interior del panal. El propóleo también protege la colonia de 

enfermedades debido a su eficacia antiséptica y propiedades antimicrobianas (66, 

67, 69, 71-73). 

 

 



 20 

1.5.2. Historia 

El uso del propóleo se remonta a tiempos antiguos, existen pruebas de la relación 

del hombre con los productos derivados de la colmena desde hace 

aproximadamente 5,000 años y desde tiempos antiguos se han reconocido sus 

propiedades terapéuticas. Por lo menos desde el año 300 a.C. se ha utilizado el 

propóleo como un medicamento en la medicina local y popular en muchas partes 

del mundo, ambas tanto interna como externamente (67, 74, 75). En el antiguo 

Egipto fue utilizado con fines de conservación, para embalsamar cadáveres, así 

como para aliviar dolencias. En la antigua Grecia, se decía que Hipócrates utilizó el 

propóleo para curar heridas y úlceras, tanto externas como internas y Dioscórides 

en su principal obra De Materia Medica, lo menciona como una sustancia suave y 

fácil de extender a manera de ungüento, buena para la extracción de espinas y 

astillas.  Los romanos también utilizaban al propóleo ampliamente, Plinio el Viejo en 

su célebre Historia Nature describe el uso práctico de esta sustancia, según él, tenía 

la propiedad de extraer picaduras y todos los cuerpos extraños al organismo, 

dispersar  tumores, aliviar dolores de los nervios, y cicatrizar  úlceras de la 

naturaleza más obstinada. Además, la cultura griega y la romana eran conscientes 

de sus cualidades curativas e hicieron extensivo su uso como una medicina. 

También, más de 15 autores griegos y romanos informaron sobre la preparación y 

aplicación del propóleo, el llamado tercer producto natural de las abejas (junto a la 

miel y la cera) (73). 

En el siglo I d.C., Cornelio Celso en su obra De Medicina Celsus, también menciona 

al propóleo como un medicamento cuya acción promueve la supuración de heridas 

y para el tratamiento de abscesos. En manuscritos persas, el propóleo se describe 

como un fármaco contra mialgia y reumatismo. Galeno en el siglo II, menciona el 

propóleo/propolis en sus trabajos. En la Edad Media el uso del propóleo no era un 

tema muy popular, por ende su uso en la medicina convencional desapareció; sin 

embargo el conocimiento de sus propiedades curativas sobrevivió en la medicina 

tradicional junto con pocos manuscritos; en ellos, algunas fuentes del siglo XII 

describen preparaciones medicinales que contenían propóleo, utilizadas para el 
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tratamiento de infecciones orales y faríngeas, así como caries dentales. Años 

después, el interés por el propóleo regresó a Europa, trayendo consigo un interés 

en la antigua enseñanza de la medicina, junto con el redescubrimiento de remedios 

y tratamientos olvidados. Ambreise Paré, padre de la cirugía francesa menciona que 

en la primera mitad del siglo XVI se usaba el propóleo con fines médicos. En el siglo 

XVII, el propóleo ya se encontraba incluido en las farmacopeas de Inglaterra como 

ingrediente principal en ungüentos de curación. A principios del siglo XIX el propóleo 

fue estudiado y descrito por Nicolas Louis Vauquelin, un naturalista, farmacéutico y 

químico francés; años más tarde, en la década de 1960. A finales de los 60´s y 

principios de los 70´s, el Dr. Karl Lund Aagaard, mejor conocido como el “Dr. 

Propolis”,  realizó una serie de estudios en Dinamarca, sobre más de 50 000 

pacientes, mostrando resultados prometedores en cuanto a la eficacia del propóleo 

en el tratamiento de: cáncer, infección de las vías urinarias, hinchazón de la 

garganta, gota, heridas abiertas, congestión nasal, resfriados, gripe, bronquitis, 

gastritis, enfermedad periodontal, infecciones intestinales, úlceras, neumonía, 

artritis, enfermedades en los pulmones, dolores de cabeza, la enfermedad de 

Parkinson, infecciones biliares, esclerosis, deficiencias de circulación, conjuntivitis, 

ronquera, entre otras; evidenciando su eficacia en un amplio espectro de 

padecimientos; así como el hecho de que casi no produce efectos secundarios (73). 

La investigación sobre la composición química del propóleo se inició a principios del 

siglo XX y se continuó después de la Segunda Guerra Mundial. Los avances en los 

métodos analíticos cromatográficos han permitido la separación y extracción de 

varios componentes de propóleos, sin embargo, sólo ha sido en el último siglo que 

los científicos han sido capaces de demostrar que el propóleo es tan activo e 

importante como nuestros antepasados pensaban (73). 
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1.5.3. Elaboración 

Las abejas (Apis mellifera), primeramente recolectan la materia prima, como las 

partículas resinosas que se encuentran en las yemas, brotes y pecíolos de 

diferentes vegetales, tales como: álamo, olmo, sauce, abedul, castaño de indias, 

pino, abeto, roble, entre otros. Posteriormente, con sus mandíbulas trabajan la 

resina, esto es posible gracias a que dentro de su mandíbula desemboca un 

conducto que proviene de las glándulas mandibulares y que da salida a secreciones 

(ácido 10-hidroxidecenoico) de color claro que tiene la finalidad de ablandar y hacer 

más manejable la resina. Finalmente con ayuda de su tercer par de patas traseras 

concentran y compactan la resina para transferirla a su corbícula. Al ingresar a la 

colmena, se dirigen al lugar donde es requerido, ya sea con fines desinfectantes, 

para cerrar grietas o reducir vías de acceso. El producto final se denomina propóleo 

(76-78). 

 

1.5.4. Colecta 

Es de importancia considerar que la cantidad de propóleo que produce una colmena 

aproximadamente en un año oscila entre 150 y 300 gramos, esto dependerá de la 

ubicación geográfica, cantidad de flora en el área y de los factores climatológicos. 

Se ha observado que la mejor recolección de propóleo es antes de la llegada del 

invierno para climas templados, mientras que en climas tropicales, la mejor época 

de recolección es al inicio de la estación lluviosa (76). 

La recolección es realizada por el apicultor, mediante la colocación de una rejilla de 

nylon, sobre los paneles de la colmena, esta presenta agujeros de 1.5 por 3 mm, 

por donde la abejas no pueden pasar viéndose en la necesidad, por su instinto de 

supervivencia, de cubrir los agujeros para impedir la entrada de agentes externos, 

por lo que en un periodo de 1 a 6 meses rápidamente será cubierta por propóleo, 

posteriormente la parrilla se introduce en el congelador a una temperatura de -10 o 

-20°C por 1 hora con la finalidad de que se congele por trozos y en forma de 

escamas, obtenga rigidez y fragilidad, de esta manera con una espátula de acero 
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inoxidable sin mucho filo será fácilmente desprendible. El propóleo recogido en 

trozos se limpia con ayuda de pinzas cuidando de retirar contaminantes 

macroscópicos como abejas, trozos de madera y pasto. Finalmente es colocado en 

frascos ámbar para protegerlo de la luz y en lugares frescos, limpios y cerrados, y 

se entrega para su elaboración en extracto etanólico o en polvo (76). 

 

1.5.5. Composición química 

Es importante señalar que el propóleo es una sustancia compleja, constituida por 

una gran variedad de compuestos químicos, su composición es distinta y varía 

dependiendo de la zona geográfica de origen y de la estación del año, esto se debe 

al tipo de plantas endémicas de acuerdo al clima de la región, sin embargo, se 

caracteriza por tener un 50% de resinas, 30% de ceras, 10% de aceites esenciales, 

5% de granos de polen y 5% de otros compuestos orgánicos (79-81). Actualmente 

se conoce que los diferentes propóleos del mundo presentan dentro de su 

composición química más de 300 compuestos tales como polifenoles (flavonoides, 

ácidos fenólicos y sus ésteres, ácidos aromáticos, benzopirenos), terpenoides, 

aldehídos fenólicos, cumarinas, aminoácidos, aceites esenciales, esteroides y 

compuestos inorgánicos (67, 74, 82). En cada muestra de propóleos  normalmente 

son identificados de  80 a 100 compuestos químicos (74). 

Existe una gran diversidad en cuanto a la composición química del propóleo, ya que 

los propóleos de las regiones tropicales son químicamente distintos a los reportados 

en las zonas templadas. En las muestras procedentes de zonas templadas tales 

como Europa, Asia y el Norte de América, se caracterizan por tener una 

composición química similar, reportando principalmente compuestos de tipo 

fenólico, como flavonoides (flavonas y flavanonas), ácidos aromáticos y sus ésteres 

(59, 77). La composición química de los propóleos de las regiones áridas y 

semiáridas también es distinta, el trabajo de investigación en propóleos de este tipo 

de regiones es muy limitado. Sin embargo, en nuestro país, investigaciones de 

propóleos de regiones áridas y semiáridas en el Estado de Sonora han reportado 
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que los compuestos que constituyen mayoritariamente a estos propóleos son 

flavonoides, el éster fenetílico del ácido cafeico, pinocembrina, 3-acetato de 

pinobanksina y crisina (83). 

Debido a que el propóleo contiene una gran cantidad de compuestos fenólicos, en 

específico flavonoides, es considerado como un material multifactorial (69, 71) y en 

las últimas décadas este material ha llamado la atención de los investigadores, 

desarrollándose numerosos estudios que le atribuyen una amplia gama de 

propiedades biomédicas, entre las que están, actividad antimicrobiana (71, 84-86), 

antiviral (87, 88), anticancerígena (89-91), antiinflamatoria (78, 92, 93), 

antiparasitaria (94-96), entre otras. Adicionalmente, algunas investigaciones han 

sido dirigidas hacia el estudio de la capacidad antioxidante de estos materiales de 

origen biológico (97-99) obteniéndose resultados altamente prometedores. 

 

1.5.6. Propiedades biológicas 

Los propóleos poseen un amplio espectro de actividades biomédicas y existe en la 

literatura gran cantidad de datos publicados acerca de todas estas propiedades que 

posee, los cuales se basan en evaluar los efectos de extractos y compuestos 

aislados e identificados en propóleos de diferentes partes del mundo tanto en 

modelos in vitro como in vivo. Es así que, existen reportes donde se mencionan las 

múltiples actividades biomédicas atribuidas al propóleo, las cuales son debido a su 

alto contenido en flavonoides y los mecanismos de acción son similares a los que 

éstos poseen (69, 71). 

 

1.5.7. Capacidad antioxidante 

Se ha establecido que la exposición de los organismos a factores exógenos y 

endógenos, genera diversas especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como los 

radicales superóxido (O2¯˙) e hidroxilo (˙OH) entre otras, estas especies inducen 

alteraciones en las células, citotoxicidad y/o indirectamente genotoxicidad; 
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favoreciendo la aceleración del envejecimiento y la aparición de cáncer, 

enfermedades cardiovasculares y degenerativas (100, 101). 

Un antioxidante biológico es definido como “cualquier sustancia que cuando está 

presente en bajas concentraciones comparado con el sustrato oxidable, reduce o 

previene significativamente la oxidación de este sustrato” (102). Es así como los 

radicales libres y las ROS usualmente son removidos o inactivados in vivo por 

enzimas antioxidantes endógenas, como la superóxido dismutasa, la peroxidasa y 

por compuestos de bajo peso molecular como el tocoferol, el ácido ascórbico y por 

polifenoles, reduciendo de esta forma los posibles daños inducidos por el estrés 

oxidativo (103). Por ello, el consumo de alimentos funcionales está asociado a la 

disminución de enfermedades crónicas, debido a la presencia de compuestos 

bioactivos, entre los que se encuentran antioxidantes tales como vitaminas C y E, 

carotenoides, flavonoides, taninos y otros compuestos fenólicos (100). 

Aunado a esto, se ha reportado que el propóleo presenta una potente capacidad 

antioxidante que se debe básicamente a la presencia de compuestos fenólicos y 

flavonoides (76, 104). Además, existen trabajos que refieren que propóleos de otros 

estados de la República Mexicana (Estado de México y Guanajuato) presentaron 

una buena capacidad antioxidante, con una CA50 de 8.48 µg/mL y de 78.63 µg/mL 

respectivamente. Esta propiedad antioxidante parece estar relacionada con el gran 

contenido de flavonoides y en particular de la Quercetina (78). También, se sabe 

que el propóleo es una de las fuentes más ricas en flavonoides y ácidos fenólicos, 

que son ampliamente reconocidos como fuertes antioxidantes (105). De tal modo 

que otros autores(106), evaluaron la capacidad antioxidante in vitro de propóleos 

provenientes de varias regiones del mundo, encontraron que los propóleos de 

Argentina, Australia, China, Hungría y Nueva Zelanda, presentaron capacidad 

antioxidante relevante como consecuencia del contenido total de polifenoles y 

flavonoides presentes en las muestras. De igual manera, se ha reportado que 

diferentes extractos de propóleos de Serbia muestran capacidad antioxidante, 

presentando flavonoides en su composición, siendo los más abundantes crisina, 

pinocembrina y galangina (107); además, compuestos como los flavonoides tienen 
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importantes propiedades antioxidantes, ya que minimizan la peroxidación lipídica y 

el efecto de los radicales libres (108). También, en estudios realizados en propóleos 

chinos (109), se identificaron en las muestras epicatequina, naringenina, 

pinocembrina y crisina como los principales compuestos fenólicos y reportaron que 

la mayoría de los extractos mostró una capacidad antioxidante fuerte. A este 

respecto, existen reportes (110) en los que se utilizaron compuestos puros y 

encontraron que la quercetina mostró una fuerte capacidad antioxidante, mientras 

que la galangina y kaempferol poseen capacidad antioxidante moderada y la 

acacetina, apigenina y pinocembrina mostraron una capacidad antioxidante muy 

baja.  

Los humanos lo hemos utilizado durante miles de años a lo largo de la historia. Los 

egipcios lo empleaban como un material de conservación para embalsamar a sus 

faraones. Durante la guerra se utilizó para evitar las infecciones en las heridas y 

favorecer la cicatrización de quemaduras. En la medicina tradicional ha sido 

empleado como un remedio para las infecciones, las llagas y las supuraciones, así 

como antiséptico y cicatrizante. También se ha empleado como astringente en los 

enjuagues bucales y pasta dentrífica (64). Recientemente el propóleo ha ganado 

popularidad como alimento saludable en varias partes del mundo, incluido Estados 

Unidos, Japón y la Unión Europea, donde se ha convertido en prioridad mejorar la 

salud humana y prevenir patologías como inflamaciones, enfermedades del 

corazón, cáncer y diabetes (111). 

 

1.5.8. Actividad hipoglucemiante 

Existen pocas referencias acerca del propóleo y su actividad hipoglucemiante, sin 

embargo se ha reportado que algunos propóleos reducen los niveles de glucosa 

sanguínea, demostrando que el propóleo de Brasil y China tienen un efecto 

hipoglucemiante sobre la DM-T1 inducida por STZ, además de evitar la pérdida de 

peso corporal (112). 
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Además, se sabe que el propóleo tiene la capacidad de prevenir la hiperglucemia, 

sin embargo, el mecanismo subyacente aún no se conoce completamente. Por lo 

que algunos autores investigaron si un extracto etanólico de propóleo brasileño 

promueve la captación de glucosa y la translocación del transportador de glucosa 

sensible a la insulina (GLUT-4) en las células del músculo esquelético de rata. En 

los miotubos L6 (línea celular de mioblastos derivada de músculo de rata, 

diferenciada a miotubos), el extracto promovió significativamente la translocación 

de GLUT-4 y la actividad de captación de glucosa. Respecto al mecanismo de 

translocación de GLUT-4, el extracto de propóleo indujo tanto fosforilación de PI3K 

como de AMPK de una manera dependiente de la dosis en los miotubos L6. Los 

principales polifenoles encontrados en el extracto de propóleos (artepilina C, ácido 

cumárico y kaempferide), promovieron la translocación de GLUT-4 en miotubos L6. 

Adicionalmente, estos compuestos activaron tanto la vía de señalización de PI3K 

como AMPK. Sin embargo, sólo kaempferide aumentó la actividad de absorción de 

glucosa. Además, las administraciones orales únicas de extracto de propóleo (a 250 

mg/kg de peso corporal), disminuyeron los niveles de glucosa en sangre 

postprandial en ratones ICR. En conclusión, los autores demostraron que el 

propóleo brasileño tiene el potencial de prevenir la hiperglucemia promoviendo la 

translocación de GLUT-4 en el músculo esquelético y que el kaempferide es en 

parte responsable del efecto hipoglucemiante en los propóleos (113). 

Sin embargo no hay información sobre propóleos mexicanos y su actividad 

hipoglucemiante, por ello es indispensable la investigación de las actividades de los 

propóleos de México y también de los compuestos que forman parte de su 

composición química, ya que prácticamente todos los metabolitos secundarios 

conocidos tienen algún tipo de actividad y esto es el propósito de programas de 

búsqueda de compuestos naturales con una particular actividad biológica (114). 
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1.6. COMPUESTOS NATURALES HIPOGLUCEMIANTES 

La diabetes es una enfermedad metabólica que se ha convertido en un grave 

problema de salud pública debido a las graves complicaciones de salud a largo 

plazo asociados con ella (115). Ademas, algunos fármacos utilizados para su 

tratamiento producen efectos secundarios como hipoglucemia, problemas 

hepáticos, acidosis láctica, diarrea, entre otros (35-37). Por lo tanto, la investigación 

de compuestos naturales con efecto hipoglucemiantes se ha vuelto más importante, 

ya que se ha descrito que tienen una amplia eficacia (116). De tal manera, que 

existe un gran número de compuestos naturales que se han reportado en la 

literatura por sus efectos antidiabéticos; sin embargo, no se conoce su mecanismo 

de acción, por lo que se están realizando cada vez más estudios para dilucidar los 

mecanismos de acción de diferentes compuestos naturales (117). 

Algunos compuestos con estructura química diferente pero con la misma actividad 

terapéutica se ha reportado que tienen un potencial hipoglucémico. Varios 

compuestos naturales incluyendo los compuestos fenólicos (ácidos fenólicos, 

xantonas y flavonoides), alcaloides, entre otros, obtenidos de diversas fuentes de la 

plantas han sido reportados como agentes con actividad hipoglucémica potente 

(Cuadro 1) (35). 

Cuadro 1. Compuestos naturales reportados con actividad hipoglucémica. 

Tipo de compuesto Compuestos 

Compuestos 
fenólicos 

Ácidos fenólicos 
Ácido ferúlico, artepilina C, ácido p-

cumárico (derivados del ácido 
cinámico). 

Xantonas Mangiferina. 

Flavonoides 
 

Flavonas Acacetina, diosmetina, luteolina, 
crisina, luteolósido. 

Flavanoles Catequina, epigallocatechin gallate 
(EGCG), (-)-epicatequina. 

Flavonoles 
Quercetina, rutina, kaempferol, 

galangina, kaempferitrin, 
kaempferide, myricetina. 

Flavanonas Naringenina, hesperidina, naringina. 
Isoflavonas Genisteína, daidzeína, puerarina. 
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Antocianidinas 

Cianidina, delfinidina, cianidina-3-
glucósido, delfinidina-3-glucósido, 

pelargonidina-3-galactósido, 
pelargonidina 

Alcaloides 
Piperina, pipernonaline, 

dehydropipernonaline, berberina, 
catarantina, vindolina, vindolinina. 

 

1.6.1. Compuestos fenólicos 

Son sustancias químicas con estructura que consiste en un núcleo aromático con al 

menos un sustituyente hidroxílico libre o sustituido. 

 

1.6.1.1. Flavonoides 

Los flavonoides son un grupo muy diverso de compuestos fenólicos de origen 

vegetal con un cierto grado de similitud estructural, caracterizado por un esqueleto 

de quince carbonos, compuesto por dos anillos de benceno (A y B) unido a través 

de un anillo de pirano heterocíclico (C) (Figura 3) (118). Además, hay muchas 

subclases de flavonoides tales como flavonas, flavanoles, flavonoles, flavanonas, 

isoflavonas y antocianinas. Los flavonoides se producen en varias formas, tales 

como agliconas, glucósidos y derivados metilados. La combinación de grupos 

cetónicos α,β-insaturados y grupos hidroxilo, que están presentes en flavonoides, 

se cree que son los responsables de la mayor parte de la actividad biológica (119). 

 

Figura 3. Estructura básica de los flavonoides (118). 
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Los flavonoides son algunas de las clases de compuestos que han recibido la mayor 

atención con respecto a sus propiedades antidiabéticas y han surgido como 

alternativas en enfermedades complejas, como la diabetes, que implica múltiples 

vías de señalización. Están ampliamente distribuidos en el reino vegetal y exhiben 

propiedades farmacológicas distintas (35). Es tal vez porque los flavonoides ejercen 

un efecto multimodal en diferentes objetivos, atenuando de esta manera varias 

patologías interrelacionadas de forma concertada (119). También, la ingesta 

dietética de flavonoides podría llegar a ser importante para tratamientos alternativos 

contra la diabetes o la reducción del riesgo de la enfermedad (117). Inclusive, se ha 

reportado que algunos flavonoides tienen propiedades hipoglucemiantes debido a 

que mejoran el metabolismo alterado de la glucosa y los estados de oxidación de 

los diabéticos (117). Además, se han realizado estudios para determinar su eficacia 

en la prevención de la apoptosis de las células β, promoviendo la proliferación de 

células β y la secreción de insulina (120) mejorando así la actividad de la insulina 

(117, 121). Se han descrito algunos compuestos que presentan diferentes 

actividades hipoglucemiantes, las cuales se muestran en el cuadro 2. 

 

Cuadro 2. Actividades biológicas reportadas para algunos flavonoides. 

Compuesto Actividad Hipoglucemiante 

Acacetina 

Disminuyó los niveles de glucosa en ratones con diabetes inducida con STZ 

y nicotinamida, ya que inhibe la actividad de la α-glucosidasa y es 

secretagogo de insulina (122). 

Catequina Actua como un modulador de la secreción de insulina (117, 123). 

Crisina Inhibe la actividad de α-glucosidasa en ratas diabéticas (124, 125). 

Kaempferol 

Protege a las células HIT-T15 (células de insuloma de hámster) contra la 

apoptosis inducida por el estrés oxidativo (126).  

Además, inhibe la actividad de α-glucosidasa en ratas diabéticas (124, 125). 

Luteolina Inhibe la actividad de α-glucosidasa en ratas diabéticas (124, 125). 

Naringenina 
Aumenta el transporte de glucosa en las células del músculo esquelético de 

una manera dependiente de AMPK (119, 127), reduce la absorción de 
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glucosa en el intestino de ratas diabéticas (124, 128) y suprime la producción 

de glucosa hepática en células Fao (línea celular de hepatoma de rata), 

sugiriendo que este compuesto atenúa la hiperglucemia por inducir efectos 

similares a la metformina (129). 

Naringina 

Reduce los niveles de glucosa en sangre, aumenta la concentración de la 

actividad de la enzima glucoquinasa hepática, aumenta la concentración de 

glucógeno hepático y aumenta los niveles de insulina en plasma en ratones 

macho C57BL/KsJ-db/db y ratas diabéticas (35).  

También redujo la actividad de la Glucosa-6-fosfatasa hepática y de la enzima 

PEPCK, además, aumentó significativamente la insulina en plasma y péptido 

C en ratones diabéticos. Esto sugiere que disminuyen la hiperglucemia, por 

el aumento de la concentración hepática de la glucólisis y el glucógeno y/o 

mediante la reducción de la gluconeogénesis hepática (35, 130). 

Quercetina 

Disminuyó el nivel de glucosa en ratas diabéticas, aumentó la actividad de la 

glucoquinasa hepática, promovió la regeneración de los islotes pancreáticos 

y aumentó la liberación de insulina en ratas diabéticas inducidas por 

estreptozotocina (35, 131, 132). 

Protege a la línea celular productora de insulina (INS-1) contra el estrés 

oxidativo a través de señales antiapoptóticas (133).  

Hay autores que sugieren que el aumento en el número de islotes 

pancreáticos en ratas diabéticas tratadas con quercetina, puede ser por un 

aumento de la replicación del ADN en las células β (119).  

También se sugiere que en ratas diabéticas (inducidas con STZ y 

nicotinamida), redujo los niveles de glucosa en sangre por un aumento en la 

utilización periférica de la glucosa por estimulación directa de la captación de 

glucosa por el músculo esquelético (quercetina 17.65%, metformina 28%) y 

la inhibición de la actividad de transporte de glucosa desde el intestino (134). 

 

 

Los compuestos naturales están atrayendo cada vez más la atención por sus 

posibles usos en el tratamiento y prevención de la diabetes. Por ello, algunos han 
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sido probados por sus propiedades antidiabéticas utilizando enfoques tanto in vivo 

como in vitro. Algunos de ellos muestran efectos muy prometedores, que indican 

que la ingesta diaria de compuestos naturales podría ser una estrategia 

prometedora para la prevención de la diabetes. Además, las terapias basadas en 

compuestos naturales se consideran en la medicina tradicional como un enfoque 

para reforzar los tratamientos clínicos utilizados (117). 

 

 

 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

¿Tendrá el propóleo de Chihuahua un efecto en la disminución de los niveles de 

glucosa y estrés oxidativo en un modelo experimental de diabetes? 

 

 

 

3. HIPÓTESIS 

Si en la composición química del propóleo abundan los flavonoides y si se ha 

reportado que algunos flavonoides tienen actividad hipoglucemiante y antioxidante, 

entonces el propóleo de Chihuahua será un buen candidato para controlar la 

hiperglucemia y estrés oxidativo en un modelo experimental de diabetes.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto hipoglucemiante y antioxidante del propóleo en un modelo 

experimental de Diabetes. 

 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar el efecto del propóleo sobre los niveles de glucosa mediante la 

prueba de tolerancia a la glucosa. 

2. Evaluar el efecto del propóleo sobre los niveles de glucosa en sangre 

periférica. 

3. Determinar el efecto del propóleo sobre los niveles de insulina en suero 

mediante la técnica de ELISA. 

4. Evaluar el efecto del propóleo en los islotes del páncreas por histología e 

inmunohistoquímica. 

5. Determinar la capacidad antioxidante del propóleo y su efecto sobre algunos 

parámetros del estrés oxidativo (SOD, CAT y GPx) mediante métodos 

colorimétricos. 

6. Caracterizar la composición química del propóleo mediante el Análisis de 

Cromatografía Líquida acoplada a Espectrometría de Masas (HPLC-MS) y 

Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de Masas (GC-MS). 

7. Realizar una cromatografía en columna del propóleo para obtener las 

fracciones del extracto. 



 34 

5. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1. COLECTA DE MATERIAL 

El propóleo utilizado en este proyecto se obtuvo del apiario del Ingeniero Martín 

Balcorta Baeza ubicado en el estado de Chihuahua (APÉNDICE 1, pág. 79). Se 

separó y se limpió para eliminar desechos de origen animal y vegetal que pudiera 

contener.  

 

5.2. OBTENCIÓN DEL EXTRACTO ETANÓLICO DEL PROPÓLEO 

El extracto etanólico del propóleo se obtuvo por maceración a temperatura 

ambiente. Para esto el propóleo (300 g) se colocó en un matraz con 1 L de etanol 

al 70%. A continuación, la solución se filtró y luego se destiló a presión reducida en 

un evaporador rotativo (135). El extracto se colocó en recipientes de vidrio hasta 

que se evaporó por completo el disolvente. El rendimiento del extracto etanólico del 

propóleo de Chihuahua (EEPCh) fue de 202.45 g (67.48%). 

 

5.3. INDUCCIÓN DE DIABETES EXPERIMENTAL MEDIANTE 

ESTREPTOZOTOCINA 

Se usaron ratones machos de 7 semanas de edad con fondo genético CD1, a los 

cuales se les indujo diabetes experimental mediante la administración de una dosis 

de 130 mg/Kg de estreptozotocina (STZ) por vía intraperitoneal (i.p.), disuelta en 

buffer de citratos (0.05M) con pH de 4.5. Posteriormente se realizó una punción en 

la vena caudal para medir la concentración de glucosa por el método enzimático de 

la glucosa oxidasa utilizando un glucómetro (Accu-Chek active, Roche diagnostics) 

(6). Se midio la concentración de glucosa sanguinea durante 7 dias (después de la 

administración de STZ), aquellos que presentaron concentraciones de glucosa 

sanguínea mayores a 250 mg/dL en estado de ayuno fueron considerados animales 

diabéticos y se incluyeron en los siguientes ensayos (136). Los animales utilizados 
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en todos los experimentos tuvieron cuidados de acuerdo con las pautas de la Norma 

Oficial Mexicana de Especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de 

los animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-1999, Ministerio de Agricultura, 

México), que fueron aprobados por el Comité de Ética Institucional de la Universidad 

Nacional Autónoma de México - Facultad de Estudios Superiores Iztacala. 

 

5.4. ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA 

Este procedimiento se realizó de acuerdo con el método de clasificación de toxicidad 

aguda de la Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OCDE) 

(137). Se utilizaron ratones machos CD1 (7 semanas de edad), se dividieron en 7 

grupos (n=6). Los animales tuvieron libre acceso de agua y de alimento durante todo 

el experimento, excepto por el corto periodo de ayuno (4 h) antes de la 

administración oral del propóleo. Las dosis administradas a cada grupo 

experimental se muestran en el cuadro 3. 

Cuadro 3. Dosis administradas para el ensayo de toxicidad aguda. 

Grupos Concentración 

1 Agua potable estéril 

2 
Vehículo en el cual se disolvió el propóleo 

(alcohol al 25%) 

3 300 mg/kg de propóleo 

4 600 mg/kg de propóleo 

5 1200 mg/kg de propóleo 

6 2400 mg/kg de propóleo 

7 5000 mg/kg de propóleo 

 

Los tratamientos se administraron a un volumen de 100 μL para cada ratón a través 

de una aguja metálica orogástrica (cánula). La mortalidad, el estado general y la 

actividad de los ratones se monitoreó cada 30 min. durante las primeras 4 h; 
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posteriormente cada 2 h durante las siguientes 8 h; y después cada 24 h durante 14 

días. También se registró el peso corporal de los ratones se midió antes de la 

administración del propóleo (día 0) y los días 1, 7 y 14 después de la administración 

del mismo. En el día 14, los animales se sacrificaron para obtener diferentes 

órganos incluyendo el corazón, pulmones, riñones, hígado, bazo y estómago; los 

cuales se pesaron inmediatamente. Además, se obtuvieron muestras de sangre de 

cada grupo experimental y se procesaron para estudios hematológicos (Conteo total 

de leucocitos (TLC); Hemoglobina; Hematocrito; Volumen corpuscular medio 

(MCV); Hemoglobina corpuscular media (MCH); Concentración de hemoglobina 

corpuscular media y Plaquetas (MCHC)) y bioquímicos (Aspartato aminotransferasa 

(AST); Alanine aminotransferase (ALT); Fosfatasa alcalina (ALP); Proteínas totales; 

Creatinina; Nitrógeno ureico en sangre (BUN); Calcio y Fosforo) usando un 

analizador automatizado de FES-Cuautitlán. 

 

5.5. CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA 

Para la prueba de tolerancia a la glucosa se utilizaron 4 grupos experimentales: 

Grupo 1 (Sanos; S); Grupo 2 (Sanos tratados con Propóleo; S/P); Grupo 3 

(Diadéticos; D) y Grupo 4 (Diabéticos tratados con Propóleo; D/P). Después de un 

ayuno de 4 h (con acceso libre de agua), se les midió la glucosa basal a todos los 

animales posteriormente, a los grupos de ratones con tratamiento de propóleo (S/P 

y D/P) se les administró una dosis de 300 mg/Kg del extracto. Transcurrida 1 h, se 

les administró a todos los grupos experimentales una dosis de glucosa de 2 g/Kg. 

El volumen de dosificación fue de 100 μL para cada ratón a través de una aguja 

metálica orogástrica (cánula). Posteriormente se midieron los niveles de glucosa 

sanguínea a los 30, 60, 90 y 120 min después de la administración de la carga de 

glucosa mediante la ayuda de tiras reactivas comerciales (Accu-Chek active, Roche 

diagnostics). 
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5.6. DETERMINACIÓN DE LAS CONCENTRACIONES DE GLUCOSA SÉRICA 

EN LA ADMINISTRACIÓN DE PROPÓLEO DURANTE 15 DÍAS 

Una vez que los ratones a los que se les administró STZ fueron considerados 

diabéticos, se inició con la administración de propleo; a paritr de este momento, el 

seguimiento de todos los grupos tuvo una duración de 15 dias y se sacrificaron. El 

diseño experimental comprendió 5 grupos (n= 6): 

§ Grupo “S”: Sanos (vehiculo: 100 μL de etanol al 25%). 

§ Grupo “S/P”: Sanos tratados con propóleo (300 mg/Kg/día de propóleo en 

ayuno) (36). 

§ Grupo “D”: Diabéticos (vehiculo: 100 μL de etanol al 25%). 

§ Grupo “D/P”: Diabéticos tratados con propóleo (300 mg/Kg/día de 

propóleo en ayuno) (36). 

§ Grupo “D/I”: Diabéticos tratados con Insulina (inyección i.p. 5 UI/Kg/día; 

Humulin) (36). 

Se determinaron las concentraciones de glucosa sanguínea en los diferentes 

grupos experimentales cada tercer día como se describe en el aparatado 5.3 del 

presente estudio. Durante los días del tratamiento, a los animales se les permitió 

libre acceso de alimento y agua, se mantuvieron en las condiciones óptimas de 

temperatura (22 °C ± 2), humedad relativa (55% ± 5) y período de luz (12 h luz/12 h 

oscuridad) (36, 62, 138).  

 

5.7. DETECCIÓN DE INSULINA EN SUERO POR MEDIO DE LA TÉCNICA DE 

ELISA 

Al finalizar los 15 días de tratamiento, los animales fueron sacrificados y se 

obtuvieron muestras de sangrede cada grupo experimental por punción cardiaca. 

La sangre se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente para 

obtener el suero, el cual se almacenó a -70° C hasta su uso. Para la determinación 

de las concentraciones de insulina se utilizó un KIT de ELISA (EMD Millipore, 
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RAT/MOUSE INSULIN ELISA KIT) bajo el siguiente procedimiento. En las placas 

de 96 pozos de polivinilo pretituladas (recubiertas) con el anticuerpo específico para 

la insulina, se pusieron 10 µL de los estándares, controles y muestras junto con 80 

µL de buffer conjugado. La placa se agitadó de 400 a 500 rpm durante 2 h a 

temperatura ambiente y después se lavó tres veces con buffer. Se añadieron 100 

µL de solución enzimática a cada pozo y se volvió a agitar en las mismas 

condiciones durante 30 min. La placa se lavó nuevamente tres veces con buffer. 

Luego se añadieron 100 μL de sustrato de 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) a 

cada pozo y se agitó de nuevo de 5 a 20 min. finalmente, las placas se midieron a 

450 nm de absorbancia.  

 

5.8. OBTENCIÓN DEL PÁNCREAS PARA LA TECNICA DE HISTOLOGÍA, 

INMUNOHISTOQUÍMICA Y DETECCIÓN ENZIMÁTICA 

Se usaron dos lotes de ratones (cada uno con los grupos S, S/D, D y D/P, con el 

mismo esquema de tratamiento del apartado 5.6), uno para histología e 

inmunohistoquímica y otro para obtener los homogeneizados del tejido pancreático. 

Después de 15 dias de tratamiento el páncreas se obtuvo realizando una incisión 

en el abdomen, posteriormente se levantó el hígado hasta observar el conducto 

biliar a través del cual se inyectó 1 mL de Fijador de Bouin (para Histología e 

Inmunohistoquímica) o 1 mL de PBS (para la detección enzimática), finalmente el 

tejido fue cortado cuidadosamente separandolo de los órganos a los que se 

encontraba adherido (139, 140). 

 

5.8.1. TÉCNICA DE HISTOLOGÍA E INMUNOHISTOQUÍMICA 

El análisis histológico se realizó con los 4 grupos mencionados previamente. Las 

muestras fueron fijadas por 24 h en frascos individuales con 30 mL de fijador de 

Bouin a 4 °C. Después se realizó la técnica histológica de rutina, deshidratando el 

tejido con un gradiente de alcohol graduado y, finalmente, se incluyeron en parafina 
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(Paraplast). Cada páncreas se cortó a 5 micras de espesor en un microtomo 

rotatorio (Leica, RM2125RT, Alemania), después se realizó una tinción con 

hematoxilina y eosina (H&E) para observar los cambios histopatológicos 

(APÉNDICE 2, pág. 80). Los cortes teñidos se examinaron con un microscopio de 

luz (Motic, BA310E, Europa) a un aumento de 10X. Posteriormente para realizar la 

técnica de Inminohistoquímica se realizaron otros cortes de cada páncreas a 4 

micras de espesor, después se realizó la técnica de inmunohistoquímica para 

observar los islotes de cada grupo experimental (APÉNDICE 3, pág. 84). Las 

preparaciones se examinaron con un microscopio de luz (Motic, BA310E, Europa) 

a un aumento de 40X (139, 141-143). 

 

5.8.2. PARÁMETROS DEL ESTRÉS OXIDATIVO (enzimas antioxidantes SOD, 

CAT Y GPx) 

Después de obtener el páncreas de los 4 grupos mencionados previamente, se pesó 

de 100 a 300 mg de tejido (desde este punto todas las etapas se realizaron a 4 °C) 

el cual se colocó en un tubo de microcentrífuga y se añadieron perlas de óxido de 

zirconio de 0.5 mm de diámetro (un volumen igual a la masa del tejido), a esto se 

añadió 2 volúmenes de Buffer (PBS con inhibidor de proteasas -Complete Mini, 

Roche Diagnostics-). Los tubos se colocaron un homogeneizador (Bullet Blender 

Next Advanced) y se realizó el protocolo del distribuidor. El homogeneizado se 

centrifugó a 5,000 rpm durante 10 min (62, 144); el sobrenadante se recuperó y se 

almacenó a -70 °C hasta utilizarlo para la determinación de la SOD, CAT y GPx 

siguiendo las especificaciones del KIT Superoxide Dismutase Assay (APENDICE 4, 

pág. 88), del KIT Catalase Assay (APENDICE 5, pág. 89) y del KIT Glutathione 

Peroxidase Assay (APENDICE 6, pág. 90) (Cayman Chemical Company), 

respectivamente. 
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5.9. CONTENIDO DE FENOLES TOTALES DEL PROPÓLEO 

Este parametro se midió por espectrofotometría con base a una reacción 

colorimétrica de óxido-reducción del reactivo de Folin-Ciocalteu (APÉNDICE 7, pág. 

91). Se preparó una solución metanólica de propoleo (0.2 mg/mL) de la cual se 

tomaron 250 μL y se mezcló con 7750 μL de agua destilada y 500 μL de reactivo de 

Folin-Ciocalteu. Después de 5 min se añadió 1.5 mL de una solución de carbonato 

de sodio al 20%. La mezcla de reacción se dejó reposar en oscuridad (a temperatura 

ambiente) durante 2 h; la muestra se realizó por triplicado y se registró la 

absorbancia a 760 nm en un espectrofotómetro (XP2001 XPLORER). El contenido 

de fenoles totales se estimó usando una curva de calibración con ácido gálico y se 

expresó como miligramos de equivalentes de ácido gálico por gramo de extracto 

(mg de eqAG/g de extracto).  

 

5.10. CONTENIDO DE FLAVONOIDES TOTALES DEL PROPÓLEO 

El contenido de flavonoides totales del extracto de propóleo se estimó por un 

método colorimétrico basado en la formación del complejo de cloruro de aluminio 

(AlCl3) como se ha descrito previamente (145) (APENDICE 8, pág. 93). Por 

triplicado, de una solución de extracto de propóleo con metanol (0.2 mg/mL) se 

tomaron 3 mL y se añadieron 3 mL de AlCl3 al 2%, esta mezcla se dejó reposar 

durante 10 min en oscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia se registro a 

405 nm en un lector de ELISA (Bio-Tek, EL800, USA.) y el contenido de flavonoides 

totales se expresó como miligramos de equivalentes de quercetina por gramo de 

extracto (mg de eqQ/g de extracto). 

 

5.11. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PROPÓLEO 

Para determinar la capacidad antioxidante media (CA50) del propóleo utilizó método 

de reducción del radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH), método modificado de 

Franco, 2006 (146) (APÉNDICE 9, pág. 95). En una placa de ELISA se adicionaron 
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100 μL de la solución problema a diferentes concentraciones (1-100 μg/mL) por 

triplicado, posteriormente a cada pozo con las concentraciones señaladas, se 

adicionaron 100 μL de una solución metanólica de DPPH (100 μM); se protegío de 

la luz y se mantuvo en agitación constante durante 30 min a 37 °C. Posteriormente 

se registró la absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA (Bio-Tek, EL800, USA). 

La concentración correspondiente a la CA50 se determinó por interpolación. 

 

5.12. CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DEL PROPÓLEO 

5.12.1. Análisis por Cromatografía Líquida acoplada a Espectrometría de 

Masas (HPLC-MS) 

El análisis HPLC-MS se realizó usando un Agilent 1200 Infinity LC acoplado a un 

Agilent 6230 TOF con Agilent Dual ESI Source (ESI SG14289023) y Mass Hunter 

Wokstation Software, Versión B.05.01, Build 5.01.5125.3 funcionando en el modo 

de ionización negativa. Voltaje capilar 4000 V; temperatura del gas seco 250 °C; se 

usó nitrógeno como gas seco a un caudal de 6 L/min; presión del nebulizador 60 

psi; fragmentador 200 V; Intervalo de EM 50-1300 m/z; Velocidad de adquisición de 

MS 1 espectros/s. 

La separación cromatográfica se realizó usando un HPLC (Infinity Series 1200, 

Agilent Technologiest, Alemania) equipado con una columna Kinetex 2.6u, C1800A 

(150x2.1 mm) (Phenomenex, EE. UU.). La temperatura de la columna se mantuvo 

a 25 °C. Se usó el siguiente programa de gradiente, junto con una fase móvil que 

consta de agua: acetonitrilo (90:10) con ácido fórmico al 0,1% (disolvente A) y 

metanol: acetonitrilo (90:10) con ácido fórmico al 0,1% (disolvente B). Este término 

inicial durante 3 min en una elución isocrática que se compone con 100% de 

solvente A; seguido por 3-11 min: 65% A-35% B; 11-20 min: 55% A-45% B; 20-35 

min: 100% B; y 25 min: 100% B, v/v. La velocidad de flujo fue de 0.2 mL/min, y el 

volumen de inyección fue de 20 μL (3 mg/mL). 
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5.12.2. Análisis por Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría 

de Masas (GC-MS) 

Además, se llevó a cabo un análisis GC-MS, se inyectó 1 µL del extracto de propóleo 

con una concentración de 3 mg/mL al equipo. Se empleó un cromatógrafo 6850 

Network GC System de Agilent Technologies acoplado a un espectrómetro de 

masas 5975C VL MSD con detector de triple eje, de la misma marca, equipado con 

una columna capilar RTX de 30 m de longitud, 0.25 mm de diámetro interno y 0.25 

μm de grosor, compuesta de dimetil polisiloxano (95%) y fenil polisiloxano (5%). El 

modo de inyección utilizado fue un Split, radio 80:1, flujo de corrida 37 cm/seg. La 

temperatura del horno se programó de la siguiente forma: temperatura inicial de 70 

°C durante dos min tras lo cual se incrementó a 8 °C/min hasta alcanzar los 270 °C 

y después a 10 °C/min durante seis min. El tiempo total fue de 30 min; temperatura 

de la línea de transferencia 290 °C. Los espectros de masas que fueron obtenidos 

por impacto electrónico; se obtuvieron con una energía de ionización de 70 electrón 

Volts (eV) y se detectaron en un rango de masa desde 35 a 600 m/z. Se empleó 

helio como gas de arrastre. La identificación de los compuestos se llevó a cabo por 

medio de la base de datos de la biblioteca NIST y la PubMed Compound del 

Nacional Center of Biotechnology Information (NCBI). 

 

5.13. CROMATOGRAFÍA EN COLUMNA DEL PROPÓLEO 

Se llevó a cabo una cromatografía en columna abierta del extracto del propóleo de 

Chihuahua, para ello, se pesaron 10 g de propóleo y se colocaron en la columna. 

Las alícuotas que se obtuvieron fueron de un volumen de 100 mL. Además, se 

realizaron cromatografías en capa fina de cada una de las fracciones obtenidas en 

la cromatografía en columna, con la finalidad de agrupar las fracciones similares. 

Posteriormente, cada una de las fracciones obtenidas se analizaron mediante HPLC 

y GC-MS para identificar los compuestos presentes en cada una de ellas. Por último, 

a cada fracción se le realizó la prueba de capacidad antioxidante (APÉNDICE 10, 

pág. 97). 
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5.14. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos sobre actividad hipoglucmiante, peso corporal, detección de 

insulina y actividad de las enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPx) se expresaron 

como medias ± SD. Las diferencias estadísticas entre los tratamientos y los 

controles se probaron mediante análisis de varianza de una vía (ANOVA) utilizando 

el software de análisis estadístico GraphPad-Prism (versión 6.0), seguido de una 

prueba post hoc de Student Newman-Keuls. Una diferencia en los valores medios 

de p<0.05 se consideró estadísticamente significativa. 
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6. RESULTADOS 

6.1. Estudio de toxicidad aguda 

El estudio de toxicidad aguda demostró que ninguna de las dosis probadas de 

propóleo en administración única (300, 600, 1200, 2400 o 5000 mg/Kg) alteró la 

condición general de los animales, ni su peso corporal en comparación con los 

animales del grupo control en los días 1, 7 y 14 después de su administración. 

Además, no se registró mortalidad en ninguno de los grupos tratados dentro de las 

primeras 24 h después de su administración. Tampoco el peso de los órganos 

(corazón, pulmones, riñones, hígado, bazo y estómago) obtenidos al día 14 

mostraron diferencias significativas en comparación con los del grupo control 

(Cuadro 4). 

 

Por otro lado, ni en la evaluación hematológica ni en el análisis bioquímico de los 

ratones administrados con propóleo se observaron diferencias significativas en 

comparación con los valores de los animales control (Cuadro 5). Estos resultados 

sugieren que el propóleo no es toxico, de acuerdo con el método de clasificación 

tóxica aguda reportado en la OECD, norma #423, el propóleo es considerado como 

GHS (Globally Harmonised Classification System -Sistema Globalmente 

Armonizado de Clasificación-), es decir, no se encontró clasificación tóxica porque 

presentó una DL50 >5000 mg/kg.  
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Cuadro 4. Peso corporal de los ratones y peso de los órganos después de la administración de la única dosis oral de 
propóleo a diferentes concentraciones (300, 600, 1200, 24000 y 5000 mg/Kg). 

 
 

 
Los valores se expresan como media ± S.D., n = 6. 
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Cuadro 5. Evaluación hematológica y análisis bioquímico de los ratones después de la administración de la única dosis 
oral de propóleo a diferentes concentraciones (300, 600, 1200, 24000 y 5000 mg/Kg). 

Los valores se expresan como media ± S.D., n = 6. TLC: Conteo total de leucocitos; MCV: Volumen corpuscular medio; 
MCH: Hemoglobina corpuscular media; MCHC: Concentración de hemoglobina corpuscular media; AST: Aspartato 
aminotransferasa; ALT: Alanine aminotransferase; ALP: Fosfatasa alcalina; BUN: Nitrógeno ureico en sangre. 
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6.2. Efecto de la administración única del propóleo (300 mg/Kg) sobre las 

concentraciones de glucosa sanguínea en la prueba de tolerancia a la 

glucosa 

En primera instancia se realizó una curva de tolerancia a la glucosa para observar 

si el propóleo de Chihuahua tiene un efecto en los niveles de glucosa de ratones 

diabéticos. Los resultados obtenidos de este ensayo se expresaron en mg/dL.  

Figura 4. Curva de tolerancia a la glucosa del propóleo. 
* diferencias significativas con S (p<0.001). 
∞ diferencias significativas con D (p<0.001). 

Análisis de ANOVA seguida de una prueba post hoc de Student Newman-Keuls. 
 
 

Los ratones sanos (S) y sanos con propóleo (S/P) mostraron una curva de tolerancia 

a la glucosa normal, con valores de 115 mg/dL de glucosa sérica a los 120 min; 

mientras que, los ratones diabéticos (D) mostraron un incremento significativo de 

las concentraciones de glucosa sérica en comparación con los animales sanos (S). 

Por otro lado, la administración del propóleo indujo una disminución significativa de 

las concentraciones de glucosa sérica desde los 30 y hasta los 120 min en animales 

diabéticos (D/P) (Fig. 4).  
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6.3. Efecto de la administración del propóleo durante 15 días sobre las 

concentraciones de glucosa sérica 

Una vez que se observó que los ratones diabéticos tratados con propóleo (D/P) 

presentaban una reducción considerable de los niveles de glucosa, se determinaron 

los niveles de glucosa en sangre administrando el propóleo durante dos semanas. 

Los resultados obtenidos de este ensayo se expresaron en mg/dL.  

Figura 5. (A) Efecto del propóleo sobre las concentraciones de glucosa en sangre 
a partir del día 1 de su administración y hasta el día 15. (B) Efecto del propóleo 

sobre las concentraciones de glucosa en sangre en el día 15. 
* diferencias significativas con S (p<0.001). 
∞ diferencias significativas con D (p<0.001). 
# diferencias significativas con D/I (p<0.001). 

Análisis de ANOVA seguida de una prueba post hoc de Student Newman-Keuls. 
 
 

Los ratones diabéticos (D) mostraron concentraciones de glucosa sanguínea de 

alrededor de 600 mg/dL durante todo el tiempo de evaluación, y la administración 

de propóleo (D/P, 300 mg/Kg/día durante 15 días) disminuyó significativamente 

estas concentraciones en animales diabéticos a partir del día 9 y hasta el día 15, 

donde se alcanzó una concentración de glucosa de 350 mg/dL. Por otro lado, los 

ratones sanos (S) mantuvieron las concentraciones de glucosa sérica por debajo de 

los 200 mg/dL durante todo el tiempo de evaluación, y estas concentraciones no 

fueron alteradas en los animales con tratamiento de propóleo (S/P). Finalmente, los 

animales diabético tratados con insulina (D/I, 5 UI/Kg/día), nuestro control positivo, 
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mostraron una disminución significativa de las concentraciones de glucosa desde el 

día 6 y hasta el día 15; pero en este caso, este grupo alcanzó concentraciones de 

glucosa similares a las del grupo sano (Fig. 5A y 5B). 

 

6.3.1. Efecto de la administración del propóleo durante 15 días sobre el peso 

corporal 

También se determinó la pérdida de peso en cada uno de los grupos 

experimentales. Los ratones se pesaron cada tercer día y los resultados obtenidos 

se expresaron en gramos (g).  

Figura 6. (A) Efecto del propóleo sobre el peso corporal a partir del día 1 y hasta el 
día 15. (B) Efecto del propóleo sobre el peso corporal en el día 15.  

* diferencias significativas con S (p<0.05). 
∞ diferencias significativas con D (p<0.05). 

Análisis de ANOVA seguida de una prueba post hoc de Student Newman-Keuls. 
 

 

Con relación al registro de peso de los mismos grupos experimentales los resultados 

muestran que el tratamiento con propóleo evitó la pérdida de peso registrada en 

animales diabéticos, a los 3, 6, 9, 12 y 15 días; de la misma manera que lo hizo el 

tratamiento con insulina (D/I). Por otro lado, el propóleo tampoco alteró el peso de 

los animales sanos (S/P) durante el tiempo de registro (Fig. 6A y 6B). 
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6.4. Efecto de la administración del propóleo durante 15 días sobre las 

concentraciones de insulina en sangre 

Ya que se encontró una disminución en los niveles de glucosa en sangre se 

procedió a determinar los niveles de insulina a los grupos experimentales. Se 

realizaron las mediciones al final del tratamiento (día 15), los resultados obtenidos 

se expresan en ng/mL.  

 
Figura 7. Detección de los niveles de insulina en sangre al final del tratamiento. 

* diferencias significativas con S (p<0.001). 
∞ diferencias significativas con D (p<0.001). 

Análisis de ANOVA seguida de una prueba post hoc de Student Newman-Keuls. 
 
 

Al final del tratamiento (15 días), el propóleo no alteró las concentraciones de 

insulina en animales sanos (S/P: 1.03 ng/mL). Por otro lado, en los animales 

diabéticos sin tratamiento (D) no se lograron detectar concentraciones séricas de 

insulina; mientras que, en animales diabéticos con el tratamiento de propóleo se 

detectaron concentraciones de insulina de 0.3 ng/mL (Fig. 7). 
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6.5. Efecto de la administración del propóleo durante 15 días sobre los 

islotes de langerhans del páncreas. 

6.5.1. Histología 

Al encontrar que en los ratones tratados con propóleo sigue habiendo producción 

de insulina, se decidió observar cómo se encontraban los islotes de páncreas por 

medio de la técnica histológica. En este ensayo se encontró que la administración 

de propóleo (300 mg/Kg/día) durante 15 días no alteró el tamaño de los islotes de 

Langerhans en los animales sanos (S/P); mientras que, en los animales diabéticos, 

los islotes de Langerhans disminuyeron significativamente con relación a los 

animales sanos. Por otro lado, el tratamiento con el propóleo en animales diabéticos 

(D/P) evitó la disminución del tamaño de los islotes de Langerhans del páncreas 

(Fig. 8). 

 

 
 
 
 

 
                                               

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 8. Microfotografías (10X) de páncreas de los diferentes grupos 
experimentales, tinción de Hematoxilina y Eosina. 
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6.5.2. Inmunohistoquímica 

Después de observar que la administración oral de propóleo muestra diferencias en 

el tamaño de los islotes, se decidió realizar la técnica de inmunohistoquímica para 

saber si los islotes encontrados todavía eran productores de insulina. El estudio 

demostró que en los islotes de Langerhans de animales sanos existe una 

producción basal de insulina y esta producción no fue alterada por la administración 

de propóleo (S/P); mientras que, en los animales diabéticos (D) no se detectó 

producción de insulina. Por otro lado, el tratamiento con el propóleo en animales 

diabéticos (D/P) mostró una producción de insulina en los islotes de Langerhans 

que no se observó en los animales diabéticos sin tratamiento (Fig. 9). 

 

 

 

Figura 9. Microfotografías (40X) de páncreas de los diferentes grupos 
experimentales, inmunohistoquímica. 
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6.6. Efecto de la administración del propóleo durante 15 días sobre algunos 

parámetros del estrés oxidativo (SOD, CAT y GPx) 

Como se ha mencionado con anterioridad, en condiciones de hiperglucemia crónica 

en la diabetes, se ha reportado que existe estrés oxidativo, debido principalmente a 

la autoxidación de la glucosa que genera una liberación de radicales libres. Debido 

a lo mencionado se determinó la actividad antioxidante de las enzimas SOD, CAT y 

GPx en homogeneizados de páncreas al final del tratamiento.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10. Efecto del propóleo sobre la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx. 
* diferencias significativas con S (p<0.05). 
∞ diferencias significativas con D (p<0.05). 

Análisis de ANOVA seguida de una prueba post hoc de Student Newman-Keuls. 
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Como se puede observar en la figura 10-A, 10-B y 10-C, la actividad de estas tres 

enzimas se ve disminuida en los ratones diabéticos, mientras que hay un aumento 

significativo en los ratones diabéticos tratados con propóleo. 

 

6.7. Contenido de fenoles totales en el propóleo 

De acuerdo con la literatura, los fenoles son los principales compuestos 

responsables de la actividad antioxidante, además, durante el metabolismo de la 

estreptozotocina se producen una gran variedad de intermediarios tóxicos, entre los 

que se encuentran agentes alquilantes como los radicales metilo, así como especies 

reactivas de oxígeno, además de esto la estreptozotocina libera óxido nítrico (NO). 

Por esta razón se determinó el contenido fenólico total del propóleo Chihuahua por 

el método de Folin-Ciocalteu. El contenido de fenoles totales del propóleo de 

Chihuahua fue de 314 mg de eqAG/g de extracto, esta concentración se determinó 

calculando gráficamente a partir de la curva patrón de ácido gálico. 

 

6.8. Contenido de flavonoides totales en el propóleo 

El contenido de flavonoides totales del propóleo se determinó por medio del método 

de cloruro de aluminio. El contenido de flavonoides se reportó como miligramos de 

equivalentes de quercetina por gramo de extracto (mg eqQ/g de extracto) calculados 

gráficamente a partir de la curva patrón de quercetina, observándose que el 

propóleo de Chihuahua presentó 6.25 mg eqQ/g de extracto. 

 

6.9. Determinación de la capacidad antioxidante del propóleo 

Se evaluó la capacidad antioxidante del propóleo de Chihuahua por la técnica de 

DPPH, en donde el extracto mostró una CA50 de 15.75 μg/mL (Figura 11), mientras 

que la quercetina, que es un compuesto puro, mostró una CA50 de 1.89 μg/mL. La 
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concentración que conduce a un 50% de la capacidad antioxidante (CA50) se 

determinó gráficamente. 

Figura 11. Capacidad antioxidante del propóleo de Chihuahua. 
 
 

Como se muestra en esta figura el propóleo tiene una capacidad antioxidante (CA50) 

de 15.75 μg/mL. Al-Fatimi (147), refieren que las concentraciones por debajo de 

96.6 μg/mL para los extractos se consideran con capacidad antioxidante adecuada. 

 

6.10. Caracterización de la composición química del propóleo 

6.10.1. Análisis de Cromatografía Líquida acoplada a espectrometría de 

masas (HPLC-MS) 

El cromatograma del extracto que fue obtenido mediante el análisis por medio de 

HPLC-MS se muestra en la Figura 12. Así mismo, se pudieron identificar 

compuestos como pinocembrina, quercetina, naringina, naringenina, kaempferol, 

acacetina, luteolina y crisina los cuales se muestran en el cuadro 6. 
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Figura 12. Cromatograma del análisis por HPLC-MS del propóleo de Chihuahua 
 

Cuadro 6. Compuestos identificados por HPLC-MS del propóleo de Chihuahua. 

Compuesto TR (min) lmax (nm) Ion padre (m/z) 
[M-H]- 

Error relativo 
(ppm) 

Naringina 17.11 214, 282 315.8400 2.98 

Naringenina 24.07 290, 325 (sh) 271.0621 -3.18 

Kaempferol 26.89 200, 266, 366 285.0412 -2.58 

Quercetina 23.15 256, 372 301.0361 -2.48 

Acacetina 32.32 210, 268, 324 283.0619 -2.32 

Luteolina 22.51 252, 348 285.0774 -1.98 

Pinocembrina 30.37 290 255.0672 -3.34 

Crisina 31.17 268, 314 253.0509 -1.18 

 

 

6.10.2. Análisis de Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 

masas (GC-MS) 

El propóleo de Chihuahua fue sometido a un análisis de GC-MS para identificar los 

compuestos presentes en el extracto, el cromatograma se muestra en la figura 13. 

De acuerdo al tiempo de retención y por sus patrones de fragmentación se 

identificaron 6 compuestos en el propóleo, el más abundante fue la pinocembrina 
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con 10.273%, los siguientes 5 compuestos representan menos del 3% como se 

muestra en el cuadro 7.  

 

Figura 13. Cromatograma del análisis por GC-MS del propóleo de Chihuahua.  
 

 

 

 

 

 

 

Pinocembrina 
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Cuadro 7. Compuestos identificados por GC-MS del propóleo de Chihuahua. 

Nombre TR 
(min) 

Porcentaje de 
abundancia Estructura química 

Tectocrisina 22.161 2.270% 

 
Isohexadecanoato 

de metilo 
22.876 2.438% 

 

Ester metílico del 

ácido oléico 
25.051 1.009% 

 

Crisina 26.400 2.275% 

 

Pinocembrina 26.589 10.273% 

 

Tetracosanoato de 

metilo 
26.871 2.954%  

 

 

6.11. CROMATOGRAFÍA EN COLUMNA DEL PROPÓLEO DE CHIHUAHUA 

Se obtuvieron 800 alicuotas de 100 mL cada una, las cuales se agruparon en 58 de 

acuerdo a su similitud en cromatografía en capa fina (Cuadro 8).  

Cuadro 8. Fracciones obtenidas de la cromatografía en columna del propóleo. 

Fase Móvil Proporción 
de solvente* 

Fracción 
obtenida 

Hexano / Acetato de Etilo  9:1 1-16 
Hexano / Acetato de Etilo 8:2 17-20 
Hexano / Acetato de Etilo 7:3 21 
Hexano / Acetato de Etilo 6:4 22 
Hexano / Acetato de Etilo 5:5 23 

O

O

O

O

O

O

OH

OH

O

OOH

OH

O

O
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Hexano / Acetato de Etilo 4:6 24-28 
Hexano / Acetato de Etilo 3:7 29-32 
Hexano / Acetato de Etilo 2:8 33 
Hexano / Acetato de Etilo 1:9 34-36 

Acetato de Etilo 10 37-39 
Acetato de Etilo / Metanol 9:1 40-44 
Acetato de Etilo / Metanol 8:2 45-49 
Acetato de Etilo / Metanol 7:3 50 
Acetato de Etilo / Metanol 5:5 51-54 
Acetato de Etilo / Metanol 4:6 55-56 

Metanol 10 57 

Metanol acidulado 0.1% de ác. 
fosfórico 

58 

*Proporción de solvente: Es la cantidad que hay en 100 mL de cada uno de los 
solventes utilizados (90 mL de Hexano y 10 mL de Acetato de Etilo; 9:1. Y así 
sucesivamente). 

 

6.11.1. Análisis de las fracciones del propóleo mediante HPLC 

Una vez que se agruparon las diferentes fracciones, se procedió a inyectar 30 µL 

de cada una con una concentración de 3 mg/mL y fueron comparadas con los 15 

estándares y se pudieron identificar diferentes compuestos (Cuadro 9). 

 

Cuadro 9. Compuestos identificados mediante el análisis de HPLC en cada una de 

las fracciones obtenidas en la Cromatografía en columna del Propóleo de 

Chihuahua. 

Compuesto Fracciones con presencia del compuesto 
Acacetina 20, 21 y 23 
Apigenina 20, 23 y 53 
Catequina 26, 27, 29, 31, 33, 35, 47 y 55 

Crisina 19, 20, 21, 23, 26, 31, 32 y 53 

Kaempferol 
20, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 33, 34, 36, 37, 

38, 39, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 50, 51, 53 y 54 
Luteolina 20 y 44 
Naringina 20, 24, 25, 37 y 39 

Naringenina 11, 13, 18, 20, 21, 22, 23, 32 y 38 
Pinocembrina 4, 7, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 25, 49 y 50 

Quercetina 20, 25, 27, 31, 33, 42, 43, 44, 45, 46, 46, 48, 49 y 50 
Genisteína 12 

Cafeína 2 
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Ácido Gálico 26 
Nota: Los tiempos de retención y la lmáx de cada uno de los compuestos 

identificados se muestran en el APÉNDICE 11 (pág. 98). 

 

6.11.2. Análisis de las fracciones del propóleo mediante GC-MS 

Las 58 fracciones del propóleo de Chihuahua fueron sometidas a un análisis de GC-

MS para identificar los compuestos presentes en cada una de ellas. Para este 

análisis también se inyectó 1 µL de cada una de las fracciones con una 

concentración de 3 mg/mL. De acuerdo con el tiempo de retención y por sus 

patrones de fragmentación se identificaron diversos compuestos que forman parte 

de cada una de las fracciones (Cuadro 10). 

 

Cuadro 10. Compuestos identificados mediante el análisis de GC-MS en cada una 

de las fracciones obtenidas en la Cromatografía en columna del Propóleo de 

Chihuahua. 

Compuesto Fracciones con presencia del compuesto 
2-Heptadecanona 2 
Ácido Palmítico 2, 3, 9, 20, 21, 22, 46 y 55 
Ácido Mirístico 2 

Ácido Octadecenoico 2, 3 y 9 
2-Nonadecanona 2, 3, 19 y 29 
Ácido Eicosanoico 2 
Ácido Docosanoico 2 y 3 

Ácido Tetracosanoico 2 y 3 

Eicosano 
3, 16, 20, 21, 22, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 

35, 36, 37, 38, 39, 42, 43, 46 y 47 
Chalcona Pinostrobina 4 y 22 

Tectocrisina 12 
Pinocembrina 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,  
Heptacosano 16 
Octacosano 16, 28, 29, 32, 34 y 35 
Tricosano 16, 19 y 33 

Naringenina 17, 18 y 19 
Apigenina 17 

Crisina 18, 19, 20 y 21 
Nonadecano 19, 21, 26, 28, 31, 32, 33 y 34 
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Octadecano 19, 20, 21, 26 y 34 
Tridecano 20 y 30 

Hexadecano 20, 26, 30, 34, 46 y 55 
Tetradecanal 20 y 28 
Ácido Oleico 20 
Heptadecano 20, 26, 28, 29, 32, 35 y 46 
Pentadecanal 20, 22, 23 y 34 
Ácido Bezoico 21 y 27 

Ácido Octadecanoico 21, 22, 23, 25, 29 y 55 
Nonadecanona 21 

Ácido Heptadecanoico 21 y 32 
Ácido Decanoico 21 

Vitamina E 22 
Octadecanal 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 32, 43, 51 y 54 

Ácido Decanedioico 22 
Hexadecanal 23, 25 y 27 

1-Nonadeceno 23, 31, 32 y 43 
10-Heneicoseno 24 

9-Tricoseno 24 
Heneicosano 26, 32, 34, 35, 36 y 46 
Hexacosano 26 
Pentadecano 28 

Ácido Hexadecanoico 29 y 32 
Tetradecano 30 y 46 

Lupeol 30 
1-Docoseno 32 

Tetratetracontano 34 
Tetradecanal 44 y 55 
Tritriacontano 46 

Nota: Los tiempos de retención de cada uno de los compuestos identificados se 

muestran en el APÉNDICE 12 (pág. 102). 

 

6.11.3. Capacidad antioxidante de las fracciones del propóleo 

Se evaluó la capacidad antioxidante de cada una de las fracciones obtenidas del 

propóleo de Chihuahua por la técnica de DPPH. Los resultados se muestran en el 

cuadro 11, en donde se puede observar que todas las fracciones presentaron una 

CA50 diferente, siendo 17, 30, 42, 43, 44, 52, 53 y 55 las más representativas ya que 

muestran una CA50 por debajo de 96.6 µg/mL.  
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Cuadro 11. Capacidad antioxidante de cada una de las fracciones obtenidas en la 

Cromatografía en columna del Propóleo de Chihuahua. 

Fracción CA50 
µg/mL Fracción CA50 

µg/mL Fracción CA50 
µg/mL Fracción CA50 

µg/mL 
2 >700 17 9.82 30 49.98 45 116.69 

4 >700 18 235.14 31 424.84 46 554.77 

5 >700 19 >700 32 >700 47 690.89 

7 >700 20 >700 33 >700 48 305.53 

10 >700 21 >700 34 >700 50 334.96 

11 >700 22 >700 36 >700 51 219.42 

12 360.94 23 378.10 37 >700 52 50.05 

13 >700 25 >700 39 190.28 53 40.52 

14 >700 26 686.65 42 94.05 55 68.39 

15 >700 27 189.15 43 45.76 57 425.94 

16 >700 28 484.06 44 30.23 58 504.66 

 

  



 63 

7. DISCUSIÓN  

El estudio del propóleo durante los últimos años ha tenido una gran importancia, ya 

que se han reportado un gran número de propiedades que éste contiene, tales como 

antibacteriana, antifúngica, antioxidante, antiinflamatoria, hipoglucemiante, entre 

otras (36, 61, 62, 108, 148-153). Además, diversos autores han mencionado que las 

actividades biológicas de cada propóleo va a depender de su composición química, 

la cual se ve influenciada por factores como la región geográfica de donde se 

obtienen y la flora existente, ya que el ambiente ejerce influencia en el contenido de 

los metabolitos secundarios (154, 155). 

La Diabetes Mellitus es un trastorno metabólico caracterizado por una 

hiperglucemia como resultado de defectos en la secreción y/o acción de la insulina, 

o ambos (36). Sin embargo, a pesar de que existe una gran variedad de fármacos 

hipoglucemiantes, algunos de ellos provocan diferentes efectos adversos como 

diarrea, dolor de cabeza, dolor muscular, entre otros (5). 

Sobre la actividad hipoglucemiante, se han realizado diversos estudios en los cuales 

se ha demostrado que el  propóleo de otros países (Nigeria, Arabia Saudita, Brasil 

y China) disminuye los niveles de glucosa en modelos de ratas diabéticas (36, 60-

62, 153). Hasta ahora, en cuanto a la composición química del propóleo, se han 

identificado más de 300 compuestos diferentes, entre los que destacan los 

flavonoides, de los cuales existe evidencia de que el propóleo posee diferentes 

propiedades biológicas, como antioxidante y disminuyendo los niveles de glucosa 

sanguínea, atribuidas a la presencia de estos flavonoides (109, 151, 156, 157). Sin 

embargo, son muy pocos los estudios que se han realizado para evaluar las 

actividades biológicas de propóleos mexicanos (158). 

El propóleo de Chihuahua utilizado en éste estudio, de acuerdo a la OECD norma 

#423, no mostró toxicidad aguda ya que ni la dosis más alta de 5000 mg/Kg indujo 

mortalidad, ni cambios en el peso corporal de los ratones, así como tampoco alteró 

el peso de los órganos, ni parametros hematológicos ni bioquímicos. Nuestros 

resultados coinciden con otros autores (159, 160) los cuales reportaron para un 
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estudio de toxicidad aguda, que la administración de un propóleo de Brasil en ratas 

(dosis: 1000, 2000 o 4000 mg/Kg) no muestra diferencias significativas entre los 

grupos experimentales y el grupo control en cuanto a peso corporal, parámetros 

hematológicos y parámetros bioquímicos, concluyendo que el propóleo de Brasil no 

es toxico. 

Los resultados obtenidos en esta investigación, demuestran por primera vez que un 

propóleo mexicano (de Chihuahua) disminuye los niveles de glucosa en sangre 

(alrededor de un 40%) en ratones diabéticos tratados con propóleo durante 15 días, 

en comparación con los ratones diabéticos sin tratamiento. Además, este mismo 

tratamiento evitó la disminución del peso corporal de los ratones. Existen reportes 

que demuestran que en ratas con inducción de diabetes mediante estreptozotocina, 

que la administración de un extracto de propóleo de China y de Brasil conduce a la 

reducción de los niveles de glucosa sanguínea y también evita la disminución del 

peso corporal de ratas diabéticas (61, 62). 

En la Diabetes Mellitus, uno de los problemas es que puede haber un daño al 

páncreas que induce menor secreción de insulina. La insulina es una hormona 

secretada por las células β de los islotes de Langerhans del páncreas. Una de sus 

funciones es la de favorecer la incorporación de glucosa a los tejidos, disminuyendo 

los niveles de glucosa sanguínea (24). En el modelo de STZ, se induce un daño en 

los islotes del páncreas por lo cual disminuye la producción y secrecion de insulina. 

En este trabajo se demostró que en ratones diabeticos disminuyó el tamaño de los 

islotes de Langerhans y por lo tanto, la producción de insulina. El tratamiento con 

propóleo disminuyó el daño inducido por STZ evitando así el daño a los islotes del 

páncreas ya que la detección de insulina en los ratones diabéticos tratados con 

propóleo, sugiere que la administración del propóleo de Chihuahua podría estar 

mejorando la secreción de insulina por parte de las células beta de los islotes del 

páncreas, lo cual podría estar relacionado con que el propóleo evita un mayor 

deterioro de los islotes del páncreas, ya que se ha sugerido por algunos autores que 

la actividad de eliminación de radicales libres del propóleo de Brasil, junto con las 

actividades que encontraron, como inhibición de la IL-1β y la óxido nítrico sintasa, 
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son probablemente los factores principales para el efecto protector del propóleo (36, 

161). Existen reportes con resultados similares donde es posible detectar niveles de 

insulina (0.84 ± 0.3 ng/mL) con la administración de un propóleo de Arabia Saudita 

en ratas diabéticas (36). 

En este estudio se demostró, mediante histología, que el área de los islotes de 

ratones diabéticos tratados con propóleo es mayor en comparación con el grupo de 

ratones diabéticos sin tratamiento. Cabe destacar que existen pocos reportes 

acerca del efecto del propóleo en el área de los islotes, sin embargo, algunos 

autores (143) encontraron, de igual manera, que los islotes de sus grupos de 

ratones diabéticos tratados con un flavonoide (rutina) tienen mayor área que los 

ratones no tratados. Y los resultados de inmunohistoquímica demostraron que en 

los ratones con tratamiento de propóleo se detectó presencia de insulina en los 

islotes. Además, hay poca información sobre el propóleo y la detección de insulina 

mediante inmunohistoquímica, sin embargo, algunos autores (162) reportan que el 

propóleo de Nigeria posee compuestos antioxidantes que pudieran tener efectos 

protectores en las células beta pancreáticas y también pudiera estar actuando 

indirectamente mediante la estimulación de las pocas células beta supervivientes 

para secretar más insulina y de esta manera disminuir los niveles de glucosa en 

sangre.  

La hiperglucemia es un factor responsable del intenso estrés oxidativo en la 

diabetes, y la toxicidad inducida por la autooxidación de la glucosa una de las 

fuentes importantes de especies reactivas de oxígeno. Existen varios mecanismos 

de defensa antioxidantes intra y extracelulares que contrarrestan los efectos 

destructivos de los radicales libres por la atenuación o la inactivación de estos. SOD, 

CAT y GPx son enzimas antioxidantes que juegan un papel vital en la prevención 

de las células a la exposición del daño oxidativo. SOD reduce el radical superóxido 

en peróxido de hidrógeno (H2O2), mientras que CAT y GPx reducen el peróxido de 

hidrógeno a agua y protegen los tejidos contra los radicales hidroxilo reactivos. En 

la diabetes, los altos valores de glucosa pueden inactivar las enzimas antioxidantes 

SOD, CAT y GPx por la glicación de estas proteínas lo que produce estrés oxidativo, 
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el cual supera los mecanismos de defensa antioxidantes del organismo (36, 163, 

164). Por lo que es de gran importancia encontrar compuestos o productos naturales 

que tengan una buena capacidad antioxidante. En este estudio se encontró que el 

extracto de propóleo de Chihuahua posee una buena capacidad antioxidante (CA50 

de 15.75 μg/mL) con base en el criterio que menciona Al-Fatimi (147) que 

concentraciones menores a 96.6 µg/mL para extractos se consideran con capacidad 

antioxidante adecuada. Aunado a esto, se encontró que el extracto tiene 31.4 % de 

fenoles y 6.2 % de flavonoides. A este respecto, se ha reportado que propóleos de 

otros países (China, Egipto, Polonia, Argentina, Australia, China, Hungría, Nueva 

Zelanda, Uruguay, Italia, Rusia y Brasil) contienen fenoles y flavonoides como parte 

importante de su composición química, teniendo una buena capacidad antioxidante 

y además mencionan que existe una correlación directa entre el contenido de 

fenoles y flavonoides y su capacidad antioxidante, ya que se ha demostrado que 

estos compuestos son capaces de eliminar los radicales que interfieren con el 

metabolismo normal de las células, protegiendo a la membrana celular contra la 

peroxidación lipídica (73, 106, 144, 165-170). En cuanto a la actividad de las 

enzimas antioxidantes en este estudio, se encontró que en ratones diabéticos 

tratados con propóleo se incrementó la actividad de cada una de las enzimas 

estudiadas (SOD, CAT y GPx) en comparación los ratones diabéticos sin 

tratamiento. Además, e ha demostrado en investigaciones llevadas a cabo en ratas 

diabéticas, que la administración de un extracto de propóleo de China y de Brasil, 

incrementa la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx (61, 62, 153). Todo lo 

anterior es un mecanismo que contrarresta los daños causados por los radicales 

libres que se producen en eventos de hiperglucemia en la diabetes (171). Esto 

sugiere que el tratamiento con propóleo incrementa la actividad de estas enzimas 

en los ratones diabéticos mejorando el funcionamiento en el sistema antioxidante 

del organismo; disminuyendo así el daño a diferentes tejidos, como las células beta 

de los islotes del páncreas, las cuales son muy susceptibles a los cambios 

oxidativos ya que poseen una baja capacidad antioxidante (62, 172, 173). 

Estos efectos del propóleo de Chihuahua se pueden relacionar con sus 

componentes químicos, ya que al analizar su composición química se encontraron 
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flavonoides como naringina, pinocembrina, naringenina, kaempferol, quercetina, 

acacetina, luteolina y crisina. Existen reportes que señalan que entre los principales 

compuestos del propóleo están los flavonoides, tales como, flavonas, flavonas y 

flavononas (174, 175). También, en estudios realizados en propóleos de China, 

Uruguay, Italia, Rusia y Brasil (extractos metanólicos, acuosos o etanólicos) los 

resultados mostraron que los principales compuestos presentes fueron apigenina, 

luteolina, quercetina, kaempferol, galangina, pinobanksina, epicatequina, 

naringenina, pinocembrina y crisina (109, 152, 169, 170). Los flavonoides son de los 

compuestos que han recibido la mayor atención ya que han surgido como 

alternativas potenciales en enfermedades complejas, como la diabetes, que implica 

alteración en múltiples vías de señalización. Estos están ampliamente distribuidos 

en el reino vegetal y exhiben propiedades farmacológicas distintivas (35). Existen 

reportes de que la administración de flavonoides como quercetina, naringina, 

genisteína o floridzina reducen las concentraciones de glucosa sanguínea, detectan 

insulina en suero o en islotes y aumentan la liberación de insulina, probablemente 

por el cambio del metabolismo del Ca2+, ejerciendo así sus efectos antidiabéticos 

(35, 131, 132, 138, 171, 176). Por otro lado, otro blanco por el cual el propóleo de 

Chihuahua pudiera estar actuando, es a través de su potente capacidad 

antioxidante, de la cual, diferentes trabajos han reportado que la administración de 

quercetina en ratas diabéticas aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes 

SOD, CAT y GPx,  además de proteger la mayoría de las células de los islotes de 

Langerhans, concluyendo que el tratamiento con quercetina previene parcialmente 

la degeneración de las células β, probablemente a través de señales anti-

apoptóticas (61, 62, 132, 133, 153). También, algunos estudios in vitro e in vivo 

reportan que la administración de algunos flavonoides como acacetina, luteolina, 

crisina, kaempferol o naringenina disminuyen los niveles de glucosa en ratas y 

ratones diabéticos inhibiendo la actividad de la enzima α-glucosidasa (122, 124, 

125, 128) y podría ser otro blanco de acción del propóleo. Otros reportes indican 

que la administración de flavonoides como quercetina o naringenina, inducen un 

aumento en la absorción de glucosa en las células del músculo esquelético (119, 

127), probablemente otro blanco de acción del propóleo. También, en diversos 
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estudios se ha reportado que la administración de flavonoides como naringina, 

quercetina o naringenina aumentaron la concentración de la actividad de la enzima 

glucoquinasa hepática y redujeron la actividad de la Glucosa-6-fosfatasa hepática y 

de la enzima PEPCK, sugiriendo que hay una prevención de la progresión de la 

hiperglucemia por el aumento de la concentración hepática de la glucólisis y/o 

mediante la reducción de la gluconeogénesis hepática (35, 119, 129-131, 177). De 

tal manera que los resultados encontrados en esta investigación sugieren que el 

tratamiento con propóleo de Chihuahua, por su alto contenidos de flavonoides, 

podría estar actuando en diferentes blancos para disminuir la hiperglucemia. 

Si bien, el presente trabajo demostró que el propóleo de Chihuahua posee actividad 

antidiabética y antioxidante, sugiriendo que sus efectos están directamente 

relacionados con su composición química ya que la mayoría de los compuestos 

encontrados en el propóleo se han reportado con actividad en los diferentes 

parámetros evaluadas en este trabajo; sin embargo, se requieren de más 

investigaciones que amplíen el conocimiento de todos los efectos biológicos del 

propóleo, efectos adversos y sus mecanismos de acción para su posible aplicación 

en diferentes blancos terapéuticos y poder así apoyar su uso en el control de las 

alteraciones causadas por la diabetes. 

 

8. CONCLUSIONES 

• El propóleo de Chihuahua disminuye los niveles de glucosa sanguínea. 

• Existe presencia de insulina en suero y en islotes pancreáticos en ratones 

diabéticos tratados con propóleo. 

• El propóleo de Chihuahua presenta capacidad antioxidante. 

• El propóleo aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes. 

• Se identificaron algunos flavonoides que forman parte de la composición 

química del propóleo y que se ha reportado que tienen actividad 

hipoglucemiante y antioxidante. 
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Propolis. is a bee-collected natural product that has been proven to have various bioactivities. TIUs study tested the effects of a 
Mexican propolis on streptozotocin-induced diabetes mellitus in a murine modeL The resu1ts showed that an ethanolic extract 
of propolis of Chihuahua (EEPCh) significantly inhibited increases in bIood glucose and the loss of body weight in diabetic 
mice. EEPCh increased plasma insulin leveIs in srZ-diabetic mice, whereas. in untreated diabetic mice~ there was DO detection 
of insulin.. EEPCh had a high antioxidant capadty (SAso = 15.75 pg/rnL) .. which was directly related to the concentrations of 
total pbenols (314mgGAE/g of extract) and fJavonoids (62SmgQElg of extract). In addition. increased activities oflbe enzymes 
superoxide rusmutase,. catalase,. and glutatbione peroxidase were observed in diabetic mice treated with EEPCh.. Compounds such 
as pinocembrin. quercetin. naringin. naring~ kaempferol. acacetin.luteo1in~ and chrysin were identified by HPLC-MS anaiysis. 
1his investigation demonstrated that propolis of Chihuahua possesses hypogIycaemic and antioxidant activities and can a11eviate 
symptoms of diabetes mellitus in mice. Tbese effects mar be directly related to the chemical composition of propolis,. as most ofthe 
compounds identified in propolis are reportedly active in terms of the different parameters evaluated in this work. 

l. Introduction 

Propolis is a resinous, complex apiarian product that is col­
¡ected and produced by honey bees !rom different floral sub­
stances, beeswa:x, and salivary secretions [1]. Propolisis char­
acterized by its contenls of resins (approximatcly 50%), wax 
(30%), essential oiIs (10%), pollen (5%), and other organic 
componenls (5%) [2]. importantly, each propolis varies in 
composition depending on its geographical area of origin 
and Ihe type of flora in Iha! region [3]. Notably, propolis 
possesses a broad spectrum ofbiological activities, including 

antimicmbial. anti-inflarnmatory. antiviraI. cytotoxic. antiox­
idant. and immunomodulatory [4, 5]. In addition, recent 
studies have shown Ihat propolis has hypoglycaemic effects 
and antioxidant capacity [6, 7J-

Diabetes is a chronic metabolic disorder charactenzed 
by hyperglycaemia Ihat presents a major worldwide heallh 
problem [1]. In view of its epidemic proportions, diabetes 
stands out as one of Ihe most urgent medical prohlems of Ihe 
2lstcentury [8]. According lo Ihe World Heallh Organization 
(WHO), in Ihe year 2000, Ihe prevalence of diabeles mellitus 
was 171,000,000. and it is estimated Ihat Ihe prevalence of 
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this disease will reaeh 439,000,000 by 2030 [9]. Diabetes 
mellitus is characterized by absolute OI relative deficiencies 
in insulin secretion and/or insulin action associated with 
chronic hyperglycaemia and disturbances of carbohydrate, 
lipid, and protein metabolism [8]. 

Hyperglycaemia is an important factor responsible for 
intense oxidative stress in diabetes, and the toxicity induced 
by glucose autolddation is likely to be one of tbe impor· 
tant sources of reactive oxygen species. Severa! intra- and 
extracellular antioxidant defence mechanisms ccunteract the 
destructive effects of free radicals by attenuating or inhibiting 
their activities. However, in diabetes mellitus, the oxidative 
stress exceeds the antioxidant defence mechanisms of the 
body [7]. 

Diabetes is associated with the generation of reactive 
oxygen species (ROS), which cause olddative damage to the 
heart, kidneys, eyes, nerves, liver, small and large blood 
vessels, and tbe gastrointestinal system [8]. 

As a result of the plethora of scientific evidence proposing 
the involvement of oxidative stress in the pathogenesis of 
diabetes and its complications, interest has grown in the use 
of natural antioxidants as a new strategy for alleviating the 
oxidative damage associated with diabetes [9]. Therefore, the 
present study aimed to investigate the hypoglycaemie and 
antioxidant activities of EEPCh in a model of experimental 
diabetes. 

2. Material and Methods 

2.1. Chemicals. Streptozotocin (STZ) was purchased from 
Sigma·Al<¡rich (St. Louis, USA) and stored at -20·e. 
Ratlmouse insulin ELISA kits were obtained from EMD Mil· 
lipore. Aluminiúm chloride (AICI,), 2,2·diphenyl·l·picryl· 
hydrazyl (DPPH), Folin- Cioealteu reagent, sodium carbon· 
ate, and ethanol were purchased from Sigma·Aldrich (SI. 
Louis, MO, USA). Authentic flavonoid standards (vanillin, 
quercetin, catechin, luteolin, pinocembrin, chrysin, baicalein, 
myricetin, naringenin, naringin, gallie acid, catechol, api­
genin, acacetin, and kaempferol) were purchased from 
Sigma·Aldrich (SI. Lonis, MO, USA). 

2.2. Biological Materials. Propolis saInples were collected by 
Ing. Martín Baleorta Baeza in November, 2014, from the api· 
ary located in Ejido Concordia, Aquiles Serdán municipality, 
Chihuahua, Chihuahua, Meldeo. 

2.3. Preparation of the Ethanolic Extraer of Propolis of Chi· 
huahua (EEPCh). Tbe propolis extract was obtained by 
maceration at room temperature. Propolis (300 g) was placed 
in a flask containing 1 L of70% ethanol. Next, the solutíon was 
filtered and then distilled under reduced pressure in a rotary 
evaporator [10]. The extraet was plaeed in glass containers 
until evaporabon of the solvent was complete, thus yielding 
tbe ethanol extract of propolis of Chihuahua (EEPCh). Tbe 
yield ofEEPCh was 202.45 g (6Z48%). 

2.4. Experimental Animals. Healthy male adult cm mice 
(seven weeks old) were used. Tbe animals were cared for 
according to the guidelines of the Federal Regulations for 
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Animal Experimentation and Care (NOM·062·Z00·1999, 
Ministry of Agriculture, Mexico), which were approved 
by the Institutional Ethics Committee of the Universidad 
Nacional Autónoma de Mexico, Facultad de Estudios Superi­
ores Iztacala. AH animals were housed with six mice per eage 
and were fed with a standard pellet diet .nd were allowed free 
aceess to water. The animals were maintained at a constant 
temperature (22 ± 2°C) and 50 ± 5% relative humidity with a 
12 h light -dark cyele. 

2.5. Induction of Experimental Diabetes. Diabetes was in­
duced by intraperitoneal injection (Lp.) of a single dose of 
130 mg/kg body weight of streptozotocin (STZ). STZ was 
dissolved in freshly prepared 0.05 M citrate buffer (pH 4.5). 
Afier 72 h, all mice were fasted for 4 h and their blood glucose 
levels were monitored from the tip of the tail vein using 
a glucose kit and an autoanalyser (ACCU·CHEK Active, 
Roche diagnostics). The mice useJ. in the expcriments wen: 
considered diabetic when their fasting blood glucose levels 
were above 250 mg/dL [11]. 

2.6. Experimental Groups and Treatment. Two batches 
(groups) of mice were used, one for immunohistochemistry 
and the other to obtain the homogenates of tbe pancreatic 
tissue. 

The experimental animals were randomly assigned into 
3 groups of six animals each and received the following 
treatments: Group 1, healtby (H); Group I1, diabetics (D); and 
Group I1I, diabetics treated with propolis (D/P) 0.3 g/kg/day 
of propolis [7]. Tbe freshly prepared extraets of propolis were 
orally administered one week after the mice were considered 
as diabetics (g1ucose levels greater than 250 mg/dL). The 
propolis administration was daily for 15 days. Body weights 
and blood glucose levels were measured at 3-day intervals 
afier fasting for 4 h. 

2.7. EJfects 01 EEPCh on B/ood G/ucose Leve/s alld Body 
Weight in Experimental Groups. During the study period of 
15 days, the blood glucose Ievels of the mice were recorded 
every 3 days. Blood was extracted from the tip of tbe tail 
vein after fasting for 4 h, and the blood glucose leveis were 
determined using a glucometer. The body weights of mice 
were also recorded at the same times using an electronic 
balance (ADAM, 120 g x 0.001 g, USA). 

2.8. EJfect of EEPCh on Serum Insulin Levels. Blood was 
collected at tbe end of treatment (day 15) in tubes with· 
out heparin or EDTA and centrifuged at 10,000 rpm for 
5 mino The serum insulin levels were determined using a . 
mouse insulin ELISA kit (EMD Millipore, rat/mouse insulin 
ELISA kit, USA), which quantifies insulin using a sandwich· 
technique enzyme immunoassay. After incubation, the pI ate 
was read at 450 nm in a Bio·Tek EL800 plate reader (Bio· 
Tek). The intensity of the colüur generated was directly 
proportional to the amount of insulin in the sample. 

2.9. EJfects of EEPCh on Pancreatic Islets. At the end of the 
experimental period, tbe animals were sacrificed and each 
pancreas was quickly removed. An incision was made in the 
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abdomen and the liver was lifted to aIIow for observation 
of the bile duet, through whieh 1 mL of Bouin fixative was 
injected. The panereas was then obtained by carefullr eutting 
along the borders of the panereas to separate it from the 
organs to whieh it was adhered. The samples were fixed 
for 24 h at 4' C, the tissues were dehydrated using a graded 
alcohol series, and finaUr, the samples were embedded in 
paraffin (Paraplast, Merek Millipore, USA) following routine 
histological techniques. Each pancreas was cut to 4 mierons 
of thiekness on a rotary mierotome (Leiea, RM2125RT, 
Germany). Irnmunohistochemistryusingan insulin antibody 
(H-86, se-9168; Santa Cruz Bioteehnology, Ine.) was per­
formed to deteet insulin in the panereatie islets of eaeh exper­
imenta! group, and the slides were examined under a light 
microseope (Motio, BA31OE, China) at 40x magnifieation. 

2.10. Antioxidant Capacity ofEEPCh. The antioxidant eapae­
ity ofthe propolis extraet was measured using a DPPH assay 
aeeording to a previously deseribed proeedure [12]. In an 
ELISA plate, 50 f'L of propolis extraet was added at different 
eoncentrations (1-100 f'g/mL) in triplicate. DPPH solution 
(150f'L) was added and the plate was then shalren and kept 
in the dark at room temperature for 30 min at 370 C. The 
absorbance was measured at 540 nm using a Bio-Tek EL800 
plate reader (Bio-Tek). LC-MS grade methanol was used as 
a blank sample, and a DPPH solution (100 f'M) was used 
as the control. Quercetin was used as the reference (positive 
control) under the same conditíons as the problem solutien. 
The antioridant capacity was determined aceording to the 
foUowing equation: 

% reductíon 

= [(absorbanee of eontrol- absorbance of samPle)] (1) 
absorbance of control 

.100. 

The coneentration with 50% antioxidant eapacity (SAso) was 
determined graphica!ly. 

2.11. Total Phenolic Content of EEPCh. The total phenolie 
eontent (TPC) of the propolis extract was determined by 
Folin-Cioca!teu reagent [13]. The sample was tested in trip­
lieate and the absorbance ofthe resulting blue eoloured solu­
tion was measured at 760 run using a UV -Vis speetropho­
tometer (DU 640 Spectrophotometer, Beekman, Brea). The 
total phenolic content was estimated lising a calibration curve 
generated using seria! concentrations of gallic acid (0.00625, 
0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, and 0.2 mg/mL), and tota! phenolies 
were expressed as milligrarns of ga!lic acid equiva!ent per 
grarn of extraet (mg of GAE/g of extraet). 

2.12. Total Flavonoid Content of EEPCh. The total flavonoid 
eontent (TFC) of the propolis extraet was estimated using 
a previously described eolorimetric method based on the 
formation of an aluminium ehloride eomplex [13]. In an 
ELISA plate, 200 f'L of the mixture was added in triplieate 
and the samples were ineubated for 10 min in the dark 

3 

at room temperature. A ealibration curve was generated 
using different eoneentrations (I-100f'g/mL) of quereetin. 
The absorbance was read at 415 nm in a Bio-Tek EL800 
plate reader (Bio-Tek) and the total flavonoid content was 
expressed as milligrams of quereetin equivalent per gram of 
extraet (mg of QE/g of extraet). 

2.13. Effects of EEPCh on Some Parameters ofOxidative Stress. 
At the end of the experimental períod, the animals were 
sacrificed, each pancreas was quiekly removed, and the pan­
creatie tissues were homogenized (100-300 rng) using a Bullet 
Blender (Next Advanee, Ine. USA). The homogenate was cen­
trifuged al 10,000 rpm for 5 min and the eoUeeted supernatant 
was stored at -80"C. The enzyrnatic aetivities of superoxide 
dismutase (SOD), eata!ase (CAT), and glutathione peroxidase 
(GPx) were aII determined using the methods provided by the 
assay kits (Cayman ehemical Company, USA). 

2.14. Analysi, of the Chemical Composition ofEEPCh by High­
Performance Liquid Chromatography (HPLC-DAD). HPLC 
was used to ehemieaUy eharaeterize 30f'L of the propolis 
extraet. The extraet was injected at a eoncentration of 3 rog/ 
mL into a Hewlett-Paekard HP model1l00 series (Hewlett­
Packard, Wilmington DE, USA) !-IPLC equipped with a diode 
array detector (DAD) 1100 operated with ChemStation A0903 
under the following parameters: separation isocratic using 
a mobile phase, methanol: aeetonitrile: water (25: 25: 50) 
acidified with formie acid (1%) for 60 minutes; colwnn, 
Discovery e-lB (250 x 4.6 mm), at 269 bar pressure and 
a temperature range of 22'C-23'C; flow rate, I rnLlmin; 
detector arrar of diodes with detector setting at 260 nm; and 
full scanning of 200-400nm. The constituents were identi­
fied based on a comparison oí the retention time and UV 
speetrum with those of the standard,. 

2.15. Analy,is of the Chemieal Composition ofEEPCh by Liquid 
Chromatography- Mass Spectrometry (HPLC-MS). HPLC­
MS analysis was performed using an Agilent 1200 Infinity 
LC eoupled to an Agilent 6230 TOF with an Agilent Dual 
ESI Source (ESI SG14289023) and Mass Hunter Wokstation 
Software, Version B.05.01, Build 5.01.5125.3 operating in the 
negative ionization mode. Capillary voltage was 4000 V; dry 
gas temperature was 250°C; nitrogen was used as the dry 
gas at a flow rate 6 L/min; nebulizer pressure was 60 psi; 
fragmentor was 200 V; MS range was 50-1300 mi =; MS 
acquisition rate was 1 spectrum/s. 

The chromatographic separation was accomplished using 
a HPLC (Infinity Series 1200, Agilent Technologiest, Ger­
many) equipped with a Kinetex 2.6 u, C1800A eolumn (150 
x 2.1 mm) (Phenomenex, USA). The eolumn temperature 
was maintained at 2S'C. The following gradient program was 
used, along with a mobile phase consisting of water: aceto­
nitrile (90: 10) with 0.1% formic acid (solvent A) and 
methanol: aeetonitrile (90 : 10) with 0.1 % formic acid (solvent 
B). This initial term for 3 min in an isocratic elution is com­
posed of 100% solvent A foUowed by 3-1Imin: 65% A-35% 
B; 11-20 min: 55% A-4S% B; 20-35 min: 100% B; and 25 min: 
100% B, v/v. The flow rate was 0.2 mL/min, and the injection 
volume was 20 f'L (3 mg/roL). 
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FIGURE 1: Effect of propolis on bIoad glucose levels. Results are from 15 days of treatment. Diabetlc mice treated daily with propolis (300 mglkg) 
have decreased glucose leveIs compared with the untreated diabetic group (Figures lCa) and 1eb». The values represent the means of n ::::: 6. 
Significant differences 'were determined with multiple t-tests, P < 0.05. * indicates statistically significant differences with respect to the 
healthy group. 00 indicates statistica11y significant differences with respect to the diabetic group. 

2.16. Statistieal Analysis. AlI data concerning hypoglycaemic 
activity, bodyweight. detection ofinsulin, in vitro antioxidant 
capacity, total phenolic content, total flavonoids content, and 
the antioxidant enzymes activity (SOD, CAT and GPx) were 
expressed as the means ± SD. Statistical differences between 
the treatments and the controls were tested by one-way analy­
sis ofvariance (ANOVA) using the GraphPad-Prism (version 
6.0) statistical analysis software. A difference in the mean 
values of P < 0.05 was considered statisticaIly significant. 

3. Results 

3.1. Effects ofEEPCh on Blood Glucase Levels and Body Weight. 
During the treatment period, diabetic mice showed constant 
hyperglycaemia from day 3 wltil day 15, whereas the group 
of diabetíc mice treated with propolis showed significantIy 
decreased glucose levels from day 9 until the end of the 
treatment periodo In the healthy mice, constant glucose levels 
were maintained below 200 mg/dL (Figure 1). 

It is important to note that the dose used (0.3 g/Kg/day 
of propolis) is not taxic, according to the OECD 423 acute 
toxicitytest [14] (data not shown). 

3.2. Body Weight Monitoring. The administration of propolis 
during the 15 days of treatment showed a considerable 
effect on the weight loss of the diabetic mice. As shown 
in Figure 2(a), the mice that were given propolis showed 
significantly greater body weights of above 30 g compared 
to the diabetic mice, which weighed below 30 g; the healthy 
mice maintained the highest weight at a constant 35 g. At the 
end of !reatment (Figure 2(b)), the weights of the diabetic 
mice treated with propolis (D/P) were significantly different 
compared to those of the diabetic mice. 

3.3. Effects of EEPCh on Serum Insulin Levels. Since a de­
crease in blood glucose levels was found, the insulin levels 
were then determined in the experimental groups. At the end 
of treatment (day 15), the insulin levels (expressed in ng/mL) 
in the group ofhealthy mice (H) showed a value ofO.9 ng/mL, 
whereas in the group of diabetic mice the presence of insulin 
was not detected. In the group of mice treated with propolis, 
insulin levels of 0.3 ng/mL (Figure 3) were recorded, with 
significant differences compared with those of the diabetic 
mice (D). 

3.4. Effeets of EEPCh on Panereatie Islets. After the oral 
administration of propolis. differences in the size of the islets 
were observed. Thus, immunohistochemistry was performed 
to determine whether the islets were still producing insulin. 
In this assay, it was found that the islets in the group of healthy 
mice (H) and the diabetic group treated with propolis (D/P) 
contained insulin, whereas the islets in the group of diabetic 
mice (D) didnotcontain insulin (Figures4(a), 4(b), and4(c». 

3.5. Antioxidant Capacity (SA,o)' Total Phenolie Content 
(TPC), and Total Flavonoid Content (TFC) of EEPCh. 1he 
EEPCh showed a SA,o = 15.75¡<g/mL. According to the litera­
ture. phenols are primarily responsible far antioxidant capac­
ity. 1he total phenolic content of EEPCh was 314 mg GAE/g 
of extract, and the total flavonoid content was 6.25 mg QE/g 
of extracto 

3.6. Effeets of EEPCh on Sorne Parameters of Oxidative Stress 
(SOD, CAT, and GPx). High concentratiolls of glucose in 
diabetes lead to oxidative stress by increasing the levels of 
reactive oxygen species (ROS) and decreasing the antioxidant 
defences of the organismo Therefore, the effects of propolis 
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FIGURE 2: Effect of propolis on body weight of mice. Results from 15 days of treatment are shown. Unlike the group of diabetic mice without 
treatment, the diabeticmicetreated"With propolis daily (300 mg/kg) showedno drastic weightloss (Figures l(a) anu l(b». Thevalues represent 
the means of n = 6. Significant differences were determined with multiple t-tests, P < 0.05. * indicates statistically significant differences 
with respect to the healthy group. 00 indicatcs statistically significant diffcrcnccs v,,.1th rcspcct to the diabctic group. 

on the enzymatic aetivities of enzymes involved in the 
antioxidant system (SOD. CAT. and GPx) were determined at 
the end of treatment (day 15) with propolis (Figure 5) using 
colorimetric methods. As shown in Figure 5. the activities 
of these three enzymes were diminished in the diabetic 
mice. Nevertheless. the miee treated with propolis showed 
inereased enzymatie activities of SOD. CAT. and GPx. This 
is an important result that illdicates a reduction in oxidative 
stress in the D/P group compared with the D group. 

3.7. Analysis ofthe Chemical Composition ofEEPCh by HPLC­
DAD and HPLC-MS. The compounds in the sample were 
identified according to their absorption maxima under low 
ultravlolet 11ght (itmax )' their retention times, and HPLC-MS. 
In total. 8 compounds were identified (Table 1). 

4. Discussion 

Since andent times, propolis has been used extensively by 
humans for its beneficial effects and to treat many diseases 
and conditions. Propolis is a natural remedy and a popular 
alternative medicine for various diseases. Current applica­
tions of propolis include formulations for cold syndromes 
(upper respiratory tract infections. common cold, and flu­
like infections), and dermatological preparations are use­
fuI in wound healing and in treating burns. acne. herpes 
simplex and genitalis. and neurodermatitis [15]. Propolis 
is known to have antibacterial. antifullgal. antioxidant. anti­
inflammatory. antiviral. immunomodulatory. and anti-car­
cinogenic properties [16.17]. 

Propolis is a naturally occurring resinous mixture col­
lected by honey bees from tree buds. sapo and other botanical 
sources. Due to its antiseptic and antimicrobial properties. 
propolis has long been utilized in folkmedicine [18]. Propolis 

Healthy Diabetic 

Treatments 
DiP 

FIGURE 3: Serum insulin levels on day 15 of treatmcnt. Serum 
insulin was detected (0.3 ± 0.02 ng/rnL) in diabetic mice treated 
dailywith propolis (300 rnglkg), whereas untreated mice showed no 
insulin levels. The values represent the means of n = 6. Significant 
differences were determined by ANOVA. * indicates significant 
diffcrences with respect to the healthy group. 00 indicates significant 
diffcrences with respect to the diabetic group (P < 0.05). 

is a highly complex substance; thus, the chemical compo­
sition and bioIogical properties of propolis obtained from 
different regions or countries can be very different [19. 20]. 
Importantly. different extraction processes can also yield dif­
ferent bioactive ingredients [21]. The composition and prop­
erties of propolis may also depend on the bee species that pro­
duced it due to their preferences fer specific plants [22.23]. 

In terms of the hypoglycaemic activity of propolis, several 
studies have shown that propolis from various countries. 
includillg Nigeria. Saudi Arabia, Brazil, and China, can lower 
glucose levels in diabetic rat models [7. 24. 25]. However. to 
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TAl>LE 1, HPLC-DAD and HPLC-MS anaIy5is ofEPCh. 

Name 
RetentiOD time: (mio) l_(nm) Paren< ion (miz) [M-H]- Relative error (ppm) 

HPLC-DAD HPLC-MS 

Naringin 5.7t 17.116 214.282 315.8400 2.98 

Naringenin Z88 24.071 290.325 (sh) 271.0621 -3.18 

Kaempferol 831 26.892 200. 266.366 285.0412 -258 

Quercetin 8.94 23.158 256,372 301.0361 -2.48 

Acacetin 9.40 32.32 210, 268. 324 283.0619 -232 

Luteolin 10.05 22.S! 252,348 285.0774 - 1.98 

Pinocembrin 14.82 30378 290 255.0672 -334 

Chry>in 1758 3J.l75 268,314 253.0509 -1.18 

(a) (b) (e) 

FIGURE 4: Immunohistochemical detection of pancreatic insulin in the different experimental groups. Healthy mice showed insulin 
production (Figure 4(a». whereas untreated diabetic nllce show no insulin production (Figure 4 (b». Tbe oral administratioo of propolis 
to diabetic mire favonrs the production of insulin in the panaeatic islets (Figure 4(c». Rach image is representative of 6 independent 
experiments. Microphotographs (40x). 

our knowledge, fuere areveryfew studiesoffue biological and 
medicinal properties of Mexican propolis. lhus, fue resuIts 
presented here comprise !he fust evidence that a propolis of 
Menean origin has a hypoglycaemic effect. 

lhe Chihuahua propolis sample used in tbis study was 
colleaed from a hive of Apis mellifera honey hees. Treatment 
of diahetic mice wifu an elhanolic extract of this propolis 
fur 15 days decreased blood glucose levels by approximately 
40% compared with fuose IeveIs in untreated diabetic mice. 
In addition, tbis saroe treatrnent prevented decreases in body 
weight of fue mice. lbere are reports fuat fue adminis­
tration of propolis extracts from China and Brazil in rats 
witb streptozotocin-induced diabetes leads to reduced blood 
glucose Ievels and prevents decreases in body weight [6, 251. 

Insulin is a hormone secreted by p-ceIls of fue islets 
of Langerhans in tbe pancreas. One function of insulin is 
to favour the incorporation of glucose into tissues,. thereby 
decreasing blood glucose Ievels [26). lherefore, once fue Chi­
huahua propolis extract was shown to Iower blood glucose 
levels, whefuer tbis effea was related to fue production of 
insulin was evaluated. lbe insulin IeveIs were determined 
in eaeh of fue experimental groups. Insulin was detected 
in diabetic mice treated wifu propolis (03 ± 0.02nglmL), 
whereas in fue group diabetic mice insulin was not deteaeci 
lbe detection of insulin in propolis-treated diahetic mice 
suggests lhat fue administration of Chihuahua propolis may 
have improved fue secretion of insulin by fue p..ceIls of fue 

pancreatic islets. which may have been due to the possi­
bility lhat propolis prevented furlher deterioration of fue 
pancreatic islets. Sorne autbors have suggested that propolis 
from Brazil mows actlvity in removing free radicals; together 
with fue inhibition of ll.-lfJ and nitric oxide syofuase, fuese 
activities are probably fue main factors for tbe protective 
e1fea of propolis [27). In ofuer reports wifu similar results, 
insulin leveIs (0.84 ± 0.3 nglmL) can be detected afrer fue 
administration of propolis from Saudi Arabia in experimental 
groups of diabetic rats [71_ 

Because insulin, a hormone fuat is only produced by fue 
p-cells of fue pancreatic islets, was deteaed, tbe presence 
of insulin in fue pancreatic islets was evaluated in eaeh of 
fue experimental groups. lbe results showed fuat insulin was 
present in fue islets of mice treated wifu propolis. lbere are 
fi:w reports on propolis and insulin detection by immuno­
histochemistry.. Nonetheless, someauthors have reported that 
propolis from Nigeria possesses antioxidant compounds that 
could have indirect protective effects on pancreatic fJ-celis by 
stimuIating the few surviving f}-cells to secrete more insulin~ 
fuereby decreasing blood glucose Ievels [28J. 

Hyperglycaemia is an important factorresponsible for the 
intense oxidative stress in diabetes, and fue toxicity induced 
by glucose autoxidation is an important source of reactive 
oxygen species.. lhere are severa! intra- and extracellular 
antioxidant defence mechanisms that counteract the destruc­
tive effeas of free radicaIs by attenuating or inactivating 
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FIGURE 5: Effects of EEPCh on the enzymatic activities SOD, CAT, and GPx. Diabetic mice treated with propolis (DfP) showed increased 
activities of antioxidant enzymes compared with tbose of untreated roice. Notably, in the treated mice, the CAT activity shows no differences 
relative to that of healthy mice. The values represent the means of n = 6. Significant differences were determined by ANOVA. * indicates 
significant differences with respect to the healthy group. 00 indicates significant differences with respect to the diabetic group (P < 0.05). 

these compounds. SOD, CAT, and GPx are antioxidant 
enzyrnes that play vital roles in preventing the exposure of 
cells to oxidatíve damage. SOD can reduce the superoxide 
radical in hydrogen peroxide (H,O,), whereas CAT and GPx 
reduce hydrogen peroxide to water and protect tissues against 
reactive hydroxyl radicals. In diabetes, high glucose levels can 
inactivate lhe antioxidant enzymes SOD, CAT, and GPx via 
glycation of these proteins, which produces oxidatíve stress 
that overcomes the antioxidant defence mechanisms of the 
body [7, 29] . Therefore, it is of great importance lo identify 
compounds or natural products with good antioxidant capac­
ities. In this study, the Chihuahua propolis extract was found 
to possess good antioxidant capacilies (SAso of I5.75I'g/mL) 
based on AI-Fatimi et al:s criteria for extracts with concentra­
tions lower lhan 96.61'glrnL to be considered as having ade­
quate anlioxidant capacity [30]. In addition, the extract was 
found lo consisl of31.4% phenols and 6.2% flavonoids. Propo­
lis from other countries, such as China, Italy, Russia. and 
Brazil. has been reported to contaín phenols and flavonoids 
as important parts of their chemical compositions. as these 
compounds have good antioxidant capacities. Sorne authors 
also mention that there is a direct correlation between the 
phenol and flavonoid contents and antioxidant capacity, as it 

has been shown that these compounds are able to eliminate 
the radicals that interfere with the normal ceH metabolism, 
thereby protecting the ceH membrane against lipid peroxida­
tion [18,19.31]. In addition, in terms of antioxidant enzyme 
activity. in the propolis-treated diabetic, increases in the 
activities of each studied enzyme (SOD, CAT, and GPx) were 
observed compared with those in the untreated diabetic rnice. 
Research carried out in diabetic rats has demonstrated that 
the administration of separate propolis extracts from China 
and Brazil increased the activity of SOD, CAT, and GPx 
enzyrnes [6,25]. Al! of the effects described above are indis­
pensable for counteracting the clamage caused by free radicals 
that occur in diabetes-induced hyperglycaemia [321. Thus, it 
can be suggested that treatment with propolis increases the 
activity of these enzymes in diabetic mice, and for the antiox­
idant defence system of the body to function well, there must 
be a de crease in the damage to different tissues. including the 
f3-cells of the pancreatic islets, which are very susceptible to 
oxidative changes due to their low antioxidant capacity [6]. 

All of these results can be correlated with the data 
obtained from the chemical composition analysis, which 
showed that Chihuahua propolis is rieh in flavonoids. Some 
of the eompounds identified were naringin, pinocembrin, 
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naringenin. kaempferol, quercetin, acacetin, luteolin, and 
chrysin. There are reports that flavonoids, such as flavones 
and flavonones, are among the main compounds in propo­
lis [18]. Moreover, in studies performed using methano­
líe, aqueous, or elhanolic extracts of propolis from China, 
ItaIy, Russia, and Brazil, the maio compounds identified 
ineluded apigenin, luteolin, quercetin, kaempferol, galan­
gin, pinobanksin, epieatechin, naringenin, pinoeembrin, and 
chrysin [5, 31]. Flavonoids comprise a elass of compounds 
that have received substantial attention fOI their potential 
roles as alternative treatments fOI complex diseases, such 
as diabetes, which implies alterations in multiple signalling 
pathways. Flavonoids are widely distributed in the plant 
kingdom and exhibit distinctive pharmacological properties 
[33]. AB such, Ihe results of the present study suggest that 
treatment with Chihuahua propolis, which contains several 
flavonoids, could affect different targets to lower blood 
glucose levels. Sorne authors have administered flavonoids, 
such as quercetin, naringin, OI genistein, and have reported 
redueed blood glueose eoneentrations. detected insulin in 
serum or islets. and showed increased insulin release; these 
effects likely resulted from ehanges in Ca2+ metabolism, 
thus faeilitating the hypoglycaemic effects of flavonoids [32-
35]. Flavonoíds have the ability to seavenge free radicals 
and chelate metals [36]. Given the hypothesized relation 
between diabetes and inflammation [37] and the potential 
for flavonoids to protect the body against free radicals 
and olher prooxidative compounds [38], it is biologically 
plausible that the eonsumption of tlavonoids or tlavonoid­
rich products may reduce the risk of diabetes compliea­
tions [39, 40]. There is evidence that flavonoids such as 
naringin, a natural tlavanone glyeoside, has been vridely 
used in traditional medicine. Naringin has been reported 
to possess antiapoptotic. antiosteoporosis, antiulcer, antiox­
idant, antí-inflammatory, and anticarcinogenic properties 
[41, 42]. Moreover, emerging data indicate that naringin 
is involved in ameliorating hyperglyeaemia. Naringin pos­
sesses lipid-lowering and insulin-like properties that deerease 
insulin resistance. hyperglyeaemia, and dyslipidaemia [43]. 

Another possible mechanism through wrueh Chihuahua 
propolis might aet is through its potent antioxidant capacity. 
Different studies have reported that the administration of 
quercetin in diabetic rats results in an inerease in the aetivity 
of the antioxidant enzymes SOD, CAT, and GPx, which 
further protect the majority of Langerhans islet cells. 1! was 
thus concluded that quereetin treatment partialiy prevents 
Jl-cell degeneration, probably through antiapoptotic signals 
[34,44]. 

Another possible effect of the Chihuahua propolis extract 
is the deereased absorption of glueose in the intestine vía 
the inhibition of the enzymatic activity of a-glueosidase. 
Different in vítro and in vivo studies have reported that the 
administration of sorne flavonoids, sueh as acacetin, luteolin, 
ehrysin, kaempferol, or naringenin, deereases glucose levels 
in diabetic rats and mice and shows inhibitory effects against 
the enzymatic aetivity of a -glucosidase [45-48]. Addition­
aUy, Chihuahua propolis might also have an effeet on the 
reduction of serum glucose at the muscle level, as mentioned 
in sorne studies. Those researchers administered tlavonoids 
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such as quereetin or naringenin to isolated muscles and 
reported an increase in the uptake of glucose by skeletal 
musele cells as well as the inhibition of the enzyme gIycogen 
phosphorylase [49-51]. 

Chihuahua propolis might lower blood glucose levels 
vía the activity of certain enzymes in the liver, as has been 
reported in several studies. In that previous researeh, the 
administration of flavonoids sueh as naringin, quereetin, 
or naringenin increased the coneentration and activity of 
the hepatic enzyme glucokinase and markedly reduced the 
enzymatic aetivities of hepatic glucose-6-phosphatase and 
PEPCK. These findings suggested that the progression of 
hyperglycaemia is prevented partIy by an inerease in the 
hepatic concentratiol1 of glycolysis and/or by the reduction 
ofhepatie gluconeogenesis [33, 49, 50, 52, 53J. 

Tbis investigation demonstrated that propolis of Chi­
huahua possesses hypoglycaemic and antioxidant activities. 
These effects are directly related to its chemical composition, 
as most of the compounds found in propolis have been 
reported to have activities in terms of the different parameters 
evaluated in this work. However, more research is needed to . 
increase the knowledge of all the biological effec!s of propolis, 
its possible adverse effeets. and its mechanisms of action in 
order to promote the possible use of propolis in different 
therapeutic applications. including counteracting the various 
alterations eaused by diabetes. 
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10. APÉNDICES 

10.1. APÉNDICE 1 

Zona de Colecta 

El apiario donde se realizó la colecta del propóleo de Chihuahua se encuentra 

ubicado en Ejido Concordia en la zona centro de Chihuahua, abarca los municipios 

de Aquiles Serdán y Chihuahua, en las coordenadas 28° 36′ 00″ N y 105° 53′ 00″ O 

(Figura 14). 

Figura 14. Ubicación del apiario donde se realizó la colecta del propóleo de 
Chihuahua. 

 

Esta zona tiene un clima�semiárido, extremoso, con una temperatura máxima de 

40° C y mínima de -7.4° C. Su vegetación está constituida por xerófilas, herbáceas, 

arbustos de diferentes tamaños, entremezclados con algunas especies de agaves, 

yucas y cactáceas leguminosas como el huizache, guamúchil, quiebre hacha, 

zacates, peyote, bonete, hojosas, chaparral espinoso y árboles de mezquite 

(Prosopis) (178).  
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10.2. APÉNDICE 2 

Técnica Histológica 

Una vez que las muestras se fijaron durante 24 h en Fijador de Bouin, se lavaron 

con agua destilada (se les cambió el agua del frasco) de 2 a 3 veces al día, durante 

5 a 7 días o hasta retirar el color amarillo del Fijador de Bouin y posteriormente se 

inició con la deshidratación, impregnación e infiltración del tejido. En el mismo frasco 

donde se encuentran las muestras individualmente, se va agregando (30 mL aprox.) 

y cambiando cada alcohol. 

No. Solvente Tiempo (Horas) 
1 Alcohol 70% 2 h 
2 Alcohol 80% 2 h 
3 Alcohol 90% 2 h 
4 Alcohol 100% 2 h 
5 Butanol I 2 h 
6 Butanol II 2 h 
7 Parafina I 24 h 
8 Parafina II 24 h 

 
 
Formación de bloques de parafina  

Se llena el molde con parafina de inclusión caliente, con una pinza calentada en el 

mechero se toma el tejido y se sumerge hasta la base del molde procurando 

extender el páncreas lo más que se pueda, sin dañar el tejido, en toda la superficie 

del molde. Se deja enfriar la parafina del molde y después se retira el cubo que 

contiene inmerso el tejido. 

Cortes en el micrótomo  

Un día antes de cortar, el bloque se coloca en el congelador para evitar que se 

caliente rápido con la fricción de la navaja, ya que si está caliente el bloque no se 

puede cortar. Colocar la navaja en el micrótomo, colocar el cubo y ajustar el 

portabloques, rebajar el bloque hasta alcanzar el tejido. Los cortes finales tendrán 

un grosor de 5 micras, una vez obtenidos los cortes se colocan en un portaobjetos 

y se agregan unas gotas de Ruyter, desde una orilla del portaobjetos, para extender 

Deshidratación 

Impregnación (aclaración) 

Infiltración 
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el tejido. El portaobjetos con el corte se coloca en una parrilla que está a 53° C (No 

rebasar esta temperatura porque se quema el tejido) y dejarlo aproximadamente 5 

segundos, hasta ver que se extendió el tejido y evitando que se formen burbujas en 

el corte (las burbujas en el corte no permiten una buena tinción porteriormente). 

Tinción con Hematoxilina-Eosina  

Colocar las muestras (portaobjetos) en canastillas y desparafinarlas en la estufa 

durante 3 h aproximadamente, después someterlas al tren de tinción. 

No. Solvente Tiempo 
1 Xilol I 5 min 
2 Xilol II 10 min 
3 Alcohol etílico 100% 10 lavados 
4 Alcohol etílico 90 % 10 lavados 
5 Alcohol etílico 80% 10 lavados 
6 Alcohol etílico 70 % 10 lavados 
7 Agua corriente 10 lavados 
8 Hematoxilina 5 min 
9 Agua corriente 10 lavados 

10 Alcohol ácido 1 lavado 
11 Agua corriente 10 lavados 
12 Carbonato de litio 1 lavado o hasta que vire 
13 Agua corriente 1 lavado 
14 Alcohol etílico 100% 10 lavados 
15 Eosina 7 min 
16 Alcohol etílico 70% 10 lavados 
17 Alcohol etílico 80% 10 lavados 
18 Alcohol etílico 90% 10 lavados 
19 Alcohol etílico 100% 10 lavados 
20 Xilol I 10 lavados 
21 Xilol II Hasta que se monte 

 

Montaje 

Concluido el proceso de tinción de los cortes, se procedió al montaje de los mismos. 

Este procedimiento consiste en colocar encima del corte una gota de resina sintética 

(sustancia adherente, marca HYCEL) y después, muy cuidadosamente colocar 

encima un cubreobjetos, procurando que no queden burbujas de aire. A 
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continuación se deja secar la resina para que adquiera solidez suficiente y observar 

las muestras.  

Preparación de reactivos 

Fijador de Bouin 

El Fijador de Bouin se prepara con tres reactivos, ácido pícrico, formaldehído y ácido 

acético glacial. Primero se prepara el ácido pícrico que se va a utilizar para preparar 

el Fijador de Bouin. 

Ácido pícrico 
- Preparar 0.25 g de ácido pícrico en 2 L de agua destilada. 
 
Para preparar el Fijador de Bouin se utilizan las cantidades de los tres reactivos de 

la siguiente tabla y después se  guarda a 4° C. 

Reactivo Cantidad (mL) 
Ácido pícrico 750 mL 

Formaldehído al 37% 250 mL 
Ácido acético glacial 50 mL 

 

Ruyter 

El Ruyter se prepara con dos soluciones, la solución A y la solución B. Primero se 

prepara la albúmina glicerinada que se va a utilizar en la solución A. 

Albúmina glicerinada 
- Albúmina – Glicerina 1:1 (proporción 1 mL y 1 mL). 
Vaciar una clara de huevo de gallina en una probeta y agregar el mismo volumen 
de glicerina. Guardar a 4° C, dura aprox. 6 meses. 

 
Solución A: 
- Albúmina glicerinada (20 gotas). 
- Agua destilada (80 mL). 
 
Solución B: 
- Acetona (20 mL). 
- Benzoato de metilo (20 gotas). 
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Adicionar la solución A en la solución B (en ese orden), gota a gota y muy 

lentamente, pues de no hacerlo se forma un precipitado. Guardar en un frasco 

ámbar a 4° C, dura aprox. 1 año. 

Hematoxilina 

- A 1 L de hematoxilina (HYCEL) se le agregan 4 mL de ácido acético glacial (J. T. 

Baker). 

Eosina 

- Solución matriz 
Preparar 1 g de eosina Y en 20 mL de agua destilada y después añadir 80mL de 
etanol al 95%. 
 
- Solución diaria 
A 1 parte de solución matriz, añada 3 partes de etanol al 80% y 0.5 mL de ácido 
acético glacial por cada 100 mL de colorante. 
 

Alcohol ácido al 1% 

- 1 mL de ácido clorhídrico en 99 mL de etanol al 70%. 

 
Carbonato de litio 

Solución al 0.5% 
- 0.5 g de carbonato de litio en 100 mL de agua destilada. 
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10.3. APÉNDICE 3 

Técnica de inmunohistoquímica 

Para realizar la técnica de inmunohistoquímica, los tejidos se procesan de igual 

manera que en la técnica de histología hasta obtener las muestras en bloques de 

parafina. Para esta técnica se tienen que colocar los cortes de tejido en portaobjetos 

lisinados o electrocargados.  

Cortes en el micrótomo  

Un día antes de cortar, el bloque se coloca en el congelador para evitar que se 

caliente rápido con la fricción de la navaja, ya que si está caliente el bloque no se 

puede cortar. Preparar el baño de flotación antes de cortar (1 L de agua destilada + 

0.5 g de grenetina). Colocar la navaja en el micrótomo, colocar el cubo y ajustar el 

portabloques, rebajar el bloque hasta alcanzar el tejido. Los cortes finales tendrán 

un grosor de 4 micras, una vez obtenidos los cortes se colocan con mucho cuidado 

en el baño de flotación para extender el tejido y después se agarra (se pesca) con 

el portaobjetos, para posteriormente dejarlos secar. 

Procedimiento de Inmunohistoquímica 

Colocar las muestras (portaobjetos) en canastillas y desparafinarlas en la estufa 

durante 30 minnutos, después someterlas al tren de alcoholes para terminar de 

desparafinarlas. 

Alcohol Tiempo 
Xilol I 3-5 baños 
Xilol II 3-5 baños 
Xilol III 3-5 baños 

Alcohol etílico 100 % I 3-5 baños 
Alcohol etílico 100% II 3-5 baños 

Alcohol etílico 96 % 3-5 baños 
Agua bidestilada 3-5 baños 

 

Posteriormente se colocan los portaobjetos en unos recipientes especiales de 

plástico (copling) y se le agrega la solución recuperadora (Buffer de Citratos) hasta 
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cubrir los portaobjetos. Después, poner los copling en una olla de presión que se 

calienta con un mechero (a la olla agregarle agua, (500 mL aprox.), abajo poner una 

rejita y el agua tiene q ir 2 cm arriba aprox.). Esperar a que se caliente y alcance la 

presión, cuando suene la olla, contar 5 min y después esperar a que se enfríe la olla 

sola. Posteriormente, se abre la olla, se sacan los copling para abrirlos con cuidado 

y después se va sacando y enjuagando cada portaobjetos con agua bidestilada de 

una piceta, para pasarlos a otro copling que contiene agua bidestilada. Después, se 

van montando uno por uno los portaobjetos en los coverplate de los racks. La 

laminilla se saca del copling, se coloca a un lado, al coverplate se le agrega PBS 

evitando burbujas, colocar el portaobjetos con el tejido hacia el coverplate, 

atorandolo en los círculos que tiene el coverplate, apretarlo con los dedos y colocar 

el coverplate en los racks. Posteriormente, se le agrega PBS hasta llenar cada 

coverplate y se deja 5 min. No se tapa el rack. Transcurrido el tiempo, se realiza el 

bloqueo de la peroxidasa endógena, para lo cual se agregan 10 gotas de peróxido 

de hidrógeno (Kit) y se deja durante 10 min. No se tapa el rack. Después, se 

enjuaga agregando PBS hasta el tope y dejar durante 5 min. Enjuagar nuevamente 

con PBS y dejar y 5 min más. Posteriormente, se agregan 100 μL del anticuerpo 

primario ya preparado a cada portaobjetos y se incuba durante 45 min. De aquí en 

adelante si se tapa el rack. Después, se enjuaga con PBS y se deja durante 5 min. 

Transcurrido el tiempo, se le agregan 8 gotas del anticuerpo secundario a cada 

portaobjetos y se incuba durante 30 min. Posteriormente, enjuagar con PBS y dejar 

durante 5 min. Después, agregar 8 gotas de estreptavidina (Kit) a cada 

portaobjetos e incubar 30 min. Transcurrido el tiempo, se enjuaga con PBS y se 

deja durante 5 min. Posteriormente, se sacan los portaobjetos del rack y se colocan 

en una canastilla con agua bidestilada. Después, se va sacando cada uno de los 

portaobjetos de la canastilla y se le agregan 3 gotas del cromógreno DAB (viene 

en el kit pero se prepara; 1 mL de diluyente (Kit) y 1 gota de DAB). Se prepara casi 

al momento de utilizar. Al observar que el tejido del portaobjetos cambia a color café 

claro, se enjuaga el portaobjetos con agua bidestilada de una piceta y se coloca en 

una canastilla que contiene agua bidestilada. Y después se vuelven a someter los 

portaobjetos a diferentes lavados, como se muestra en la siguiente tabla. 
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Solvente Tiempo 
Hematoxilina 5-8 seg. o 8 lavados 

Agua corriente 10 lavados 
Agua corriente 10 lavados 

Agua amoniacal 10 lavados 
Agua corriente 10 lavados 

Alcohol etílico 96 % I 10 lavados 
Alcohol etílico 96 % II 10 lavados 
Alcohol etílico 100 % I 10 lavados 
Alcohol etílico 100% II 10 lavados 

Xilol I 10 lavados 
Xilol II 10 lavados 
Xilol III 10 lavados 

 
Por último, el montaje de las muestras se realiza de la misma manera que en la 

técnica de histología. 

NOTA: Lavar los coverplate y los racks solo con agua bidestilada y dejar secar a 

temperatura ambiente. 

 

Preparación de reactivos 

Solución recuperadora (Buffer de Citratos) 

La solución se compra concentrada (Target Retrieval Solution, 10X, Dako) y se 

diluye con PBS 1X para obtener una solución recuperadora a una concentración de 

1X. Ésta solución se prepara un día antes de usar. 

- A 100 mL de solución recuperadora agregarle 900 mL de PBS 1X y mezclar 

perfectamente. 

PBS 10X (solución madre) 

Para preparar 1 litro de PBS 10X: 
 
- 80 g de Cloruro de Sodio (NaCl) 
- 2 g de Cloruro de Potasio (KCl) 
- 11.5 g de Fosfato de Sodio Dibásico (Na2HPO4) 
-2 g de Fosfato de Potasio Monobásico (KH2PO4) 
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Disolver en agua destilada agregando uno a uno los reactivos y aforar a 1 litro, 

almacenar a 4°C. 

PBS 1X (solución para usar) 

Para preparar 1 L de PBS 1X: 

- Se toman 100 mL de la solución madre de PBS 10X que se preparó previamente 

y se le agregan 900 mL de agua destilada, mezclar perfectamente. Posteriormente, 

se coloca el PBS 1X en frascos para esterilizarlos en el autoclave, si así se requiere. 

Almacenar a 4° C. 

Anticuerpo primario (anticuerpo anti-insulina de conejo) 

El anticuerpo de Insulina (H-86) es un anticuerpo policlonal de conejo que reconoce 

los aminoácidos 25-110 de insulina de origen humano. Insulin (H-86): sc-9168, 

Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

 

Los demás reactivos utilizados en esta técnica, se preparan dependiendo del Kit 

que se compre, en este caso se utilizó el Kit LSAB+ System-HRP; K0679, Dako. 
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10.4. APÉNDICE 4 

Determinación de la actividad de la superóxido dismutasa (SOD) 

Las superóxido dismutasas (SODs) son metaloenzimas que catalizan la 

dismutación del anión superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular y 

por lo tanto forman una parte crucial del mecanismo de defensa antioxidante celular. 

El Kit de ensayo de Cayman de Superóxido dismutasa utiliza una sal de tetrazolio 

para la detección de radicales superóxido generados por la xantina oxidasa e 

hipoxantina. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima necesaria 

para exhibir 50% de dismutación del radical superóxido. Se utilizaron placas de 96 

pozos de polivinilo. Se añadieron 200 μL del Radical Detector diluido y 10 μL de los 

estándares y las muestras en los pozos de la placa. Iniciar las reacciones mediante 

la adición de 20 μL de xantina oxidasa diluida a todos los pocillos que se está 

utilizando. Agitar con cuidado la placa durante unos segundos para mezclar y tapar 

con la cubierta de la placa. A continuación, se incuba la placa en un agitador durante 

20 min a temperatura ambiente. Después de la incubación se leyó la absorbancia a 

440-460 nm en un lector de placas de Bio-Tek EL800 (Bio-Tek). La densidad óptica 

fue inversamente proporcional a la actividad enzimática. La actividad se expresó 

como unidades por mililitro (U/mL). Los reactivos utilizados en esta técnica, se 

preparan dependiendo del Kit que se compre, en este caso se utilizó el Kit (Cayman 

Chemical Company; 706002). 
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10.5. APÉNDICE 5 

Determinación de la actividad de catalasa (CAT) 

La catalasa es una enzima antioxidante que está involucrada en la detoxificación 

del peróxido de hidrógeno (H2O2), una especie reactiva de oxígeno (ROS), que es 

un producto tóxico. Esta enzima cataliza la conversión de dos moléculas de H2O2 a 

oxígeno molecular y dos moléculas de agua (actividad catalítica). El Kit de ensayo 

de catalasa de Cayman utiliza la función peroxidatica de CAT para la determinación 

de la actividad enzimática. El método se basa en la reacción de la enzima con 

metanol en presencia de una concentración óptima de H2O2. El formaldehído 

producido se mide colorimétricamente con 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-

triazol (Purpald) como cromógeno. Purpald forma específicamente un heterociclo 

bicíclico con aldehídos, que, en los cambios de oxidación, de incoloro da un color 

púrpura (179, 180). Se utilizaron placas de 96 pozos de polivinilo. Se añadieron 100 

μL de Buffer de Ensayo diluido, 30 μL de metanol y 20 μL de los estándares, la 

catalasa diluida (control) y las muestras en los pozos de la placa. Iniciar las 

reacciones mediante la adición de 20 μL de peróxido de hidrógeno diluido a todos 

los pozos que se están utilizando. Luego tapar la placa con la cubierta de la placa y 

se incuba en un agitador durante 20 min a temperatura ambiente. Después, añadir 

30 μL de hidróxido de potasio diluido a cada pozo para terminar la reacción y luego 

añadir 30 μL de Purpald (cromógeno) a cada pozo. A continuación, tapar la placa 

con la cubierta de la placa e incubar durante 10 min a temperatura ambiente en el 

agitador. Después, añadir 10 μL Periodato de potasio a cada pozo. A continuación, 

tapar con la cubierta de placa e incubar 5 min a temperatura ambiente en un 

agitador. Después de la incubación, se leyó la absorbancia a 540 nm en un lector 

de placas de Bio-Tek EL800 (Bio-Tek). La densidad óptica fue inversamente 

proporcional a la actividad enzimática. Los reactivos utilizados en esta técnica, se 

preparan dependiendo del Kit que se compre, en este caso se utilizó el Kit (Cayman 

Chemical Company; 707002). 
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10.6. APÉNDICE 6 

Determinación de la actividad de glutatión peroxidasa (GPx) 

La glutatión peroxidasa (GPx) cataliza la reducción de hidroperóxidos, incluyendo 

peróxido de hidrógeno, por la reducción de glutatión y las funciones para proteger a 

la célula del daño oxidativo. El Kit de ensayo de GPx de Cayman mide la actividad 

de GPx indirectamente por una reacción acoplada con la glutatión reductasa (GR). 

El glutatión oxidado (GSSG), producido después de la reducción de hidroperóxido 

por GPx, se recicla a su estado reducido por GR y NADPH. La oxidación de NADPH 

a NADP+ se acompaña de una disminución de la absorbancia a 340 nm. En 

condiciones en que la actividad GPx es limitante de la velocidad, la velocidad de 

disminución de la absorbancia a 340 nm es directamente proporcional a la actividad 

de GPx en la muestra (181). Se utilizaron placas de 96 pozos de polivinilo. Se 

añadieron 100 μL de Buffer de ensayo, 50 μL de la mezcla de Co-sustrato, y 20 μL 

de GPx diluido (control) y las muestras en los pozos de la placa. Iniciar las 

reacciones mediante la adición de 20 μL de hidroperóxido de cumeno a todos los 

pozos que se están utilizando. Luego agitar cuidadosamente la placa durante unos 

segundos para mezclar y después se leyó la absorbancia a 340 nm en un lector de 

placas de Bio-Tek EL800 (Bio-Tek). La densidad óptica fue inversamente 

proporcional a la actividad enzimática. Los reactivos utilizados en esta técnica, se 

preparan dependiendo del Kit que se compre, en este caso se utilizó el Kit (Cayman 

Chemical Company; 703102). 
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10.7. APÉNDICE 7 

Contenido de Fenoles Totales (CFT) 

Método modificado de Singleton (182) 

La concentración de fenoles totales (CFT) se mide por espectrofotometría en base 

a una reacción colorimétrica de óxido-reducción, para ello el agente oxidante que 

se utiliza es el reactivo de Folin-Ciocalteu. El reactivo consiste en una mezcla de 

fosfomolibdato y fosfotungstato (coloración amarilla), en el cual el molibdeno y el 

tungsteno se encuentran en estado de oxidación 6+. La reducción con ciertos 

agentes reductores genera la formación de molibdeno y tugsteno con un promedio 

de estado de oxidación entre 5+ y 6+, formando una solución azul.  

Se prepara una curva de calibración con ácido gálico, el cual es una pequeña 

molécula que por su estabilidad y su estructura fenólica, presenta un grupo benceno 

unido a un grupo -OH. Se utiliza para evaluar la cuantificación de fenoles totales 

(183).  

Se utiliza una solución estándar de ácido gálico de 0.2 mg/mL (se pesa 1 mg de 

ácido gálico en 5 mL de agua destilada, para que quede a la concentración de 0.2 

mg/mL). A partir de esta solución se toman las alícuotas correspondientes para 

obtener las concentraciones seriadas de ácido gálico (0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 

0.1 y 0.2 mg/mL), a cada una se le agrega el volumen correspondiente de agua 

destilada para obtener las concentraciones mencionadas a un volumen final de 1 

mL. Tabla. 

Para el análisis de fenoles totales del extracto, se prepara una solución estándar 

(0.2 mg/mL; se pesa 1 mg de extracto en 5 mL de metanol, para que quede a la 

concentración de 0.2 mg/mL), se toma una alícuota de 250 µL de esta y se agregan 

750 µL de agua destilada, para obtener un volumen final de 1 mL a una 

concentración de 0.05 mg/mL.  

A continuación se adicionan 500 µL de reactivo Folin-Ciucalteu. Después de 5 min 

se añaden 1.5 mL de una solución de Carbonato de Sodio (Na2CO3) (200 g/L). 
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Después de 2 h de reacción a temperatura ambiente se determina la absorbancia a 

760nm. Cada concentración se determina por triplicado. 

Finalmente se grafica la concentración contra la absorbancia para obtener la curva 

patrón de ácido gálico, se realiza un análisis de regresión lineal y se interpola la 

absorbancia de la muestra a evaluar. Los resultados se expresan como equivalentes 

de ácido gálico o bien en porcentaje. 

Curva patrón de ácido gálico. 

Tubo B 
(blanco) 

[Ácido gálico] 
mg/mL μL patrón μL agua 

destilada 
mL agua 
destilada 

1 0.00625 31.25 (31) 968.75 (968.5) 7 
2 0.0125 62.5 937.5 7 
3 0.025 125 875 7 
4 0.05 250 750 7 
5 0.1 500 500 7 
6 0.2 1000 0 7 

P (problema) - 250 750 7 
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10.8. APÉNDICE 8 

Contenido de Flavonoides Totales 

Método de Dowd (145) 

El contenido de flavonoides totales se determina usando una curva patrón con 

quercetina (0-100 µg/mL). 

PREPARACIÓN DE SOLUCIÓN STOCK: 

1 mg de quercetina - 1 mL de MeOH 

Considerando que el volumen total de solución STOCK es 1785 µL, se emplearán 

2 mg de quercetina en 2 mL de MeOH. 

Curva patrón de quercetina. 

[quercetina] 
µg/mL 

µL STOCK µL MeOH mL AlCl3 al 2% 

1 3 2997 3 
2 6 2994 3 
3 9 2991 3 
4 12 2988 3 
5 15 2985 3 
6 18 2982 3 
7 21 2979 3 
8 24 2976 3 
9 27 2973 3 

10 30 2970 3 
20 60 2940 3 
30 90 2910 3 
40 120 2880 3 
50 150 2850 3 
60 180 2820 3 
70 210 2790 3 
80 240 2760 3 
90 270 2730 3 

100 300 2700 3 
Problema 3 mL 0 3 

 

 



 94 

PREPARACIÓN DEL EXTRACTO EN SOLUCIÓN: 

Concentración a probar: 0.2 mg – 1 mL de MeOH 

0.2 mg – 1 mL de MeOH 

X – 3mL de MeOH 

X= 0.6 mg de extracto a probar en 3 mL de MeOH. 

Considerando que no se puede pesar 0.6 mg en la balanza analítica, se pesa 1 mg 

de extracto y se disuelve en 5 mL de metanol para que quede a la concentración de 

0.2 mg/mL. Para comenza la reacción se utiliza cloruro de aluminio (AlCl3) al 2% en 

metanol.  

En una placa de ELISA se adicionarán 200 μL de la curva de quercetina a diferentes 

concentraciones (1-100 μg/mL) y de la solución muestra (extracto) por triplicado. Se 

tiene que agregar también por triplicado el metanol, el cloruro de aluminio con 

metanol (preparado), la solución de extracto con metanol, la solución de extracto 

con metanol mas cloruro de aluminio (toda la reacción), para realizar diversas 

fórmulas y poder obtener los resultados del contenido total de flavonoides en el 

extracto.  

 

LECTURA: 

- Después de 10 min de reacción a temperatura ambiente se determina la 

absorbancia a 415 nm.  

 

-  Los resultados se expresan como equivalentes de quercetina/g de extracto 

(eqQ/g).  
 

 

 

 

 

 



 95 

10.9. APÉNDICE 9 

Capacidad antioxidante (146) 

Método de reducción del radical 2.2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) 

La capacidad antioxidante se evaluó midiendo el grado de decoloración 

(desvanecimiento del color violeta intenso a amarillo claro), de una solución 

metanólica de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) por la adición del compuesto activo 

a diferentes concentraciones, por medio de espectrometría UV-VIS.  

Preparación del Stock 

Se prepara un stock del extracto, pesar 5 mg de muestra y disolverlos en 5 mL de 

metanol (MeOH) grado HPLC. 

Las concentraciones del extracto o fracción a probar serán las siguientes 1, 2, 4, 6, 

8, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 μg/mL. Las cuales se prepararan 

siguiendo la tabla, en frascos de 1 mL.  

Del stock  (5 mg de muestra en 5 mL) 

μg/mL μL de Stock μL de MeOH 
1 4 996 

2 8 992 

4 16 984 

6 24 976 

8 32 968 

10 40 960 

15 60 940 

20 80 920 

25 100 900 

30 120 880 

40 160 840 

50 200 800 

60 240 760 

70 280 720 

80 320 680 

90 360 640 

100 400 600 



 96 

Preparación del DPPH. 

- Para preparar 100 mL de DPPH: 

Se pesa 0.0039 g (0.004 g) de DPPH en 100 mL de MeOH grado HPLC. 

- Para preparar 50 mL de DPPH: 

Se pesa 0.0019 g (0.002 g) de DPPH en 50 mL de MeOH grado HPLC. 

 

Se coloca en un matraz aforado y se cubre con papel aluminio. Es importante utilizar 

guantes al preparar el DPPH y al ponerlo en los pozos. 

En una placa de ELISA se adicionarán 100 μL de la solución problema a diferentes 

concentraciones (1-100 μg/mL) por triplicado, posteriormente a cada pozo con las 

concentraciones señaladas, se adicionaron 100 μL de una solución metanólica de 

DPPH cuya concentración final fue de 100 μM; inmediatamente se protege de la luz 

envolviendo la placa con papel aluminio y se mantendrá en agitación constante 

durante 30 min a 37 ° C. Una vez transcurrido el tiempo se determinó la absorbancia 

a 540nm en un lector de ELISA SLT Spetra. Como blanco se utilizó metanol grado 

HPLC (100 μL por triplicado), como control negativo fue utilizada una solución de 

DPPH (100 μL por triplicado) y como control positivo se usa quercetina a las mismas 

condiciones que el compuesto problema. Los valores de la capacidad antioxidante 

se determinaron de acuerdo con la siguiente ecuación: 

% de reducción = (C-E/C)*100.  

En donde:  

C= Absorbancia del control (DPPH) 

E= Absorbancia de la muestra (DPPH + compuesto problema). 

 

La concentración que conduce a un 50% de la capacidad antioxidante (CA50) se 

determinó gráficamente. 
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10.10. APÉNDICE 10 

Capacidad antioxidante de las fracciones del propóleo 

Método de reducción del radical 2.2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH). Método 
modificado de Franco, 2006(146). 

Para evaluar la capacidad antioxidante de cada una de las fracciones del extracto, 

se siguió la misma metodología utilizada en la evaluación del propóleo completo, 

modificando solamente las concentraciones a evaluar. 

Preparación del Stock 

Se prepara un stock cada una de las fracciones a probar, pesar 5 mg de la fracción 

y disolverlos en 5 mL de metanol (MeOH) grado HPLC. 

Las concentraciones de la fracción a probar serán las siguientes 30, 50, 100, 300, 

500 y 700 μg/mL. Las cuales se prepararan siguiendo la tabla, en frascos de 1 mL.  

Del stock  (5 mg de la fracción en 5 mL) 

μg/mL μL de Stock μL de MeOH 

30 30 970 
50 50 950 

100 100 900 
300 300 700 
500 500 500 
700 700 300 

 

El DPPH se utiliza y prepara a la misma concentracion que en la técnica anterior, 

ademas, el procedimiento para colocar en la placa de ELISA las diferentes 

concentraciones de la fracción a probar también sigue como marca la técnica 

previamente descrita (APÉNDICE 9).  
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10.11. APÉNDICE 11 

Tiempo de retención y lmáx de cada uno de los compuestos identificados mediante 

HPLC en cada una de las fracciones obtenidas en la Cromatografía en columna del 

Propóleo de Chihuahua. 

Fracción Pico 
identificado 

TR 
(min) lmáx (nm) Compuesto 

2 1 6.64 216, 274 Cafeína  
4 1 15.95 210, 228, 290 Pinocembrina 
7 1 9.82 210, 228, 290 Pinocembrina 

10 1 9.70 214, 230, 290 Pinocembrina 
11 1 10.42 220, 292 Naringenina 

12 1 4.00 214, 256 Genisteína 
2 8.88 210, 228, 290 Pinocembrina 

13 1 9.60 210, 228, 290 Pinocembrina 
13A 1 9.02 210, 228, 290 Pinocembrina 

13B 1 9.75 214, 228, 290 Naringenina 
2 16.37 210, 230, 290 Pinocembrina 

14 1 9.07 210, 228, 290 Pinocembrina 
14A 1 9.46 210, 228, 290 Pinocembrina 
15 1 9.95 210, 228, 290 Pinocembrina 

15A 1 9.92 210, 228, 290 Pinocembrina 
15B 1 10.11 210, 228, 290 Pinocembrina 
15C 1 9.70 210, 228, 290 Pinocembrina 
15D 1 9.90 210, 228, 290 Pinocembrina 
16 1 9.02 210, 228, 290 Pinocembrina 

16A 1 8.57 210, 228, 290 Pinocembrina 
16B 1 8.52 210, 228, 290 Pinocembrina 

17 1 9.23 210, 228, 290 Pinocembrina 
2 11.45 212, 294 Pinocembrina 

18 1 8.87 216, 230, 296 Naringenina 
2 10.11 210, 292 Pinocembrina 

18B 

1 8.37 210, 228, 290 Pinocembrina 
2 8.81 212, 228, 294 Pinocembrina 
3 10.23 212, 230, 294 Pinocembrina 
4 12.63 210, 230, 292 Pinocembrina* 
5 14.71 212, 296 Pinocembrina 

19 1 12.09 210, 266, 314 Crisina 
2 15.27 208, 266, 326 Crisina* 

19B 1 13.24 210, 266, 314 Crisina 

20 1 8.51 204, 256, 268, 358 Kaempferol* 
2 13. 56 210, 268, 314 Crisina 

20A 1 5.20 214, 228, 290 Naringenina 
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2 7.97 210, 266, 348 Apigenina 
3 8.78 204, 256, 268, 354 Kaempferol 
4 14.32 208, 268, 318 Crisina 

20B 

1 5.23 212, 226, 290 Naringina 
2 8.04 208, 266, 344 Apigenina* 
3 8.94 204, 254, 268, 354 Luteolina 
4 14.41 210, 268, 316 Crisina 
5 19.08 212, 268, 336 Acacetina* 

20C 

1 5.13 212, 226, 290 Naringina 
2 7.74 210, 266, 344 Apigenina 
3 8.55 204, 254, 268, 356 Luteolina  
4 13.71 210, 268, 316 Crisina 

20D 

1 4.74 212, 288 Naringenina 
2 5.02 212, 230, 290 Naringenina 
3 8.24 204, 254, 266, 354 Quercetina 
4 13.11 210, 268, 314 Crisina 
5 16.78 266, 348 Acacetina 

21 1 4.69 210, 286 Naringenina 
2 12.75 210, 268, 314 Crisina 

21A 
1 8.63 210, 230, 290 Pinocembrina 
2 12.57 210, 268, 314 Crisina 
3 16.03 268, 348 Acacetina 

22 1 3.22 222, 298 Naringenina 

23 
1 3.29 222, 266, 296 Naringenina 
2 7.01 224, 266, 370 Kaempferol 
3 7.37 206, 266, 304 Apigenina 

23A 

1 3.34 220, 298, 308 Naringenina 
2 7.60 266, 368 Kaempferol 
3 14.45 266, 350 Crisina 
4 22.42 204, 272, 332 Acacetina 

24A 1 3.84 224, 284 Naringina 
2 7.28 266, 366 Kaempferol 

25 

1 3.86 226, 284 Naringina 
2 6.30 228, 288 Pinocembrina 
3 7.32 268, 368 Kaempferol 
4 8.13 202, 256, 370 Quercetina 

25A 
1 3.81 226, 286 Naringina 
2 6.91 266, 368 Kaempferol 
3 7.64 202, 254, 372 Quercetina 

26 1 11.01 260, 354 Kaempferol 

26A 
1 4.51 210, 282 Catequina 
2 6.36 214, 286 Acido gálico 
3 14.08 206, 226, 266, 328 Crisina 

27 1 4.27 204, 288 Catequina 
2 5.41 204, 264, 324 Catequina 
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3 6.81 202, 264, 370 Kaempferol 
4 7.53 204, 254, 370 Quercetina 
6 10.84 262, 250 Kaempferol 

27A 
1 7.27 266, 366 Kaempferol 
2 8.10 204, 254, 368 Quercetina 
4 11.74 262, 352 Kaempferol 

28 1 11.68 260, 352 Kaempferol 
28A 1 11.73 262, 354 Kaempferol 
29 1 10.41 260, 350 Kaempferol 

29A 1 6.04 216 Catequina 
2 6.90 216, 268 Catequina 

30 1 11.49 260, 300, 352 Kaempferol 

30A 1 10.95 204, 256, 270, 356 Kaempferol 
2 11.52 262, 300, 352 Kaempferol 

31 
1 4.46 214, 286 Catequina 
2 10.30 210, 264, 312 Crisina 
3 11.08 262, 300, 352 Kaempferol 

31A 

1 5.46 202, 292 Catequina 
2 9.11 210, 264, 320 Crisina 
3 10.86 204, 256, 268, 358 Quercetina 
4 11.47 202, 260, 350 Kaempferol 

32 1 6.38 210, 230, 286 Naringenina* 
2 9.39 210, 264, 316 Crisina 

32A 1 9.22 210, 264, 320 Crisina 

33 
1 6.34 214, 282 Catequina 
2 11.06 204, 256, 270, 358 Quercetina 
3 11.63 260, 300, 350 Kaempferol 

34 1 11.03 202, 256, 268, 358 Kaempferol 
35 1 6.13 216, 286 Catequina 
36 1 11.13 206, 256, 270, 358 Kaempferol 

37 1 3.65 224, 284 Naringina* 
2 10.56 204, 256, 270, 358 Kaempferol 

38 1 4.30 226, 284 Naringenina 
2 11.27 206, 258, 270, 358 Kaempferol 

39 
1 4.36 226, 284 Naringina 
2 11.81 204, 256, 270, 356 Kaempferol 
3 12.41 260, 352 Kaempferol 

42 
1 5.53 204, 254, 270, 356 Quercetina 
2 10.74 204, 254, 270, 356 Kaemprefol 
3 11.28 264, 304, 356 Kaemprefol 

43 
1 5.57 204, 254, 270, 356 Quercetina 
2 11.04 204, 254, 270, 356 Kaemprefol 
3 11.59 260, 252 Kaempferol 

44 1 5.71 204, 256, 268, 356 Quercetina 
2 11.28 204, 256, 268, 356 Luteolina 
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*Compuestos que coinciden en un 99% con los estándares, con base en el tiempo 

de retencion y lmáx. Todos los demás compuestos identificados coinciden en más 

de un 90% con cada estandar referido. 

 

 

3 11.83 260, 300, 354 Kaempferol 

45 
1 5.54 204, 256, 268, 356 Quercetina 
2 10.79 204, 256, 268, 356 Kaemprefol 
3 11.37 260, 300, 352 Kaempferol 

46 
1 5.40 210, 256, 266, 356 Quercetina* 
2 10.40 256, 270, 358 Kaemprefol 
3 10.99 260, 352 Kaempferol 

47 

1 4.40 210 Catequina 
2 5.25 208, 254, 270, 356 Quercetina 
3 9.99 210, 254, 270, 356 Kaemprefol 
4 10.55 262, 354 Kaemprefol 

48 
1 5.40 210, 254, 270, 356 Quercetina* 
2 10.43 210, 254, 268, 358 Kaemprefol 
3 11.01 260, 298, 352 Kaemprefol 

49 
1 6.25 204, 256, 270, 354 Quercetina 
2 6.62 260, 300, 358 Quercetina 
3 11.10 210, 228, 294 Pinocembrina 

50 
1 5.34 256, 356 Quercetina 
2 8.61 210, 230, 290 Pinocembrina 
3 10.88 260, 300, 352 Kaempferol 

51 1 11.51 260, 300, 360 Kaempferol 

53 
1 8.92 210, 266, 244 Apigenina 
2 9.88 204, 254, 268, 352 Kaemprefol 
3 16.07 210, 268, 316 Crisina 

54 1 12.43 260, 294, 354 Kaemprefol 
55 1 6.36 214 Catequina 
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10.12. APÉNDICE 12 

Tiempo de retención de cada uno de los compuestos identificados mediante GC-

MS en cada una de las fracciones obtenidas en la Cromatografía en columna del 

Propóleo de Chihuahua. 

Fracción Compuesto identificado TR 
(min) Fracción Compuesto identificado TR 

(min) 

2 

2-Heptadecanona 14.61 

19 

Nonadecano 13.87 
Ácido Palmítico 14.73 Octadecano 15.22 
Ácido Mirístico 15.14 Tricosano 17.11 

Ácido Octadecenoico 15.92 Crisina 21.37 
2-Nonadecanona 15.95 2-Nonadecanona 17.23 
Ácido Eicosanoico 17.32 Pinocembrina 19.08 
Ácido Docosanoico 18.86 Naringenina 20.04 

Ácido Tetracosanoico 21.01 

20 

Tridecano 5.87 
Eicosano 21.87 Hexadecano 11.97 

3 

Ácido Palmítico 14.73 Tetradecanal 13.12 
Ácido Octadecenoico 15.92 Ácido Oleico 14.97 

2-Nonadecanona 15.95 Ácido Palmítico 15.80 
Eicosano 16.79 Crisina 21.43 

2-Nonadecanona 17.22 Octadecano 15.87 
Ácido Docosanoico 18.86 Crisina 21.48 

Ácido Tetracosanoico 21.00 Eicosano 14.55 
4 Chalcona Pinostrobina 18.28 Heptadecano 15.88 

9 Ácido Palmítico 14.46 Pentadecanal 16.71 
Ácido Octadecenoico 17.75 

21 

Octadecano 13.87 
12 Tectocrisina 20.26 Eicosano 15.23 
13 Pinocembrina 19.24 Nonadecano 15.87 
14 Pinocembrina 19.04 Ácido Bezoico 12.15 
15 Pinocembrina 19.20 Ácido Palmítico 14.71 

16 

Pinocembrina 19.26 Ácido Octadecanoico 15.90 
Heptacosano 14.95 Nonadecanona 15.93 
Octacosano 18.23 Ácido Heptadecanoico 16.03 

Heptacosano 21.56 Crisina 21.36 
Tricosano 21.59 Ácido Decanoico 21.90 
Eicosano 21.61 

22 

Eicosano 14.55 

17 
Pinocembrina 19.04 Chalcona Pinostrobina 21.43 
Naringenina 21.80 Ácido Palmítico 16.41 
Apigenina 21.99 Vitamina E 16.89 

18 
Naringenina 20.69 Octadecanal 16.70 

Pinocembrina 19.10 Ácido Octadecanoico 17.71 
Crisina 21.78 Pentadecanal 18.07 

   Ácido Decanedioico 21.90 
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23 

Hexadecanal 15.42 

32 

Ácido Heptadecanoico 16.04 
1-Nonadeceno 15.85 Ácido Hexadecanoico 16.41 
Pentadecanal 16.08 Nonadecano 16.49 
Octadecanal 17.36 1-Nonadeceno 16.93 

Ácido Octadecanoico 17.72 Heneicosano 17.79 
Ácido Palmítico 16.41 1-Docoseno 18.07 

24 
Octadecanal 15.42 Heptadecano 18.85 

10-Heneicoseno 15.84 Octacosano 21.88 
9-Tricoseno 17.09 

33 
Tricosano 17.13 

25 
Hexadecanal 15.41 Nonadecano 17.81 

Ácido Octadecanoico 17.70 

34 

Octadecano 13.82 
Octadecanal 15.41 Hexadecano 13.86 

26 

Eicosano 15.86 Nonadecano 14.53 
Hexadecano 16.48 Eicosano 15.21 
Heptadecano 17.11 Pentadecanal 15.41 
Octadecano 13.82 Heneicosano 15.86 
Octadecanal 15.41 Tetratetracontano 17.11 
Heneicosano 15.86 Octacosano 21.89 
Nonadecano 17.79 

35 

Eicosano 15.97 
Hexacosano 19.49 Heptadecano 17.79 

27 
Octadecanal 15.41 Heneicosano 18.57 
Hexadecanal 18.07 Octacosano 19.48 

Ácido Benzoico 8.66 
36 

Heneicosano 15.88 

28 

Tetradecanal 15.43 Eicosano 16.50 
Octadecanal 16.71 37 Eicosano 16.50 

Eicosano 17.13 38 Eicosano 17.12 
Pentadecano 18.09 39 Eicosano 17.13 

Eicosano 15.88 42 Eicosano 16.50 
Octacosano 17.80 

43 
1-Nonadeceno 16.34 

Hepadecano 18.58 Eicosano 17.79 
Nonadecano 21.89 Octadecanal 18.07 

29 

Octadecanal 15.41 44 Tetradecanal 16.70 
2-Nonadecanona 15.93 

46 

Tetradecano 10.20 
Ácido Octadecanoico 17.70 Hexadecano 12.22 
Ácido Hexadecanoico 16.42 Ácido Palmítico 14.98 

Heptadecano 16.50 Eicosano 18.09 
Eicosano 17.12 Heptadecano 18.25 

Ácido Octadecanoico 17.72 Tritriacontano 18.29 
Octacosano 18.58 Heneicosano 18.43 

30 

Tridecano 8.36 47 Eicosano 18.33 
Tetradecano 10.11 51 Octadecanal 16.70 
Hexadecano 12.20 54 Octadecanal 16.70 

Lupeol 16.67 
55 

Hexadecano 11.79 
Eicosano 14.57 Ácido Palmítico 14.96 

31 Eicosano 15.24 Tetradecanal 15.41 
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Nonadecano 15.88 Ácido Octadecanoico 16.29 
1-Nonadeceno 16.68    

32 Eicosano 15.21    
Octadecanal 15.41    
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