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Introduccion

1 Introduccién

En la industria farmacéutica se ha incrementado el interés de la busqueda de productos
de origen natural para mantener un estilo de vida saludable en la poblacion,
especialmente en aquellos que presentan actividad antioxidante y antimicrobiana, ésta
ultima debida a la resistencia bacteriana y fungica a los medicamentos asi como de los

efectos secundarios que causan.

Uno de estos productos naturales es el propdleo, por la gran variedad de propiedades
biologicas que este presenta y de las cuales destacan la actividad antimicrobiana,
antioxidante, antidiabética, antifungica, antiinflamatoria, antiviral, citotoxica vy

hepatoprotectora.

El propdleo es un producto balsamico y resinoso hecho por las abejas de extractos que
recolectan de las plantas y arboles, secreciones salivales, ceras y polen. Las abejas sin
aguijon pueden producir tanto propoleos como geopropoleos. Los geopropdleos ademas
de los extractos, secreciones salivales, ceras y polen, contienen barro o arcilla que las

mismas abejas agregan.

Dentro de los extractos podemos encontrar una gran cantidad sustancias quimicas, las
cuales son transferidas a la miel y al propdleo. Se ha encontrado que estas sustancias
estan muy relacionadas con las actividades bioldgicas antes mencionadas, sin embargo,
debido al origen de los extractos la composicidon es muy variable y dependiente de
multiples factores como son: la estacion del afio, zona geografica, especie de las abejas,

etc.

A pesar de que en otros paises se tienen una gran cantidad de estudios sobre su
composicién y actividad, en México hay pocos grupos de trabajo que se dedican a ello,
probablemente porque se encuentran infravalorados. Sin embargo, recientemente se
aprobd la Norma Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017 en la que se tiene como

objetivo regular la calidad de los propdleos y su manejo.

Con base a lo anterior, para este trabajo se analizaron diferentes muestras de

geopropoleos procedentes de Puebla, México, en el cual se determind la actividad
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antioxidante utilizando el bioensayo de neutralizacion del radical libre DPPH, la cantidad
de fenoles totales se determind con la técnica de Folin-Ciocalteu, la cantidad de
flavonoides totales se determind con un procedimiento modificado y para la actividad

antibacteriana se utilizaron los criterios establecidos por el CLSI.
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2 Antecedentes

2.1 Generalidades del propéleo

El propdleo es un producto complejo de colmena que posee una amplia variedad en su
aspecto fisico, lo cual depende de muchos factores. La palabra propdleo es de origen
griego y se compone de dos partes: pro, en defensa de, y polis, ciudad, es decir, es un
producto involucrado en la defensa de la colmena. Las abejas lo utilizan para diversos
propositos, entre ellos para sellar las aberturas en la colmena, evitar la entrada de
intrusos, para mantener la temperatura dentro de la colmena que es de alrededor de los
35°C. y proporcionar un ambiente interno aséptico'. También, lo utilizan para cubrir el
cadaver de insectos grandes y animales pequefos pero lo suficientemente grandes para
no poder ser arrojados de la colmena, de esa forma evitan su descomposicion dentro de
ella?. Lo anterior es muy importante, ya que evita una posible infeccion bacteriana

generalizada.

e 4‘ " A

»

Figura 1. Lagartija embalsamada encontrada en el interior de una
colmena. Proporcionada por el MVZ Ramirez.

El reconocimiento de la eficacia antiséptica de los propéleos es antiguo, se sabe que los
egipcios, persas y romanos lo utilizaban para tratar diversas dolencias y para el

embalsamiento de los muertos porque evita la putrefaccion3. Aristoteles recomendo el

3
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uso del propdleo para tratar abscesos y heridas. Los soldados romanos también lo

ocupaban como medicina de emergencia para el tratamiento de las heridas de guerra’.

La composicion del propdleo es extremadamente compleja. Los componentes principales
son cera, resina y componentes volatiles. El primero de ellos es secretado por las abejas
mientras que los ultimos dos son obtenidos de las plantas. Pero, contrariamente al habito
conocido de visitar las flores para la recoleccion de néctar y polen, las abejas usualmente
toman material vegetal para los propoleos de las secreciones de las plantas o cortando
fragmentos de tejidos vegetativos. La actividad biologica de los propdleos es asignada a
estas sustancias derivadas de plantas. Por lo tanto, aunque el propdleo es un producto
animal, una proporcion considerable de sus componentes, principalmente aquellos sobre

los que descansa su actividad bioldgica, son derivados de las plantas.

En los afnos de 1950 y 1960, los propdleos comenzaron a ganar aprecio como un medio
para el tratamiento de los problemas de salud, pero no fue hasta 1980 que empezo a
adquirir popularidad en Europa occidental, América del Norte, América del Sur y Japén.
Hasta ese momento, el propdleo era considerado por los apicultores como un
subproducto de la colmena no deseado, ya que no tenia valor de mercado y su
produccion significaba una disminucion en las cantidades de miel. Poco a poco, el interés
por los propéleos fue aumentando hasta que terminé como un producto importante en la
medicina complementaria y alternativa. Japon es el principal importador de propodleos,

con una notable preferencia por los propdleos de Brasil'.

2.1.1 Caracteristicas fisicas de los propdleos

Como se mencioné anteriormente, presentan una gran variedad en su aspecto fisico y
composicién quimica, los cuales dependen de la zona geografica de donde se encuentre
la colmena. Poseen un aroma caracteristico y el color puede ser verde, marron y rojizo,
que se adquiere dependiendo de su fuente botanica. Para identificar las fuentes vegetales
especificas, se realizan estudios de perfil quimico del propéleo y de los exudados
vegetales de las especies de arboles y plantas de las cuales las abejas realizan su
recoleccion. De esta forma, se puede establecer una relacion mas acertada entre ambos.

4
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Figura 2. Muestras de  geopropdleos de diferente origen. Obtenidas
https://lwww.zzzangano.com/beneficios-propoleo-abeja/ y por el Bidlogo Jorge Jiménez Diaz.

A elevadas temperaturas es suave, flexible, y muy pegajoso; sin embargo, cuando se
enfria a temperaturas de congelamiento, se vuelve duro y quebradizo. Generalmente, se
vuelve liquido entre los 60 y 70 °C, pero en algunos casos el punto de fusion puede llegar
alos 100 °C3.

2.1.2 Clasificacion de los propéleos de acuerdo a su origen geografico

Los propoleos a pesar de ser muy variables en su composicion, se han encontrado
similitudes entre diferentes muestras que se encuentran dentro de una zona geografica,
debido a esto se establecié una clasificacion basada en la zona donde se producen y en

el tipo de compuestos presentes en ellos(Figura 3 y Cuadro 1).4

Figura 3. Ubicacion general de los diferentes tipos de propdéleos

de
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Cuadro 1. Tipos de propdleos, ubicacion y compuestos representativos de cada uno.

Tipo de Ubicacion geografica Compuestos representativos
propoéleo
I. Derivado del Zonas templadas Flavonoides sin sustituyentes en el
alamo anillo B, e.g., pinocembrina
Il. Propdleos Centro y sureste de Brasil Fenilpropanoides prenilados y acidos
verdes cafeoil quinolinos, e.g., artepilina C
lll. Derivados de Noreste de Brasil, Venezuela, Benzofenonas polipreniladas
Clusia zona de la selva Amazodnica,
] Cuba
IV. Derivados de  Este de Africa, Taiwan y Japon Flavonoides de geranilo
Macaranga
V. De la zona Grecia, Creta y Turquia Diterpenoides o antraquinonas
mediterranea

2.1.3 Composicion quimica

En varios estudios se ha descrito que de forma general un propoleo esta compuesto por
50 % de resina (flavonoides, cumarinas, aldehidos aromaticos, flavonas y terpenos), 30
% de ceras, 10 % de aceites esenciales y aromaticos, 5 % de polen y 5 % de otras

sustancias organicas, en las que se incluyen fragmentos de madera3?.

Hasta la fecha, mas de 300 compuestos se han caracterizado en los propodleos,
incluyendo a los acidos alifaticos, ésteres, acidos aromaticos, acidos grasos,
carbohidratos, aldehidos, aminoacidos, cetonas, chalconas, dihidrochalconas,
terpenoides, vitaminas y sustancias organicas. De todos los identificados, los flavonoides
son los de mayor interés en la investigacion, ya que se ha demostrado que con los

causantes de la actividad antibacteriana y antioxidante.

2.1.4 Actividad de los propdleos

Los propoleos poseen actividades farmacoldgicas tales como propiedades
antibacteriales, antifungicas, antiparasitarias, antioxidantes, antitumorales vy
antiinflamatorias, y se utiliza ampliamente como ingredientes de caramelos, mieles,

productos biofarmacéuticos, cosméticos y en bebidas en diversas partes del mundo
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donde se pretende mejorar la salud humana y prevenir enfermedades como la diabetes
y el cancer’8. Recientemente, el propdleo se ha propuesto como conservador quimico en

carne molida y como germicida e insecticida en alimentos envasados?®.

Los efectos biologicos del propdleo pueden estar asociados con su actividad antioxidante,
y en las ultimas décadas se han propuestos nuevas técnicas analiticas para determinar
dicha actividad®'%. Se basan, por ejemplo, en la determinacion del contenido de fenoles
y flavonoides totales o en los ensayos de actividad/capacidad antioxidante: 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH), potencia férrica reductora/antioxidante (FRAP) y generacion del
cation acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS)!'". También, se ha
descrito que con los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de las muestras
se puede predecir la actividad antibacterial y antioxidante sin la necesidad de hacer

pruebas’?,

2.2 Generalidades del geopropdleo
La palabra propdleo proviene del griego que significa en defensa de la ciudad o colmena,
mientras que el prefijo geo hace referencia a la presencia de tierra o arcilla, caracteristica

que los diferencia de los propoleos™s.

Los geopropodleos son un producto resinoso producido por las abejas meliponinas a partir
de la colecta de resinas vegetales, aceites esenciales, polen, cera, azucares y tierra, que
se utiliza para la construccion y como calefactor de la colmena. Pueden ser de diferentes
tonalidades de color verde y marrén, con un aroma caracteristico, propiedades
adhesivas' y sabor amargo'®. Dado lo anterior, son fisicamente indistinguibles de los

propodleos producidos por Apis mellifera.

2.3 Composicién quimica
La composicidon quimica de los geopropoleos y de los propdleos en general, esta
relacionada con la fuente botanica, la zona geografica, la estacion del afo, el climay la

zona de recoleccion®.
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En el afio de 1998 se lograron identificar mas de 50 compuestos en muestras de
geopropoleos, en dénde la mayoria de ellos fueron compuestos fendlicos, acidos grasos
como el acido estearico, acido araquidonico, acido palmitico, acido miristico y acido
lactico. Acidos aromaéticos tales como el acido galico, acido benzoico y acido cinamico

ademas de flavonoides y terpenoides™’.

Mas recientemente se han llegado a encontrar triterpenos, saponinas, compuestos no

alcaliodes', hidratos de carbono y sus derivados'®.

La composicion de los geopropodleos esta conformada por exudados de resinas
vegetales, aceites esenciales, polen, ceras, azucares, y especialmente por particulas del
suelo. En la Figura 4 se muestra a grandes rasgos la proporcion de los componentes

principales de los geopropodleos.

Particulas de
suelo

Azicares _ |

Exudados de
resinas
vegetales

Polen Aceites
esenciales

Figura 4. Composicion general de los geopropdleos.

2.4 Actividad biolégica del geopropéleo

Los propodleos y geopropodleos se han utilizado en la medicina tradicional durante miles
de afios, debido a las propiedades biolégicas que presentan. Dichas propiedades se
relacionan con la presencia de productos naturales biolégicamente activos como

polifenoles, flavonoides y ésteres de acido cafeico’.
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Debido a la gran cantidad de componentes presentes en los propoleos, es muy
complicado identificar cual de ellos es el responsable de la actividad terapéutica, sin
embargo, algunos autores afirman que la eficacia no es de un solo componente sino de

la composicion heterogénea’®.

2.4.1 Actividad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, se agrupan en los radicales libres y
dentro de estas destacan el anion superoxido, los radicales hidroxilo, oxigeno singulete,
peroxido de hidrégeno y oxido nitrico, se producen continuamente en las células
humanas. Las especies reactivas de oxigeno y las reacciones inducidas por los radicales
libres se han asociado con eventos degenerativos o patolégicos como envejecimiento,
cancer, disfuncion cardiaca, enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, shock
hemorragico, trastornos cardiovasculares, fibrosis quistica, trastornos metabdlicos,

enfermedades neurodegenerativas, fibrosis quistica, ulcerogénesis gastrica y SIDAZ°,

En estudios de muestras de geopropodleos se han encontrado acidos fendlicos y taninos
hidrolizables (galotaninos y elagitaninos), como los responsables del alto contenido
fenolico y de la actividad antioxidante?%2?!. Otros estudios describen el aislamiento de la
naringenina y su efecto sobre la modulacion de la actividad de la superdxido dismutasa
y catalasa, asi como la proteccion de la membrana celular contra el proceso de

peroxidacion?2.

2.4.2 Actividad antimicrobiana

La identificacion de nuevos compuestos con accion antimicrobiana ha despertado el
interés de la industria farmacéutica, sobre todo porque muchas cepas de los
microorganismos se han vuelto resistentes a los antibioticos disponibles en la actualidad,
lo que resulta en morbilidad y mortalidad elevados, especialmente entre las infecciones

nosocomiales. Entre los principales mecanismos de resistencia son la eliminacion de los
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antibiéticos por bombas de eflujo en la pared celular de los microorganismos y la

degradacion de los antibioticos por enzimas especificas??.

La mayoria de los estudios antibacteriales estan enfocados en los microorganismos
causantes de enfermedades de la cavidad oral, especialmente de las caries y la
candidosis. En esos estudios se han encontrado buenos resultados en contra de la
formacién de biofiim de S. mutans?32?4, causante de las caries. A diferencia de otros
estudios, en la formacion de biofilm, se han probado tanto los extractos polares como los
apolares. En estos ultimos no se afecta a la poblacién bacteriana pero si al proceso de

formacion del biofilm?2°.

En un estudio del 2016 se probaron a los geopropdleos en aislados clinicos de otitis
externa provenientes de perros, en el cual se observo una buena actividad antibacteriana
para los microorganismos identificados, por lo tanto, pueden ser una alternativa en el

tratamiento de las otitis recurrentes?®.

Otro mecanismo encontrado relacionado con los geopropéleos es la inhibicion de la DNA
girasa, que es una topoisomerasa que actua durante la replicacién del DNA, también se
ha encontrado que genera dafo a las membranas celulares impidiendo que estas realicen

su funcion de manera adecuada??.

2.4.3 Actividad antifungica

El mecanismo de accion de muchos antifungicos estd basado en la inhibicion de la
sintesis o union de ergosterol, causando asi alteracion en la membrana celular fungica,
ya que este es su principal componente. La toxicidad generada a las personas por los
antifungicos es causada por la similitud del ergosterol y el colesterol presente en nuestras
propias células. Por esta razén, actualmente hay una gran necesidad de descubrir nuevos

compuestos antifungicos con alta eficacia y baja toxicidad.

En el trabajo de Araujo y colaboradores presentaron por primera vez los efectos de los
propoleos y geopropoleos en contra de Phythium insidiosum, agente causal de la pitiosis.

La pitiosis es una micosis localizada, caracterizada por lesiones granulomatosas
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cutaneas, subcutaneas, gastrointestinales y en algunas ocasiones multisistémicas que
afecta principalmente a caballos, perros y humanos. Encontraron que en la mayoria de
los aislados del hongo se inhibid el crecimiento a una concentracion de 3.4 mg/mL, pero
en el caso de los geopropoleos la actividad fue fungistatica en lugar de fungicida con

concentraciones mayores a 3.4 mg/mL%’,

La candidosis es una de las infecciones mas frecuentes y polimérficas que atacan al
hombre; su gravedad y profundidad no depende del agente etioldgico, sino del factor de
predisposicion de las personas?®. En el IX Congreso nacional de micologia médica se
presentd un trabajo en el que se estudiaron los EEG, éstos generaban un dafio
significativo a la membrana del principal agente causal de dicha infecciéon, Candida
albicans, impidiendo que realizara sus funciones adecuadamente y por la tanto su

muerte.

2.4.4 Actividad antiinflamatoria

En las ultimas décadas, los analgésicos representan una de las clases terapéuticas mas
estudiadas en el mundo, debido a la disminucion del efecto por el alto consumos de estos.
Por esta razon, el esfuerzo en desarrollar nuevos farmacos a partir de productos naturales

va en aumento, siendo los extractos de propdleos y geopropdleos unos muy importantes.

En un estudio realizado en el aiio 2012 se evaluaron los extractos de geopropodleos para
medir su actividad antinociceptiva y antiinflamatoria utilizando diferentes modelos:
constricciones abdominales inducidas por acido acético, prueba de formalina,
hipernocicepcién inducida por carragenina y cuantificacion de la interleucina 1 beta (IL-
1B) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). También mencionan que de los dos
primeros modelos se recomienda utilizar la prueba de formalina, ya que en esta no
interfieren otros compuestos, como los antihistaminicos, neurolepticos y los bloqueadores

adrenérgicos?®.

En los resultados describen que los geopropdleos son una fuente prometedora de

compuestos bioactivos con actividad antinociceptiva, mediada por la inhibicién de
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citoquinas IL-1B y TNF-a, que juegan un papel muy importante en la liberacién de
prostanoides, los cuales sensibilizan los nociceptores. Ademas, estan directamente

relacionados con la migracién de neutrofilos en el proceso inflamatorio°.

2.4.5 Actividad antiviral

El virus del herpes simple tipo 1 (VHS-1) se transmite principalmente por contacto directo
de boca a boca y causa infecciones en la boca o a sus alrededores, mientras que el
herpes simple tipo 2 (VHS-2) se transmite unicamente por via sexual y provoca
infecciones en la zona genital o anal. De acuerdo a datos de la OMS (2017), se estima
que en todo el mundo hay un total de 3,700 millones de personas menores de 50 afos
infectadas por VHS-1 y alrededor de 417 millones de personas de 15 a 49 afos infectadas
por VHS-2. Estos virus a pesar de ser tratados con Aciclovir, Famciclovir o Valaciclor, no
curan la infeccion, simplemente reducen la intensidad y frecuencia de los sintomas. En
personas con infecciones cronicas puede llevar al desarrollo de resistencia de los
farmacos de eleccion, por ello es que los resultados reportados por Coelho y
colaboradores son de gran interés. En los estudios muestran que el extracto HMG de
Scaptotrigona postica, redujo el numero de copias del VHS-1 de ADN gendmico en el
sobrenadante y en la célula lisada. De la misma forma, no se observé la presencia de
viriones en el citoplasma de células inoculadas con el virus, llegando a la conclusién de

que los geopropoleos inhiben la replicacion viral durante la infeccion temprana®'.

2.4.6 Actividad gastroprotectora

Las Uulceras pépticas son el resultado del desequilibrio de los agentes agresivos
(Helicobacter pylori, antiinflamatorios no esteroideos, alcohol, entre otros) y los agentes
de proteccién (prostaglandinas, 6xido nitrico, entre otros). Hasta la fecha se sabe muy
poco sobre los mecanismos de accion de los geopropdleos sobre esta actividad, pero en
un estudio del 2015, se demostro que los EEG de Melipona scutellaris presentaron efecto
gastroprotector en ratas utilizando el modelo de ulcera inducida por etanol, con un posible

mecanismo relacionado con el del éxido nitrico y prostaglandinas®2.
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2.5 Abejas meliponas o abejas sin aguijon

Las abejas con cerca de 20,000 especies en el mundo resaltan como importantes
visitantes de la flora existente; pertenecen al orden Hymenoptera, que incluye a la familia
Apidae con algunas de las especies con los habitos sociales mas altos, como son Apis
mellifera y las abejas sin aguijon o meliponinos que caracterizan por tener el aguijon

atrofiado.

Los meliponinos se encuentran principalmente en zonas tropicales y subtropicales,
teniendo su mayor distribucion en el neotrépico americano, distribuyéndose desde
México hasta Argentina, donde se encuentran 300 de las 400 especies identificadas. Son
las abejas mas comunes en varias zonas de América tropical, y por lo tanto,
presumiblemente juega un papel importante como polinizadores de la vegetacion

nativas33.

La mayor parte de los meliponinos visitan flores para obtener néctar y polen para su
subsistencia; existen otros que nunca visitan las flores pero obtienen polen y miel de otras
colonias. Algunas especies colectan resinas, lodo o excremento para la fabricacion de
sus nidos, estableciendo de esta forma una interaccion positiva en la conservacion de

insectos y vegetacion.

Cuando las abejas reinas virgenes dejan el nido madre para empezar su vida en un nuevo
panal, realizan vuelos nupciales o rituales de apareamiento, estos a menudo son
especificos para cada especie y van acompafados de la colocacidon de huevos troficos
(comida para la reina) por parte de los obreros. El comportamiento de las reinas y obreros

durante la postura puede proporcionar caracteres de importancia filogenética33.

La mayoria de la especies realizan sus nidos en cavidades que las abejas encuentran, y
pueden limitar cerrando las areas no utilizadas. Las cavidades varian en tamaro, pueden
ser desde madrigueras abandonadas de escarabajos hasta grandes huecos en el tronco
de un arbol o cavidades en el suelo. Algunas especies no ocupan las cavidades, si no

que realizan los nidos de forma expuesta en ramas o en paredes de acantilados®3.

Los nidos estan hechos de cera secretada por el metasoma, resinas y gomas recogidas
por las abejas. Algunas especies agregan barro, heces u otros materiales para realizar la
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construccion. En todas las especies la composicion y la textura difieren en las diferentes
secciones del nido. Por ejemplo, las celdas de crianza y los alrededores de ellas son de
material blando, presumiblemente en gran parte de cera; los soportes y las placas de
batumen (mezcla de resinas, ceras, barro o arena) son de material duro; en los expuestos

la capa mas externa de batumen es quebradiza33.

Estos insectos se encuentran amenazados por la deforestacion de los bosques, por el
saqueo de nidos silvestres y por el poco conocimiento sobre el cultivo de estas abejas.
Si continuan estas técnicas, la falta de polinizacion disminuira la produccion de frutos y

semillas provocando la desaparicion de una gran cantidad de especies vegetales.

2.5.1 Taxonomia

En el afio de 1948 se consideraba solamente tres géneros de abejas sin aguijon:
Melipona, Lestrimelita y Trigona, este ultimo con varios subgéneros®*. En 1951 se
propuso una nueva clasificacion con 12 géneros y 19 subgéneros para la region tropical.
En 1988 se propusieron 27 taxasupraespecificos (géneros y subgéneros) para los
meliponinos del nuevo mundo®®.

La clasificacion mas actual basada en al analisis de gonostilos, aguijones y palpos
labiales de las obreras, y los genitales de los machos, reconoce 21 géneros y 17
subgéneros, los cuales se mencionan a continuacién: Cleptotrigona, Hypotrigona,
Austroplebeia, Pariotrigona, Lisotrigona, Trigonisca, Liotrigona, Plebeia, Trichotrigona,
Dactylurina, Oxytrigona, Cephalotrigona, Trigona, Lestrimelitta, Melipona, Nannotrigona,
Scaptotrigona, Paratrigona, Partamona, Meliponula y Plebeina3.

Estos géneros se encuentran dentro de la tribu meliponini, subfamilia Apinae latreille,

familia Apidae, superfamilia Apoidea, suborden Apocrita y orden Hymenoptera®.

2.5.2 Sistema de castas

En el caso de los meliponinos, la diferenciacion entre las castas femeninas es muy
diferente de lo que se conoce del género Apis, que resulta de diferencias en la calidad de
los alimentos. Se conocen tres sistemas diferentes de los Meliponinos. En el primer
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sistema, en el que se encuentran la mayoria de los Meliponinos, las reinas se producen
en numeros pequefios en celdas grandes, ubicadas cerca de los limites de los cantaros,
la gran cantidad de alimento parece ser el factor principal del desarrollo de reinas. En el
segundo sistema, las celdas de las reinas se encuentran con una separacion definida en
lugar de en cantaros. Si dos celdas resultan ser contiguas, una larva vieja puede irrumpir
en la celda de otra larva mas joven y comer su comida almacenada, generando de esta
forma a una reina®. En el tercer sistema no hay celdas de reina especiales, las reinas se
producen en numeros relativamente grandes, llegando hasta un cuarto de la poblacion
total en ciertas estaciones, de las cuales la gran mayoria es expulsada o matadas por los

mismos obreros33.

Figura 5. Celdas en forma de hexagono donde se realiza la crianza de las nuevas abejas
y los cantaros donde se almacena la miel. Fotografia tomada por el Bidlogo Jorge
Jiménez Diaz.

2.5.3 Diversidad de especies

En México se encuentran 46 especies de abejas sin aguijon, de las cuales se cultivan
principalmente a S. mexicana (“abeja congo”), Melipona beecheii (“abeja real”), M. solani
(“abeja real roja”), S. pectoralis (“abeja congo alazana”), Trigona (Tetragonisca) angustula

(“doncellita o sayulita”) y Nannotrigona perilampiodes (“‘doncellita prieta”).
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Algunas especies presentan problemas para su cultivo ya sea por sus comportamientos
0 por sus habitos de nidificacién: Oxytrigona mediorufa (“pringadora”) en su defensa
libera sustancias causticas al morder la piel de las personas, Lestrimellita niitkib
(“limoncillo”) roba alimento a otras colonias de meliponinos, Trigona fulviventris
(“culodebuey”), tiene habito de nidificacién subterraneo o Partamona orizabaensis, T.
fuscipennis y T. nigérrima son conocidas como basureras, tamagazas, que nidifican de

forma aérea, son dificiles de cultivar por la naturaleza de sus nidos.

Figura 6. Los nidos aéreos que construyen algunas especies
dificulta la recoleccion de miel y propdleo. Proporcionada por
MVZ Angel Lopez Ramirez.
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2.5.4 Scaptotrigona mexicana

Es una abeja de color negro, de talla mediana de aproximadamente 5.0 a 5.3 mm de

largo, alas color naranja con una longitud de 5.1 a 5.4 mm.

Figura 7. Abeja sin aguijon de la especie
Scaptotrigona mexicana en la entrada de su nido.
Fotografia tomada por el Bidlogo Jorge Jiménez Diaz

Esta especie construye sus nidos en las oquedades de los troncos o ramas, una de las
principales caracteristicas de esta abeja es tener la entrada en forma de una trompeta y

€s muy comun observar a un pequefio grupo de ellas vigilar la entrada del nido.

Figura 8. Entrada al nido en forma de trompeta, la cual
es caracteristica de la especie Scaptotrigona mexicana.
Fotografia tomada por el Bidlogo Jorge Jiménez Diaz.
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Es un meliponino que se propaga por medio de enjambrazén. Primero, un grupo de
obreras buscan un nuevo lugar y empiezan a construir el nuevo nido con material de la
colonia madre. Después de construir la entrada y tener cantaros aprovisionados de
alimento, una abeja reina virgen deja la colonia vieja junto con un grupo de la poblacion
adulta para ir al nuevo nido. La reina virgen realiza su vuelo nupcial, posteriormente el

abdomen se agranda impidiendo que la reina vuelta a volar.

La distribucién que tiene en nuestro pais va desde el estado de Chiapas y por la costa
del Golfo hasta Tamaulipas, tanto por tierras bajas con bosque tropical perennifolio como
en las laderas de las montafas en bosques de pinos y mesdfilo de montafna. Se presenta
de forma discontinua al sur del estado de México, en los alrededores de Ixtapan de la sal
y las montafias cercanas a Zihuatanejo en el extremo oeste de la Sierra Madre del sur en

Guerrero38,
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3 Justificacion y objetivos

En la actualidad, los propoleos son ampliamente utilizados por la poblacién mexicana
debido a sus diversas aplicaciones, entre ellas se puede mencionar el uso como
antiinflamatorio, antioxidante, antiséptico, antibacteriales, antimicéticas, anestésicas,
actividad citotoxica, para el tratamiento de JUlceras, anticancerigenas e
inmunomoduladoras?. Por esta razon se han dedicado muchos estudios para conocer la
compasion quimica de estos, de hecho, los estudios no se limitan a nuestro pais si no
que en varios regiones del mundo también se realizan investigaciones teniendo como
tema principal a los propoleos. Brasil es uno de los paises que mas tiempo a dedicado a
ello y tal es la importancia de sus investigaciones que México realizé su propia norma
basandose en la de ese pais con el fin de establecer los requerimientos minimos que

deben cumplir los propodleos para su procesamiento y comercializacion°.

Por otro lado, de los geopropodleos, que son producidos por abejas cuya caracteristica
distintiva es no tener aguijon, se conoce muy poco, por esta razén se planteé como
objetivo general de este trabajo determinar la capacidad antioxidante y antibacteriana que
presentan 11 muestras de geopropodleo recolectadas en Puebla, México. Para lograr este

objetivo se plantearon los siguientes objetivos particulares:

> Preparar extractos hexanicos y etandlicos de las muestras recolectadas de
geopropoleos.

» Realizar una comparacion cualitativa del contenido de fenoles y flavonoides de
presentes en los extractos etandlicos y hexanicos.

> Determinar el contenido de fenoles y flavonoides totales presentes en los extractos
etandlicos de geopropdleos.

> Evaluar la actividad antioxidante de los extractos etandlicos por medio del ensayo
de decoloracion del radical libre DPPH.

» Evaluar la capacidad antimicrobiana in vitro de los extractos etandlicos y hexanicos
de los geopropdleos, utiizando como microorganismos de prueba a

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Streptococcus mutans.
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4 Desarrollo experimental

4.1 Recoleccion de las muestras de geopropodleos

Las 11 muestras de geopropodleos utilizadas para este estudio fueron recolectadas por el
Biodlogo Jorge Jiménez Diaz entre los meses de marzo y mayo del aio 2017 en los
municipios de Cuetzalan y Rayon en el estado de Puebla. Las muestras se mantuvieron
en congelacién hasta el momento de la extraccion. En el Cuadro 2 se enlistan las zonas

de recoleccién de los geopropdleos.

Cuadro 2. Apiarios y zonas de recolecciéon de los geopropodleos.

Muestra Apiario Ubicacion |
1 Don Miguel Cuetzalan, Santiago Yancuitlalpan, Coapan
2 Don Pedro Cuetzalan, Santiago Yancuitlalpan, Coapan
3 Don Miguel Cuetzalan, Santiago Yancuitlalpan, Coapan
4 Sra. Minerva Jonotla, San Antonio Rayon
5 Sra. Minerva Jonotla, San Antonio Rayon
6 Don Pedro Cuetzalan, Santiago Yancuitlalpan, Coapan
7 Baudel Cuetzalan, Santiago Yancuitlalpan, Pahuata
8 Baudel Cuetzalan, Santiago Yancuitlalpan, Pahuata
9 Lazaro Cuetzalan, Santiago Yancuitlalpan, Texochico
10 Don Miguel Cuetzalan, Santiago Yancuitlalpan, Coapan
11 Lazaro Cuetzalan, Santiago Yancuitlalpan, Texochico

4.2 Obtencion de los extractos hexanicos (EH)

Para realizar la extraccion se pesaron aproximadamente 10 g de geopropodleo, se
adicionaron 200 mL de hexano y se mantuvieron en maceracion por 72 h; transcurrido
este tiempo se filtraron al vacio y el disolvente se elimind con el auxilio del rotavapor a 50

°C. Este proceso se realiz6 por duplicado desde la adiciéon de hexano.
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4.3 Obtencidén de los extractos etandlicos (EE)
Posterior a la extraccion con hexano se adicionaron 200 mL de etanol al 96% por 72 h,
se filtré al vacio y se evaporo hasta sequedad en un rotavapor a 50 °C. Este proceso se

realizé por duplicado para cada muestra.

4.4 Perfil cromatografico por cromatografia en capa fina (CCF) de los EEP y EHP
El perfil cromatografico de las muestras de geopropoleo se realizd preparando
disoluciones de los extractos con una concentracion aproximada de 2 mg/mL, utilizando

diclorometano como disolvente para los EHG y MeOH para los EEG.

Con un capilar se realizaron 25 aplicaciones de cada disolucion en placas de aluminio
cubiertas de silica gel 60 F2s4 (Merck), posteriormente, se probaron diferentes sistemas
de elucibn para ambos extractos. En los EHG se probaron proporciones de
hexano:cloroformo y para los EEG se probaron proporciones de acetato de etilo:MeOH y
acetato de etilo:hexano. Las placas se revelaron con DPPH, AICIz y anisaldehido

sulfurico.

4.5 Evaluacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalud utilizando el bioensayo de la capacidad de
neutralizacion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) siguiendo los protocolos
descritos en la literatura*®#!. El radical libre de color purpura reacciona con el agente
neutralizante para producir 1,1-difenil-2-picrilhidrazina como se puede ver en la Figura
942,
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Figura 9. Reaccién de aclaramiento de DPPH.

4.5.1 Curva patréon de Trolox

En primer lugar, se prepararon disoluciones de DPPH (Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 0.216 mMy de Trolox (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 1000 yM
en metanol. Posteriormente, en una placa de 96 pozos se colocaron de la columna dos a
la nueve 100 uL de metanol y en la columna uno 200 uL de la disolucién de Trolox. Como
paso siguiente, se realizaron las diluciones seriadas de los extractos de prueba hasta la
columna 9. En las columnas 10 - 12 se colocaron 200 uL de DPPH, Trolox y metanol,
respectivamente. Finalmente, de la columna 1 a la 9 se adicionaron 100 uL de DPPH. La
microplaca con la mezcla de reaccion se mantuvo durante 30 min en la obscuridad y se
determind la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm. La curva de calibracion se

construyo en un intervalo de concentracion 500 a 1.95 yM de Trolox.

4.5.2 Evaluacion de la actividad antioxidante de los EE de geopropodleo

Para evaluar la capacidad antioxidante de cada muestra se pesaron 10 mg del extracto
etandlico y se disolvieron en 1 mL de metanol. El llenado de la placa se realiz6 colocando
un blanco de metanol en la columna 1, un blanco de muestra en la columna 2 realizando
diluciones seriadas desde la fila A hasta la H (2.5 a 0.019 mg/mL), muestra con DPPH en

la columna 3 con las mismas diluciones y DPPH solo. La prueba se realizé por triplicado
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para muestra y las condiciones de tiempo y lectura fueron las mismas a la de la curva.
Los datos obtenidos se introdujeron en la siguiente ecuacion para obtener el porcentaje
de atrapamiento de DPPH, el cual es necesario para el calculo de la concentracion
efectiva 50 (CEs0)*3. Los modelos utilizados fueron el lineal, semilogaritmico y doble

reciprocos mostrados en el anexo |l.

Abs — Abs
% de Atrapamiento de DPPH = [1 - quu;;tmwppqu b Muestra | % 100
DPPH — metanol

4.6 Determinacion del contenido de fenoles totales
La cuantificacion de fenoles totales se realizdé mediante la técnica de Folin-Ciocalteu** en

microescala.

4.6.1 Curva patréon

Para la construccidn de la curva patron se utilizé una curva de 96 pozos y acido galico
(Sigma-Aldrich) en un rango de concentracion de 0.39 a 25.0 pg/mL. Dicha curva se
preparé a partir de una disolucidon stock de 800 pg/mL de acido galico y realizando
diluciones seriadas de forma similar al punto 4.4.1. Posteriormente, a cada pozo se
adicionaron 20 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau 1 N (Sigma-Aldrich) y se mantuvo por
15 min en la oscuridad. Como paso siguiente, se adicionaron 80 pL de Na2COs al 8%
(m/V) y se mantuvo por 1 h en la oscuridad. Transcurrido este tiempo se determino la

absorbancia a una longitud de onda de 760 nm.

4.6.2 Cuantificacion de fenoles totales en los EE de geopropdleo

Para cuantificar los fenoles totales se prepararon disoluciones del extracto etandlico de
cada muestra con una concentracion de 10 mg/mL en metanol. Como paso que sigue,
en una placa de 96 pozos se colocaron 10 uL de la disolucién anterior, 90 uL de H20
MiliQ, 20 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu y se dejé reposar en oscuridad por 15 min.

Transcurrido este tiempo, se adicionaron 80 pL de Na2COs al 8% (m/V), se agitd
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suavemente y se mantuvo por 1 h en la oscuridad. Por ultimo, se leyd la absorbancia a
una longitud de onda de 760 nm y se interpolaron los valores en la curva patron para
expresar los resultado en pg equivalentes de acido galico por gramo de extracto

etandlico. El procedimiento se realizé por triplicado para cada muestra.

4.7 Determinacién del contenido de flavonoides totales
La cuantificacion de flavonoides totales presentes en las muestras se realizé con un
procedimiento modificado como se encuentra descrito en la literatura®'. En la Figura 10

se muestra la reaccion de complejacion entre flavonoides y sales de aluminio®®.

H 7~ Of/,[i‘i'\ \O

Figura 10. Reaccién entre flavonoides y sales de aluminio.

4.7.1 Curva patréon de quercetina

Se preparo una curva patron utilizando como referencia a la quercetina (Sigma-Aldrich).
Las diluciones necesarias se realizaron en una placa de 96 pozos iniciando con una

concentracion de 0.1 mg/mL hasta la ultima con 0.00234 mg/mL.

4.7.2 Cuantificacion de flavonoides totales en los EE de geopropdleo

Para la cuantificacion de los flavonoides totales se pesaron 10 mg del EE y disolvieron
en 1 mL de metanol, de esta disolucidon se tomaron 100 pL y se colocaron en un pozo de
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una placa, posteriormente se adicionaron 100 yL de AICIs (J.T. Baker) al 2% y se dejé
reposar por 15 min. Posteriormente, se leyo la absorbancia a una longitud de onda 420
nm y se interpolaron los valores en la curva patron para expresar los resultados en ug
equivalentes de quercetina por gramo de extracto etandlico. El procedimiento se realizé

por triplicado para cada muestra.

4.8 Evaluacion de la actividad antibacteriana

Para determinar el efecto de los geopropdleos sobre el crecimiento bacteriano se utilizé
el método de microdilucion en placa de 96 pozos siguiendo los criterios establecidos por
el CLSI. Para realizar este bioensayo se pesaron 10 mg, tanto de los EEG como los EHG,
y se disolvieron en DMSO al 5% en agua. A continuacién, se describe brevemente el
proceso utilizado. En todos los pozos de la placa se adicionaron 100 yL de medio de
cultivo BHI y 100 uL de muestra unicamente en la primera columna (8 muestras por
placa), de la cual se tomaron 100 yL para realizar diluciones seriadas hasta la columna
10. Posteriormente, a cada pozo, se agregaron 80 pyL de medio BHI y 20 uL de la bacteria
a probar a una escala de 0.5 de McFarland. En |la columna 11 se coloco el control positivo
(digluconato de clorhexidina) y en la columna 12 el control negativo (medio BHI). Por

ultimo, las placas se incubaron por 24 hrs a 37 °C.

Las bacterias utilizadas fueron Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) y Streptococcus mutans (ATCC 10449)
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5 Resultados y discusion

5.1 Rendimiento de los EHGP y EEGP

La extraccion de cada una de las muestras de geopropoleo se realizé utilizando en primer
lugar hexano. Esta extraccién permitio la obtencidén de los componentes menos polares
de los geopropdleos. En la literatura en estudios previos se ha descrito la presencia de
componentes de tipo terpenoide en muestras recolectadas en Brasil y Venezuela. Los
rendimientos que se obtuvieron para esta extraccion se encontraron en un rango de 32.77
a 62.05 %. Estos rendimientos también son consistentes con reportes previos en la

literatura°46,

La segunda extraccion de las muestras se realizo utilizando etanol 96 % como disolvente
de extraccién. La seleccidon de este disolvente se realizé con base en los reportes previos
encontrados en la literatura®. Los rendimientos que se obtuvieron para los extractos

etandlicos se encontraron en un rango de 5.92 a 25.41 %.

Cuadro 3. Rendimiento de la extraccidon hexanica y etandlica de las muestras e

geopropoleo analizadas

Muestra Rendimiento (%)

EH EE
1 32.77 17.07
2 39.92 10.46
3 48.90 20.05
4 62.05 5.92
5 60.92 9.79
6 54.74 10.73
7 42.80 25.41
8 38.86 8.80
9 51.76 12.29
10 57.24 10.56
11 45.71 17.63
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5.2 Perfil cromatografico por cromatografia en capa fina (CCF) de los EEP y EHP
Con la finalidad de conocer el perfil cromatografico de cada uno de los extractos
hexanicos y etanolicos se realizé la cromatografia en capa fina de cada una de las 11
muestras. En la Figura 11A se muestra la cromatoplaca obtenida para los extractos
hexanicos de cada geopropodleo. En esta placa se observé que las 11 muestras tuvieron
un patrén cromatografico muy similar, por el color obtenido al ser tratados con un agente
cromdégeno anisaldehido sulfurico se puede sospechar de la presencia de terpenoides y
acidos grasos como componentes principales. Wagner (1996)* describe que los
triterpenoides al ser tratados con anisaldehido como agente cromdgeno desarrollan
colores que varian de azul intenso a rojo. Por otra parte, los extractos etandlicos (Figura
11B) de las muestras también fueron muy similares entre si y no se observaron
diferencias significativas entre ellos. El tratamiento con el agente cromdgeno
anisaldehido sulfurico permitié la deteccién presuntiva de terpenoides y flavonoides. Los
perfiles cromatograficos son similares a otros obtenidos previamente de geopropodleos
brasileios en los cuales se determind que los componentes principales de los

geopropdleos son de tipo flavonoide y triterpenoide '8,

Figura 11. A. EHG. Sistema de elucién: hexano:diclorometano.

B. EEG. Sistema de elucion: AcOEt:MeOH. Agente cromdgeno:
anisaldehido-sulfurico.
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5.3 Determinacién de la actividad antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante se utilizaron concentraciones en un rango de
0.000489 mg/mL hasta 0.125145 mg/mL de Trolox y se encontré que el intervalo lineal
se ubica entre 0.015643 mg/mL y 0.000978 mg/mL. En este caso, la pendiente de la recta
es negativa, ya que a mayor concentracion de antioxidantes, menor concentracion del

radical libre DPPH y, por lo tanto, menor absorbancia a esa longitud de onda.

0.7
y =-29.638x + 0.639

R*=0.9995

)
o

0.5
0.4
0.3

0.2

Abs orbancia (517 nm

0.1

0.000 0.005 0.010 0.015 0.020
[Trolox] mg/mL

Figura 12. Curva de calibracion para la determinacion de la capacidad antioxidante
utilizando como referencia a el Trolox.

Las determinacion de la capacidad antioxidante se realiz6 mediante al analisis de una
curva dosis-respuesta, en este caso, concentracion del EEG contra el porcentaje de
atrapamiento de los radicales libres DPPH. Se realizé una interpolacion para estimar la
concentracion a la cual se atrapa el 50 % de los radicales libres DPPH con el modelo que
mejor se ajustd a una tendencia lineal. En los 11 casos se observd una mejor tendencia
con el modelo de los dobles reciprocos. (Anexo Il). Los resultados se muestran en el

Cuadro 4 y Figura 13.
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Cuadro 4. CEsp en mg de extracto etandlico de geopropdleo por mL (mg EEG/mL).

__ Muestra___ CEsome/mL_[REIRE

1 0.8922
2 0.7971 1.0000
3 1.0735

— 0.8000
4 0.3649 2

S~
5 0.3301 £ 0.6000
6 0.3977 K
7 0.9714 © 0.4000
8 0.9846

0.2000
9 0.7846
10 0.4444 0.0000
11 0.8421 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Muestras

Figura 13. Comparacion de la CEso de las muestras de
geopropoleos en mg de EEG/mL.

El intervalo de la CEso encontrada fue de 0.3301 a 1.0735 mg EE/mL. En la Figura 13 se
puede observar que los mejores geopropdleos son el M4 y M5 prevenientes de San
Antonio Rayon, seguidos de M6 y M10 provenientes de Coapan. Por otro lado, el resto
de las muestras requirieron practicamente el doble de extracto para generar el mismo
efecto, esto destaca ya que algunos de ellos fueron recolectados en la misma zona que
M6 y M10.

En la literatura, la CEso de los extractos provenientes de abejas de la familia melipona se
encuentran entre 0.00424 a 0.5 mg EE/mL'416.20-2248 gin embargo, la mayoria de ellos
no rebasan los 0.05 mg EE/mL. Por lo tanto, de forma general, los geopropdleos

producidos por Scaptotrigona mexica presentan baja actividad antioxidante.

5.4 Determinacion de la cantidad de flavonoides totales
De acuerdo a la literatura, los flavonoides son los productos naturales a los cuales se les
atribuyen las propiedades medicinales mencionadas anteriormente ademas de ser
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utilizado como un parametro de calidad. Para la determinacién de flavonoides totales se
realizd una curva de calibracion con quercetina con un intervalo lineal entre 0.0 mg/mL y

0.025 mg/mL. En la Figura 14 se ilustra la curva y la ecuacion de la recta correspondiente.

1.4

1.2

Abs = 49.664x + 0.0555
! R2=0.99922

0.8
0.6

0.4

Absorbancia (420 nm)

0.2

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03
Concentracién de quercetina (mg/mL)

Figura 14. Curva de calibracion para la determinacion de flavonoides totales
utilizando como referencia a la quercetina.

Las muestras se analizaron en las mismas condiciones a la de la curva patron y se
observdé que todas se encontraban dentro del intervalo lineal. Posteriormente, se
relaciond la masa para preparar las disoluciones con el valor de la concentracién de
flavonoides totales para obtener la cantidad de miligramos equivalentes de quercetina
por cada gramo de extracto (mg EQ/ g EEG). Estos resultados se muestran en el Cuadro

5 y una comparacion entre muestras en la Figura 15.
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Cuadro 5. Flavonoides totales en miligramos equivalentes de quercetina por gramo de
extracto (mg EQ/g de EEP)

Muestra mg EQ/g EEP 3.0000

1 1.3330
2 1.0279 2:5000
3 0.6343 & 0000
4 0.7460 3
5 1.6672 w 00
6 2.4334 g 1.0000
7 0.5235 9
S  0.5000
8 0.4359 E I I I I I
9 0.7359 0.0000
10 1.0913 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
11 0.9866 Muestras

Figura 15. Comparacion de la cantidad de flavonoides
totales presentes en las muestras por cada g de EEP.

Entre las muestras analizadas destaca la cantidad presente de flavonoides en M5 y M6,
con mas de 1.5 mg EQ/g EEP, ambas recolectadas en diferentes lugares, San Antonio
Rayon y Coapan respectivamente. A pesar de ello, no son lo suficientemente altas para

cumplir con el criterio de calidad establecido en la norma (5 mg EQ/ g EEG).

En la literatura, se ha reportado un valor de flavonoides totales de 25.4 mg EQ/ g EEP?,
este geopropdleo fue producido por la especie Melipona quadrifasciata anthidiodes,
ubicada en el Noroeste de Brasil, zona que pertenece a un tipo diferente de propdleos
(tipo Ill), esta probablemente sea la razon de la diferencia tan grande que existe entre las

muestras.

A inicios de este afo se reporté el analisis por HPLC de 59 muestras y una de ellas es
de meliponinos ubicados en Cuetzalan, Puebla, se reporta que no fue posible la deteccién
por la baja cantidad de flavonoides. Este resultado es comparable con el obtenido de las

11 muestras analizadas en este estudio.
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5.5 Determinacién de la cantidad total de fenoles
En la determinacién de la cantidad total de fenoles se construyé una curva de calibracion
de acido galico. En la Figura 16 se ilustra esta curva y la ecuacién de la recta

correspondiente.

1.8

y =0.0642x + 0.0186
R?=0.9992

1.6
14
1.2

1
0.8

0.6

Absorbancia (760 nm)

0.4
0.2

0
0 5 10 15 20 25 30

[Acido galico] pg/mL

Figura 16. Curva de calibraciéon para determinar la cantidad total de fenoles utilizando
acido galico.

Para realizar esta determinacién se probaron diferentes proporciones de MeOH:H20 para
preparar las disoluciones iniciales de los extractos ya que, con la propuesta en el
desarrollo experimental, se generaba un precipitado en las microplacas al momento de
mezclar con los otros componentes de la reaccion, al probar diferentes proporciones se
disminuy6 la formacion del precipitado pero se observaba una disolucién de aspecto

lechoso, impidiendo la lectura correcta del resto de las muestras

Los datos de absorbancia se interpolaron en la curva y la concentracion se relacioné con
la cantidad de extracto utilizado para preparar las disoluciones, este resultado final se
expreso en mg EAG/g EEG mostrados en el Cuadro 6 y Figura 17.
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Cuadro 6. Cantidad total de fenoles en miligramos equivalentes de acido galico por

gramo de extracto (mg EAG/ g de EEG)

1 3.709
2 6.368 14000
3 3.263 a 12.000
6 13.657 0 10000
210
fﬁo 8.000
]
©
S 6.000
[o14]
S

4.000
0.000
M1 M2 M3

Figura 17. Comparacion de la cantidad total de
fenoles en mg equivalentes de acido galico por g de
EEG.

M6

Comparando estos resultados con los de las pruebas anteriores, se observa una relacion
directa en M2, M3 y M6 con el contenido de fenoles, flavonoides y CEso, siendo M6 la
mas representativa por tener los mejores resultados en las tres pruebas: En M1 hay una
baja actividad antioxidante y pocos fenoles pero la cantidad de flavonoides es mayor a la

que se esperaba.

Con respecto a la literatura, los resultados obtenidos contindan siendo bajos ya que se
reportan valores de hasta 201.6 mg EAG/ g EE*® en especies meliponas, por lo tanto,
esta baja cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides explica la poco actividad

antioxidante de las muestras.

5.6 Evaluacion de la actividad antibacteriana
Para la determinacion de la actividad antibacteriana se utilizaron tres bacterias:

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans. La primera
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de ellas se evalud por ser un oportunista que infecta pulmones y las vias respiratorias,
vias urinarias, heridas, y también puede causar sepsis y neumonias. Staphylococcus
aureus es el principal causante de las infecciones nosocomiales, ademas de infecciones
cutaneas y de las mucosas relativamente benignas. El estudio de Streptococcus mutans
es debido a que es el principal agente de la formacion caries, por su capacidad de
producir glucosiltransferasas, las cuales le ayudan a sintetizar glucanos a partir de

sacarosa, éstos glucanos permiten la formacion de la placa dentobacteriana.

Las determinadas concentraciones minimas inhibitorias (CMI) para las tres bacterias
probadas se muestran en el Cuadro 7. Las concentraciones limite de los extractos
etandlicos de geopropoleo de 1000 ug/mL no inhibieron el crecimiento de las bacterias
P. aeruginosa y S. aureus. Estos resultados contrastan con los descritos por Santos et
al. (2017) para un EEG de Melipona mondury inhibi6 el crecimiento de P. aeruginosa a
una concentracion de 250 ug/mL y con una concentracion >1000 pg/mL para S. aureus
49 Por otra parte, el EEG inhibio el crecimiento de la bacteria S. mutans a concentraciones
de 500 pg/mL. Otra investigacion utilizando la bacteria cariogénica de S. mutans reporto
que el EEG generé un halo de inhibicion con concentraciones mas elevadas a las
probadas en este estudio (6.25 mg/mL y 12.5 mg/mL)?3, indicando que, de forma general,
la concentracién de los compuestos antibacteriales en los geopropdéleos son bajas y no

son capaces de generar dicha actividad.

Por otra parte, los EHG tuvieron CMI mayores a las concentraciones probadas para las
tres bacterias. Estos resultados son consistentes con los reportados por Santos et al.
(2017) para P. aeruginosa y S. aureus quieres reportan CMI de 1000 y 500 pg/mL,

respectivamente.
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Cuadro 7. Concentraciones minimas inhibitorias de los extractos hexanicos (EHG) y

etandlicos (EEG) de los geopropdleos

Muestra CMI (ung/mL)

EEG EHG
S. mutans S. aureus P. aeruginosa S. mutans S. aureus P. aeruginosa
1 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
2 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
3 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
4 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
5 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
6 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
7 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
8 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
9 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
10 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
11 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
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6 Conclusiones

El analisis de los extractos hexanicos de los geopropdéleos (EHG) recolectados en
Santiago Rayon y Cuetzalan por cromatografia en capa fina permitié determinar
que los extractos tenian una gran similitud entre ellos. Por otra parte, los extractos
de etanol (EEG) también fueron similares y no se observaron diferencias
significativas.

El contenido de flavonoides y fenoles determinado para los diferentes extractos
analizados fue menor a 2.5 mg EQ/g EEG y menor a 1.4 mg EAG/g EEG. Estos
resultados permiten concluir que ninguna de las muestras cumple con los criterios
de calidad establecidos por la Norma Mexicana de Propdleos (NOM-003-
SAG/GAN-2017) con concentraciones de 5 mg EQ/g EEG y 50 mg AEG/g EEG
para flavonoides y fenoles totales, respectivamente.

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) calculadas para los extractos
hexanicos de geopropdéleo (EHG) fueron mayores a 1000 ug/mL, mientras que las
correspondientes a los extractos etandlicos de propdleo (EEG) en el rango de 500
a 1000 pg/mL. Las concentraciones minimas inhibitorias de los extractos EHG y
EEG no son comparables a las determinadas para el control positivo (CHX)

utilizado y de acuerdo con la literatura se pueden considerar como poco activos.
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7 Perspectivas

Evaluar los efectos antiparasitarios contra Leishmania spp. y antifungicos contra Candida

albicans que presentan los extractos hexanicos (EHG) y etandlicos (EEG).
Realizar analisis fitoquimico de los compuestos activos presentes en los geopropdleos.

Ampliar el perfil antibacteriano con un mayor niumero de cepas bacterianas de interés

clinico.

Agregar muestras de otras regiones de México para tener una vision mas general de los

geopropoleos.

Encontrar otros disolventes o mezcla de ellos que mejoren la solubilidad de los extractos

en la prueba de fenoles.
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Anexo |

Anexo | Preparacion de disoluciones

1. Disolucién de DDPH (0.2 N)

En una balanza analitica se pesaron 17.0 mg de DPPH (Sigma-Aldrich) y se colocaron
en un matraz aforado de 200.0 mL. A este matraz se le adiciond una pequena cantidad
MeOH y se agité suavemente. Posteriormente, se adicioné el MeOH suficiente para llegar
a la marca de aforo. La disolucion se guard6 en un frasco ambar y en refrigeracion hasta

el momento de su uso para evitar la degradacion.
2. Disolucion stock de Trolox (1000uM)

En una balanza analitica se pesaron 12.5 mg de Trolox (Sigma-Aldrich) y se colocaron
en un matraz aforado de 50.0 mL. Posteriormente, se adicioné un poco de MeOH y se
agitd suavemente. Para completar el volumen se agregé MeOH hasta llegar a la marca
de aforo. La disolucion se mantuvo en oscuridad y en refrigeracion hasta el momento de

SuU UsoO.
3. Reactivo de Folin-Ciocalteu (1 N)

En una matraz volumétrico de 100.0 mL se colocaron 50.0 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu 2 N y se adiciond la cantidad suficiente de agua destilada para completar el
volumen. La disolucion se mantuvo en un frasco ambar y en refrigeracion hasta el

momento de su uso.
4. Disoluciéon de Na2COs al 8% (m/V)

En un matraz volumétrico de 10.0 mL se colocaron 0.8 g de Na2COs3 (Laitz) y se adicioné
la cantidad suficiente de agua destilada para completar el volumen.

5. Disolucion stock de quercetina (0.2 mg/mL)

En un matraz volumétrico de 10.0 mL se colocaron 20.5 mg de quercetina (Sigma-Aldrich)
y se completé el volumen con EtOH. De la disolucién anterior se tomaron 2 mL y se

diluyeron nuevamente a 10.0 mL con EtOH.
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6. Disolucion de acido galico (800 pg/mL)

En un matraz volumétrico de 10.0 mL se colocaron 7.9 mg de acido galico (Sigma-Aldrich)
y se completod el volumen con H20 destilada. La disolucién se mantuvo en refrigeracion

hasta el momento de su uso.
7. Disolucion de AICI3 (2% m/V)

En una balanza analitica se pesaron 0.5029 g de AICIs (J.T. Baker) y se colocaron en un
matraz volumétrico de 25 mL. Se completo el volumen con la cantidad necesaria de EtOH.

La disolucidon se mantuvo en refrigeracién hasta el momento de su uso.
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Anexo |l Graficas para la determinacion de la CEso de los EEG
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Anexo lll Placas para determinar la CMI

Placas para P. aeruginosa. En la columna 1 se encuentra
la muestra con una concentracion de 1000 pg/mL, en la
columna 11 el control +y en la columna 12 el control -. En la
segunda placa se adicion6 el colorante para comprobar la
presencia de bacterias vivas o muertas.

Placas para S. aureus. En la columna 1 se encuentra la
muestra con una concentracion de 1000 pg/mL, en la
columna 11 el control + y en la columna 12 el control -.
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