
 

 
 
 
 

 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

 
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA PRODUCCIÓN Y SALUD ANIMAL 

 
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLÁN 

 
 

“Evaluación del efecto antiviral in vitro del Propóleo de FESC y 
tres flavonoides comerciales sobre el virus de distemper canino” 

 
 
 

T                   E                   S                     I                   S 
 

Q U E  P A R A  O P T A R  P O R  EL     G  R  A  D  O    D E 

 
D  O  C  T  O  R       E  N     C  I  E  N  C  I  A  S 

 
 

P         R          E          S            E          N          T          A  

 
M A R Í A   D E   J E S Ú S   G O N Z Á L E Z    B Ú R Q U E Z 

 
TUTOR: 

 
 

DR. SALVADOR FONSECA CORONADO 
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLÁN 

 
MIEMBROS DEL COMITÉ TUTOR: 

DRA. MARÍA MARGARITA CANALES MARTÍNEZ 
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA 

DR. JOSÉ GUILLERMO PENIERES CARRILLO 
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLÁN 

 
Cuautitlán Izcalli, Edo. de México             Diciembre,  2018 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 I 

AGRADECIMIENTOS 

 

Instituciones. 

 

A la Universidad Nacional Autónoma de México por permitirme formar parte de esta gran 

institución educativa y por la oportunidad de realizar un posgrado de alto nivel. 

 

A la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán por permitirme una formación integral y 

ver culminado exitosamente mi formación profesional. 

 

Al CONACYT  (Núm. de beca: 423637) por el apoyo económico brindado durante mis 

estudios de posgrado. 

 

Proyectos: 

 
Proyecto UNAM  DGAPA PAPIIT 200915 

DESARROLLO DE PRODUCTOS CON PROPÓLEO PARA SU USO EN LA 

PASTEURELOSIS DEL CONEJO, DISTEMPER CANINO Y OTITIS CANINA. 

 

Proyecto UNAM FESC PIAPI 1632 

EVALUACIÓN DE PRODUCTOS SINTÉTICOS Y PROTOTIPOS FARMACEUTICOS  

A BASE DE PROPOLEO PARA SU APLICACIÓN EN LA SALUD ANIMAL. 

 

Proyecto UNAM FESC PIAPI 1809. 

EVALUACIÓN DE PRODUCTOS A BASE DE PROPÓLEO PARA SU APLICACIÓN 

EN LA SALUD ANIMAL. 

 

Proyecto UNAM DGAPA PAPIME PE205717. 

IMPLEMENTACIÓN DE LA ASIGNATURA DE BIOLOGÍA CELULAR, BIOLOGÍA 

MOLECULAR Y GENÓMICA ANIMAL DE PRÁCTICAS DE LABORATORIO CON 

TÉCNICA DE USO COMÚN EN INVESTIGACIÓN COMO INDUCTORAS HACIA 

UNA CARRERA CIENTÍFICA EN ALUMNOS DE MVZ. 

 

Proyecto UNAM FESC PIAPI 1829. 

BIOLOGÍA CELULAR Y MOLECULAR DE PROCESOS FISIOLÓGICOS Y DE 

RESPUESTA A INFECCIONES DE INTERÉS VETERINARIO. 

 

 

Laboratorios: 

 

Laboratorio número 4 de la Unidad de Investigación Multidisciplinaria de la Facultad de 

Estudios Superiores Cuautitlán, campo 4 UNAM. Responsable. Dr. Carlos Gerardo García 

Tovar y Dr. Carlos Ignacio Soto Zárate. 

 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 II 

En donde se llevaron a cabo los ensayos relacionados a cultivo celular, actividad antiviral, 

PCR punto final así como los ensayos de MTT. 

 

Laboratorio número 6 de la Unidad de Investigación Multidisciplinaria de la Facultad de 

Estudios Superiores Cuautitlán, campo 4 UNAM. Responsable. Dr. Tonatiuh Cruz 

Sánchez. 

En donde se llevó a cabo el análisis general del propóleo de FESC. 

Laboratorio número 17 de la Unidad de Investigación Multidisciplinaria de la Facultad de 

Estudios Superiores Cuautitlán, campo 4 UNAM. Responsable. Dr. Salvador Fonseca 

Coronado. 

Desarrollo de la técnica de  RT- PCR tiempo real. 

Laboratorio de Química Orgánica de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán, campo 

1 UNAM. Responsable. Dr. José Guillermo Penieres Carrillo. 

En donde se llevó a cabo la extracción del propóleo de FESC. 

Laboratorio de Farmacognosia. Unidad de Biotecnología y Prototipos (UBIPRO). Facultad 

de Estudios Superiores Iztacala. UNAM.  Responsable: Dra. Ma. Margarita Canales 

Martínez 

En donde se realizó el perfil químico del propóleo mediante HPLC y CG-MS. 

 

Académicos: 

 

Dr. Salvador Fonseca Coronado, Dr. Tonatiuh Alejandro Cruz Sánchez, Dr. Carlos Ignacio 

Soto Zárate, Dr. Carlos Gerardo García Tovar, Dra. Margarita Canales Martínez, Dr. José 

Guillermo Penieres Carrillo, Dr. Liborio Carrillo Miranda. 

  

Al Técnico Académico M. en C. Francisco Rodolfo González Díaz, por su apoyo en la 

aplicación de las Técnicas de Biología Molecular y Celular que se emplearon en el presente 

trabajo. 

 

Al Técnico Académico MVZ José Luis Nieto Bordes, en el desarrollo de cultivos celulares. 

 

 

 

 

 

 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 III 

 

RESUMEN 

 

El Propóleo es una resina que las abejas elaboran (Apis mellifera), es una mezcla de ceras, 

exudados colectados de brotes, polen y enzimas. Ha sido empleado desde tiempo antiguos 

por el hombre por sus propiedades y acción biológica contra microorganismos patógenos,  

incluídos los patógenos virales. El presente trabajo se investigó la actividad antiviral in 

vitro de un Propóleo originario de México (FESC) y tres flavonoides comerciales 

(quercetina, naringenina y pinocembrina). Se realizaron diferentes tratamientos en tres 

momentos distintos; 1) Dos horas antes de la infección, 2) Simultáneo a la infección, 3) 

Dos horas después de la infección viral. La actividad antiviral se evaluó por medio de la 

inhibición de la expresión relativa del gen de la nucleoproteína del VDC (RT-qPCR tiempo 

real) y midiendo la viabilidad celular (ensayo colorimétrico MTT). El Propóleo aplicado 2 

horas antes de la infección disminuyó la expresión viral y tuvo una correlación 

positiva con la viabilidad celular. Así mismo, la administración de los tres flavonoides 

en conjunto dos horas antes de la infección provocó una ligera disminución de la 

expresión viral, sin embargo, no mejoró la viabilidad celular. La quercetina aplicada 

simultáneamente a la infección indujo una disminución de la expresión viral y mejoró 

la viabilidad celular. Los flavonoides (pinocembrina y naringenina) no mostraron 

efecto antiviral en los tiempos evaluados. Finalmente,  se demostró la actividad 

antiviral del Propóleo y la sinergia que existen entre los flavonoides estudiados sobre la 

disminución del efecto citopático y la expresión del gen de la nucleoproteína del CDV. 

Palabras clave: Distemper/Propóleo/EEP/flavonoides/MTT /RT-PCR tiempo real. 
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ABSTRACT 

 

Propolis is a resin that honey bees (Apis mellifera) produce by mixing wax, exudates 

collected from tree shoots, pollen, and enzymes. It has been used for its biological 

properties against pathogenic microorganisms including those of viral origin. In the present 

study, we demonstrate the antiviral effect of Mexican propolis, as well as of the three 

commercial flavonoids (quercetin, naringenin, and pinocembrin) present in its composition, 

in cell cultures infected with Canine Distemper Virus. The treatments were carried out with 

propolis, flavonoids individually and a mixture of the three flavonoids at three different 

times. Antiviral activity was evaluated by the inhibition of the relative expression of the 

virus nucleoprotein gene (Real-Time qPCR) and by the determination of cellular viability 

(MTT Assay). Propolis applied before infection, decreased viral expression (0.72 vs 1.0, 

1.65, 1.75 relative expression) and correlated with increased cell viability (0.314 vs 0.215; 

0.259; 0.237 Absorbance Unit (AU)). The administration of a flavonoid mixture 

containing the three commercial flavonoids before infection induces a slight decrease 

in viral expression (0.93 vs. 1; 1.42; 1.82 relative expressions), however, it does not 

improve cellular viability (0.255 vs. 0.247; 0.282; 0.245 AU). Quercetin administrated 

at the same time of infection decreases viral expression (0.90 vs 1.0; 3.25; 1.02 

relative expression) and improves cellular viability (0.294 vs 0.240; 0.250; 0.245 AU). 

Pinocembrin and naringenin individually did not show any antiviral activity at the 

administration times evaluated in this study. The present work is the first in vitro 

study of the effect of propolis in Canine Distemper Virus and is demonstrated the 

antiviral activity of Mexican propolis, in addition to the synergy that exists between 

the three flavonoids on cell viability and the expression of the nucleoprotein virus 

gene.  

 

Key words: Distemper/propolis/EEP/flavonoids/MTT /real time RT-PCR 
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1 INTRODUCCION 

1.1 Propóleo 

 

El propóleo es un material resinoso elaborado por las abejas (Apis mellifera) a partir de la 

cera y exudados de las plantas, mezcladas con polen y enzimas secretadas por las mismas 

(1). La palabra propolis se cree que fue dada por Aristóteles para señalar que el Propóleo se 

utilizaba para proteger y defender la colmena. Propóleo significa "antes de la ciudad" o 

"defensor de la ciudad" (del griego pro = en defensa de, y polis = ciudad). En el comienzo 

de la civilización griega, Aristóteles observó que el Propóleo tenía la capacidad de defender 

una ciudad con miles de habitantes, la colmena, tanto para la reparación estructural 

arquitectónica como para el mantenimiento de la especie mediante la preparación de 

lugares asépticos para el depósito de los huevos de la abeja reina  (2). El propóleo es muy 

importante para las abejas ya que es un fuerte material adhesivo que generalmente lo usan 

como material de construcción para sellar las aberturas y grietas de la colmena (3), también 

se utiliza para suavizar las paredes internas (4), así como para proteger la colonia de 

enfermedades y cubrir los cadáveres de aquellos intrusos que murieron dentro de la 

colmena, evitando su descomposición  (5). Se ha observado que las abejas recogen las 

resinas protectoras de las flores, hojas y capullos con sus mandíbulas y luego las llevan a la 

colmena en sus patas traseras, su color varía de verde a marrón rojizo dependiendo de su 

fuente botánica (2). 

El propóleo se ha utilizado ampliamente desde la antigüedad. Los egipcios se beneficiaron 

de las propiedades anti-putrefacción de los Propóleos para embalsamar a sus muertos, y los 

médicos griegos y romanos lo utilizaron como agente antiséptico y cicatrizante (6). En las 

últimas décadas se han publicado gran número de artículos científicos que escriben sobre 

los diferentes aspectos de las propiedades biológicas del propóleo, sin embargo, en la 

mayoría, la información es limitada (6,7). 

El propóleo se ha convertido en un ingrediente popular para complementar el cuidado de la 

salud, como producto natural en farmacéutica y para la preparación de alimentos (cápsulas, 

geles, polvos, enjuagues, cremas)  (8). Entre las propiedades terapéuticas se ha estudiado su 
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acción antimicrobiana, antioxidante, antiviral, antimicótica, anti-inflamatoria, 

inmunomoduladora y anticancerosa (9,10). 

 

1.2 Composición de los Propóleos 

 

La composición del propóleo al igual que el de la miel varía por factores como; la fuente de 

los exudados, clima y condiciones ambientales (6,11). El propóleo suele ser una mezcla 

aromática debido a su contenido en aceites esenciales, y en función del origen botánico de 

la resina, época de recolección y edad, también difiere en color (de amarillo claro a castaño 

oscuro), sabor (amargo, ligeramente picante o insípido) y consistencia, ya que a 

temperaturas de 45 a 250° C es una sustancia suave, flexible y muy pegajosa, mientras que, 

por debajo de 15° C, se vuelve duro y quebradizo. Regularmente, es convertido en líquido 

entre 60 y 70° C, pero en algunas muestras el punto de fusión puede ser de 100° C (12) . El 

propóleo crudo contiene impurezas tales como madera, cera, polen, incluso abejas muertas, 

de modo que es necesaria una observación macroscópica con el fin de eliminarlas y 

purificarlo antes de la preparación del extracto. Los solventes utilizados para la extracción 

en su mayoría son alcoholes como el metanol y etanol. El alcohol más utilizado es el etanol, 

el cual contiene diferentes porcentajes de agua, se ha encontrado que con un 70% de etanol 

es útil para extraer la mayor parte de los componentes activos del Propóleo, pero no las 

ceras  (7,13).  

Se ha señalado la presencia de al menos 300 compuestos (Cuadro 1). Dentro de las 

principales; resinas (50%), ceras (30%), aceites esenciales (10%), polen (5%) y otros 

compuestos orgánicos (5%) (14). Entre los compuestos orgánicos, es posible encontrar 

compuestos fenólicos y ésteres, flavonoides en todas sus formas (flavonoles, flavonas, 

flavononas, dihidroflavonoles y chalconas), terpenos, esteroides, beta-aldehídos aromáticos, 

alcoholes y estilbenos (15,16). La combinación de estos compuestos probablemente ha 

dado como resultado un efecto sinérgico, el cual es esencial para la actividad biológica del 

Propóleo (17). Debido a las diversas características en su composición, es difícil comparar 

los resultados obtenidos con diferentes estudios, la variación en el origen, estacionalidad, 
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extracción, y estandarización de los procesos, todo esto puede interferir con el perfil 

químico y las propiedades biológicas del mismo (7). 

 

Cuadro 1. Composición general de los propóleos. 

Clasificación 

del compuesto 

Compuestos 

Bálsamos:  

40-70% 

Fenólicos: Fenoles, ácidos fenólicos. 

Ésteres, flavonoides, dihidroxiflavononas, 

flavonas, flavonoles, chalconas, glicéridos 

fenólicos. 

Ceras:  

20-35 % 

Componente de cera de abeja. 

Aceites esenciales:  

7% 

Mono y sesquiterpenos 

Otros:  

5% 

Minerales, polisacáridos, proteínas 

aminoácidos, aminas, amidas, trazas de 

carbohidratos, lactonas, quinonas, 

esteroides y vitaminas. 

Fuente: (18). 

 

Los compuestos derivados de las plantas son los más deseables debido a la posibilidad de 

efectos secundarios menores y su fácil accesibilidad desde la naturaleza. Los metabolitos 

secundarios, también llamados productos naturales, son compuestos químicos sintetizados 

por las plantas, característicos de un rango limitado de especies, éstos tienen un atractivo 

interés terapéutico, debido a que muchos tienen un efecto biológico sobre otros organismos 

(19). Entre estos compuestos derivados de las plantas, los flavonoides han recibido atención 

considerable como posibles fuentes de nuevas terapias para las infecciones virales (20). Los 

flavonoides son compuestos fenólicos (metabolitos secundarios) que se encuentran en 

muchas plantas  (21,22). Existen  estudios que reportan los efectos benéficos de los 
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flavonoides en la salud general, como sus actividades anti-oxidantes, antitumorales y  

antimicrobianas (23–27) . La actividad antiviral de los flavonoides se ha descrito en contra 

de diferentes virus (25,28–31). El estudio de estos metabolitos ha despertado gran interés 

ya que su estructura química es similar por lo que se sugiere que su actividad biológica está 

relacionada con la misma. Es decir, el esqueleto de éstos es un anillo bencénico con una 

cadena de tres carbonos que está unida a su vez a otro anillo bencénico (C6-C3-C6). Todos 

los flavonoides poseen las características de ser polifenólicos y solubles en agua. Dentro de 

los flavonoides se conocen siete clases principales, según los grupos funcionales que 

posean; las chalconas (implicadas en la estimulación de la polinización), las flavonas (que 

proporciona la coloración amarilla como la tricetina), los flavonoles (incoloros o amarillos, 

por ejemplo quercetina, miricetina, kaemferol), los flavandioles (leucocianidina, 

leucopelargonidina), las antocianinas (pigmentos rojos, azules y violetas), los taninos 

condensados (antocianidinas) y algunos autores consideran también a las auronas, a las 

cuales los integran en las  (27,32). 
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1.2.1 Pinocembrina 

 

La pinocembrina (5,7-dihidroxiflavanona), (Figura 1) es un flavonoide del propóleo y 

generalmente es el componente más abundante del mismo(33,34). Se encuentra en los 

pinos, hojas de eucalipto y goma de acacia, puede ser obtenido por síntesis (35). Se ha 

demostrado que posee extensos efectos farmacológicos incluyendo actividad 

antimicrobiana  (36,37), antioxidante (38), anti-mutagénica y anti-inflamatoria  (33,39).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura química de la Pinocembreina 
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1.2.2 Naringenina 

 

La naringenina (4′,5,7-trihidroxiflavanona) (figura 2), se ha demostrado que posee 

actividad antioxidante y antiviral en el virus del Dengue tipo 2, Herpes virus 1 y 2, la 

podemos encontrar en la piel de tomate, tomillo y algunas frutas como en la naranja 

(25,40–42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura química de la naringenina 
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1.2.3 Quercetina 

 

Es un flavonoide polifenólico (3,3′,4′,5,6-Pentahidroxiflavona) (43), está presente en 

diversas plantas, siendo uno de los más potentes antioxidantes de origen vegetal (44). Posee  

un amplio rango de beneficios terapéuticos incluidos: los antivirales (31,45), antidiabéticos  

(46), anti-inflamatorios  (26) y neuroprotectores (47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura quimica de la Quercetina 

 

 

 

1.3 Métodos de separación de los componentes del Propóleo 

 

La composición precisa del Propóleo se puede determinar mediante su análisis químico por 

HPLC  (48). Recientemente, un amplio grupo de estudios indicó que el uso y las técnicas de 

HPLC acopladas, especialmente a DAD y EM, son un enfoque poderoso para la rápida 

identificación de los componentes de las plantas medicinales y sus preparados (49), 

coincidiendo en que la RT- HPLC (RT- High-performance Liquid Chromatography) es la 

técnica más conveniente y completa para el análisis de compuestos fenólicos, extractos 

crudos de Propóleo y separación de los flavonoides (50,51). 

 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 8 

1.4 Propóleo en medicina veterinaria 

 

El Propóleo ha sido un atractivo objeto de estudio debido a sus propiedades biológicas 

activas  (1,5), se ha empleado en la terapéutica veterinaria en diversos campos y especies 

animales, como en la aplicación de soluciones para la prevención y control de 

enfermedades podales en ovinos (18),infusiones mamarias para el tratamiento de mastitis 

en bovinos (52), polvos antidiarréicos, bolos y soluciones inyectables, en enfermedades del 

sistema genitourinario como las endometritis, como colirios y ungüentos para las queratitis 

y queratoconjuntivitis infecciosas (18); tinturas y pomadas en heridas, soluciones 

desinfectantes y repelentes para la terapia de la onfalitis del ternero (52). También se ha 

empleado in vitro en contra de Pasteurella multocida aislada de conejos (53). 

 

1.4.1 Actividad antiviral del Propóleo 

 

El Propóleo tiene la capacidad de inhibir la propagación viral. La mayor parte de los 

estudios reportados son con virus humanos, ya que existen pocos trabajos en virus de 

interés en medicina veterinaria (Cuadro 2). Estudios in vitro demuestran los efectos del 

Propóleo sobre el DNA y RNA de diferentes virus. Los efectos observados involucran una 

reducción en la multiplicación viral e incluso una acción viricida (54). Los flavonoides, 

como quercetina y Rutina, que se encuentran en la miel y el propóleo (55) están 

relacionados con la inhibición de la polimerasa viral y la inhibición de la unión del ácido 

nucleico viral o las proteínas de la cápside viral. Algunos autores mencionan el efecto 

sinérgico de la apigenina y campherol en virus herpes simple tipo 1 (VHS). Cabe destacar 

que estos componentes de manera independiente tienen un menor efecto, y al ser mezclados 

muestran un efecto sinérgico, lo que explicaría el hecho de que la miel y el Propóleo 

presentan una mayor actividad antiviral que sus componentes individuales (54). La 

actividad antiviral del propóleo ha sido demostrada, con resultados prometedores, en contra 

de algunos virus patógenos para el hombre herpes virus simple tipo 1 (56) y los animales 

(57); VHS-1  (56,58) y VHS-2  (59), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (60)y 

el de la influenza aviar (57).  
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Dentro de las pruebas que se han realizado con virus de origen animal se tienen virus en 

aves como el de la enfermedad infecciosa de la bursa (VEIB) y reovirus aviar (VRA) 

(24,28,29). Autores refieren el uso de propóleo en contra del virus de la enfermedad de 

Newcastle (VNC), mediante un estudio mezclando el Propóleo con otros componentes 

empleados en medicina tradicional china  (61). En bovinos emplearon el  Propóleo en 

terneros con síndrome diarreico infeccioso debido a la presencia de Escherichia coli 

enterotoxigénica, Criptosporidium sp. y rotavirus, observando resultados favorables (62). 

Otro estudio realizado con el propóleo de Brasil empleando ganado con Herpesvirus 

bovino-5 (BoHV-5) probó su eficacia como inmunomodulador (63). También se ha 

probado experimentalmente que el extracto etanólico del propóleo del Estado de México 

(Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán) (64) en cultivos celulares infectados con el 

virus de pseudorrabia (PRV) afecto al virus. Por otra parte, se determinó la actividad 

antiviral de dos extractos etanólicos de Propóleos (EP1 y EP2) de dos fuentes distintas 

contra el virus del calicivirus felino (VCF), adenovirus canino tipo 2 (VAC-2) y el virus de 

la diarrea viral bovina (VDVB) (65). 

 

 

Cuadro 2. Trabajos realizados empleando Propóleo en virus animales. 

 

Especie Virus Tipo de evidencia Referencias 

Aves Reovirus In vitro (28) 

 Virus de la 

Enfermedad de la 

Bursa 

In vitro (28) 

 Newcastle In vitro (24) 

Bovinos Rotavirus In vitro (62) 

Cerdos Herpes virus tipo I In vitro (64) 

 Herpes virus tipo 1 In vitro (17) 

Perro Adenovirus canino In vitro (65) 

Gato Calicivirus felino In vitro (65) 
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1.5 Virus del Distemper Canino 

 

El Distemper Canino (VDC) es una enfermedad viral multisistémica grave de los 

perros y otros carnívoros, el agente etiológico está muy relacionado con el virus del 

sarampión (VS), el virus de la peste bovina, virus de la peste de los pequeños 

rumiantes, virus del distemper de la foca y virus del distemper del delfín. Todos son 

clasificados como Morbilivirus dentro de la familia Paramixoviridae. El VDC tiene 

un periodo de incubación de 3-7 días, es altamente contagioso en perros jóvenes (3-6 

meses de edad) y cursa con alta morbilidad y mortalidad. Esta enfermedad se 

caracteriza por presentar, inicialmente, una fiebre difásica, rinitis aguda, y continúa 

con una bronquitis, neumonía catarral, gastroenteritis severa y signos nerviosos 

severos (66). 

 

1.5.1 Generalidades del virus de distemper canino (VDC) 

 

El Distemper Canino (VDC) es una enfermedad viral multisistémica grave de los 

perros y otros carnívoros, el agente etiológico está muy relacionado con el virus del 

sarampión (VS), el virus de la peste bovina, virus de la peste de los pequeños 

rumiantes, virus del distemper de la foca y virus del distemper del delfín. Todos son 

clasificados como Morbilivirus dentro de la familia Paramixoviridae. El VDC tiene 

un periodo de incubación de 3-7 días, es altamente contagioso en perros jóvenes (3-6 

meses de edad) y cursa con alta morbilidad y mortalidad. Esta enfermedad se 

caracteriza por presentar, inicialmente, una fiebre difásica, rinitis aguda, y continúa 

con una bronquitis, neumonía catarral, gastroenteritis severa y signos neurológicos 

severos (66). 
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1.5.2 Organización genómica de VDC 

 

El VDC pertenece a la familia Paramyxoviridae, la subfamilia Paramyxovirinae y al 

género Morbillivirus (67). Es un virus relativamente grande (150-250 nm) con RNA 

de polaridad negativa y RNA polimerasa, con filamento único enrollado en simetría 

helicoidal no segmentado, que comprende aproximadamente 16 kilobases (kb) (68), 

está rodeado por una envoltura de lipoproteína derivada de glucoproteínas del virus 

incorporadas en la membrana celular (69), seis genes codifican para una sola proteína 

de la envoltura (M), dos glicoproteínas de la hemaglutinina (H y la proteína de fusión 

F), dos proteínas de la transcriptasa-asociada (la fosfoproteína P y la proteína grande 

L), y la proteína de la nucleocápside (N) que encapsula al RNA viral. La disposición 

lineal y la posición del genoma de los seis genes en VDC son respectivamente: N, P, 

M, F, H y L (68).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura del virus del Distemper Canino. Se señala la localización de las 

siete proteínas del virus que intervienen en el reconocimiento y fusión del VDC a la 

célula huésped (67). 

 

 

La proteína del gen H la utiliza para la unión a los receptores en la célula durante la 

primera etapa de la infección, una respuesta inmune del huésped adecuada contra la 

proteína H puede prevenir la infección por VDC. Después de la unión, la proteína F 

promueve la fusión de la envoltura viral con las membranas de la célula huésped, y 

también promueve la fusión de membranas entre las células huésped para la formación 
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de sincitios (70). La proteína M enlaza ribonucleoproteínas con proteínas de la 

envoltura durante el ensamblaje del virión, y el gen que codifica para la proteína P 

tiene dos marcos abiertos de lectura que codifican para las dos proteínas no 

estructurales V y C (71), que regulan la transcripción, replicación y la eficiencia con 

la que la nucleoproteína ensambla a la nucleocápside (72) y se ha estudiado que estas 

proteínas están implicadas en la supresión de la respuesta inmune del huésped, son 

prescindibles para la replicación del virus in vitro, sin embargo son necesarias durante 

las infecciones in vivo (73) . Hasta el momento se han identificado cuatro cepas del 

virus del distemper canino: Ledeerle, Onderspoort, Rockborn y Buzzel, las cuales son 

empleadas para el estudio de este virus. 

El gen de la nucleocápside se considera una región conservada entre las diferentes 

cepas de VDC, mientras el gen H se somete a una mayor variación genética y 

antigénica que otros genes del VDC, la secuencia de aminoácidos varía en 

aproximadamente un 10% entre las diferentes cepas del VDC  (74). Las proteínas H y 

F inducen la producción de anticuerpos neutralizantes (75). 

La cadena negativa de RNA se transcribe para producir un molde de cadena positiva 

para la replicación y producción de ARN negativo genómico adicional. El genoma de 

ARN se cubre con la nucleoproteína viral N, P y L para formar un complejo de 

replicación de ribonucleoproteína (RNP) (76). 
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Figura 5. Estructura y organización del VDC. Esquema de la estructura y proteínas 

víricas de los morbilivirus  (77). 

 

1.5.3 Nucleocápside (N) 

 

La proteína de la nucleocápside (N) es un gen de 1683 nucleótidos, es altamente 

conservado aunque se ha reportado que nuevos aislados del VDC presentan un cierto 

grado de diversidad genética entre las regiones que codifican para los dominios N´- y 

C´-terminal (78). La proteína de la nucleocápside (N) es codificada por el gen N´ y 

presenta 525 aminoácidos (aa). La proteína N juega un papel importante en el 

ensamblaje del virus, replicación, transcripción y también en la persistencia de la 

infección. El gen N es un candidato para el diagnóstico molecular del VDC (79).  

 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 14 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema del ciclo de la replicación de los paramixovirus. La transcripción 

viral y la replicación del genoma se realiza en el citoplasma (80).  

 

1.5.4 Resistencia a agentes físicos y químicos 

 

El VDC es muy susceptible al calor y se inactiva por el tratamiento a temperaturas 

entre 50 y 60º C durante 30 minutos. Es también susceptible a la luz ultravioleta  (75). 

En tejidos extraídos de perros con VDC el virus sobrevive por lo menos una hora a 

37º C y tres horas a 20º C o 24º C (temperatura ambiente) (66). En climas tropicales el 

virus no se mantiene viable en las perreras luego de ser eliminado desde los perros 

infectados. La supervivencia del virus es mucho mayor a temperaturas frías, 
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sobreviviendo en el ambiente durante semanas a temperaturas de 0º C a 4º C. En el 

laboratorio en congeladores con temperaturas de -70º C o -192º C (nitrógeno líquido) 

se mantiene infectivo durante varios años. La liofilización,  obtenida a bajas 

temperaturas y en alto grado de vacío, es un medio excelente para preservar la 

estabilidad y, por lo tanto, la antigenicidad del virus. En cuanto al pH, el virus es 

estable entre 4,5 y 9,0. El VDC es un virus envuelto y por lo tanto es susceptible al 

éter y cloroformo, soluciones de formalina diluida (0,5%), fenol (0,75%) y 

desinfectantes de amonio cuaternario (0,3%). La supervivencia del virus se ha visto 

hasta de 30 minutos a 60°C pero no por una hora, tiene diferentes tiempos de 

supervivencia dependiendo el tipo de muestra y de las condiciones del mismo. Es 

resistente a pH de 4.5, siendo el pH de 7,0 ideal para mantener su supervivencia (66). 

 

1.5.5 Patogenia 

 

El desarrollo de la patogenicidad del virus es la siguiente: Durante el primer día, se 

produce la infección de los macrófagos tisulares de las vías respiratorias altas; del día 

2-4, la infección se extiende a los tejidos linfoides de las tonsilas palatinas y de los 

nódulos linfáticos retrofaríngeos y traqueobronquiales; del 4-6, se extiende a los 

tejidos linfoides sistémicos y al hígado, bazo, nódulos linfáticos de la cavidad 

abdominal y a la lámina propia del tracto gastrointestinal. Durante este proceso se 

observa un pico de fiebre transitoria y el inicio de una leucopenia producida por el 

daño que está ocasionando a los linfocitos T y B. Entre los días 6-9 del transcurso de 

la enfermedad se produce la viremia; del 8 al 9, el virus se disemina a los tejidos 

epiteliales (epiteliotropismo) y al sistema nervioso central (neurotropismo); del día 9 -

14, la evolución varía dependiendo de la respuesta inmunológica del huésped, y puede 

incluir recuperación, enfermedad clínica multisistémica grave o localización en el 

sistema nervioso central (SNC). Otra situación que participa en el agravamiento del 

cuadro clínico del virus del distemper canino es la similitud con el virus del 

Sarampión, el cual produce estados de inmunodeficiencia, pues se replica en tejido 
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linfoide (células T CD4 y CD8, y macrófagos). Esto provoca además la liberación de 

factores inmunosupresores, como la prostaglandina E2 (PGE2) que suprime la 

actividad de los linfocitos T cooperadores e inhiben la liberación de sustancias que 

estimulan a las células T como la interleucina 2 o incrementan la actividad de 

leucotrienos. A esto se debe que a pesar de la vacunación siempre hay casos fatales 

(81).  

Si la respuesta inmunológica es rápida y eficaz, la infección es subclínica con una 

recuperación completa y la eliminación del virus sin enfermedad clínica (en el día 14 

después de la infección). Se estima que más del 50% de las infecciones son 

subclínicas. Si el desarrollo de la respuesta inmunológica falla de los días 9-14, el 

resultado es una diseminación rápida y generalizada del virus a los tejidos epiteliales, 

al tracto respiratorio, al tracto gastrointestinal y al SNC que produce signos 

multisistémicos, un segundo pico de fiebre y un porcentaje de mortalidad elevado. Si 

la respuesta inmunológica es tardía o débil, se evitan los signos multisistémicos, pero 

la localización en el SNC puede originar encefalomielitis  crónica con retraso en la 

aparición de los signos neurológicos. 

 

1.5.6 Diagnóstico 

 

El diagnóstico del VDC se basa principalmente en la sospecha clínica, apoyada por el 

antecedente característico de un cachorro de 3-6 meses de edad no vacunado o con 

vacunación inadecuada y posiblemente expuesto al virus. Los perros con afección 

grave casi siempre tienen signos clínicos bastante característicos para establecer el 

diagnóstico presuntivo (66,69,82,83). En los casos sospechosos, suele ser útil el 

hemograma completo para evaluar la respuesta de los leucocitos. La linfopenia y 

trombocitopenia son anormalidades constantes (84). La presencia de anticuerpos 

específicos contra el virus de VDC en liquido cerebroespinal (LCE) sirve para hacer el 

diagnóstico, pero no se encuentra en todos los casos. En ocasiones pueden detectarse 
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cuerpos de inclusión virales en linfocitos y células epiteliales. También se puede 

identificar el antígeno viral por inmunofluorescencia en las células sanguíneas, LCE, 

muestras citológicas y muestras congeladas de tejido. El aislamiento del virus se 

realiza mejor en tejidos postmortem (66). El aislamiento del virus en líneas celulares a 

partir de muestras clínicas es complicado. El ensayo de ELISA puede detectar altos 

títulos de anticuerpos frente al VDC durante varios meses después de la vacunación o 

después de la infección subclínica o clínica. La detección de IgG tiene poco valor, ya 

que no distingue la infección actual de la vacunación o de una exposición previa, en 

tanto que la detección de anticuerpos IgM sugieren una infección reciente o 

vacunación (66,69,75,82) convirtiendo los resultados en falsos positivos. 

Recientemente se han utilizado las pruebas moleculares como RT-PCR obteniendo una 

mayor sensibilidad y especificidad que las pruebas de detección de antígeno viral o 

anticuerpos (85), aunque se han obtenido mejores resultados realizándola en 

combinación con una PCR anidada (83). La infección subclínica del VDC contribuye 

a la propagación de la enfermedad, solicitando el desarrollo de una técnica de 

diagnóstico más sensible para la detección temprana y la cuantificación en animales 

asintomáticos y en aquellos con infección subclínica. La técnica de PCR en tiempo 

real cuantitativa se ha utilizado para la detección y cuantificación del VDC en 

muestras de sangre, hisopados de conjuntiva, orina y tejidos en los perros que 

muestran signos clínicos de la enfermedad, y también en células vero infectadas (86).  

 

1.5.7 Tratamiento de la enfermedad causada por VDC 

 

El tratamiento de esta enfermedad es inespecífico y de sostén. Las infecciones del 

tracto gastrointestinal y respiratorio son comunes y se deben tratar con antibióticos 

apropiados. La administración de corticosteroides puede ser de provecho en perros 

con infección crónica, pero está contraindicada en casos agudos (84). 
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1.5.8 Control y prevención del VDC  

 

La lipoproteína de la envoltura es fácilmente destruida por los solventes lipídicos y de 

este modo el virus pierde su capacidad infectiva.  Los perros infectados son la 

principal fuente de diseminación del virus por lo que deben ser separados de otros 

caninos. El programa de vacunación de cachorros contra el VDC debería incluir una 

combinación de virus modificados de tipo heterotípico VS-VDC (virus de sarampión-

virus de distemper canino), a las 8 semanas de edad. Luego, dos revacunaciones con 

VDC, separadas por 4 semanas y una revacunación anual, ya que puede haber pérdida 

de anticuerpos debido a variaciones de las vacunas o del huésped. Cualquier vacuna 

del tipo modificado puede ser fatal para otros animales salvajes y de zoológico (por 

ejemplo; pandas rojos o hurones de patas negras). Los cachorros que no han ingerido 

calostro no deben vacunarse con vacunas que contengan virus vivo modificado antes 

de las 4 semanas de edad, ya que puede producir encefalitis post-vacunal, así como en 

ciertos animales salvajes y algunas especies de zoológico. Para estas especies deben 

utilizarse vacunas de virus inactivado. También existen vacunas recombinantes y 

vacunas de ADN (ejemplo de vectores son; vaccinia, poxvirus de canario, adenovirus 

o baculovirus) que son adecuadas en perros. Como insertos se ut ilizan los genes que 

codifican para las proteínas H y F, que producen una inmunidad protectora (87). 
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2 JUSTIFICACION 

 

La composición química de los Propóleos que se producen en México actualmente 

comienza a tener una relevante importancia, debido a que no se cuenta con la suficiente 

información de esta, por lo anterior, es de vital importancia ir conociendo esta composición 

para determinar sus efectos sobre algunas de las enfermedades de los animales domésticos. 

Por otro lado, la enfermedad del Distemper Canino, es una de las afecciones principales y 

frecuentes en esta especie y actualmente los tratamientos utilizados para ésta son 

sintomáticos, una parte importante para la prevención de esta enfermedad es poder 

identificar posibles tratamientos alternativos que puedan favorecer la recuperación de los 

pacientes afectados por este padecimiento, por lo cual al estudiar el efecto del ropóleo y  de 

algunos de sus componentes químicos sobre el virus que la produce, generaría la 

información necesaria para complementar un tratamiento adecuado sobre la misma.  
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3 HIPOTESIS 

 

 

La información acerca de los componentes químicos de los Propóleos mexicanos que 

presentan actividad antiviral es casi inexistente. El extracto etanólico del propóleo 

proveniente de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán tendrá un alto contenido 

de fenoles y flavonoides por lo cual tendrá un efecto antiviral in vitro contra el virus 

de distemper canino. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

Evaluar la actividad antiviral del Propóleo del Estado de México (Facultad de 

Estudios Superiores Cuautitlán) in vitro y de tres flavonoides comerciales contra el 

virus de distemper canino. 

 

4.2 Objetivos particulares 

1. Determinar el perfil químico del propóleo de FESC. 

2. Determinar la Concentración Citotóxica media (CC50) del extracto etanólico del 

Propóleo (EEP). 

3. Determinar la CC50 de quercetina, pinocembrina, naringenina y la combinación de 

los tres flavonoides comerciales. 

4. Determinar el título viral e identificar el efecto citopático del virus de distemper 

canino en células vero. 

6. Evaluar la actividad antiviral del EEP FESC aplicado dos horas antes de la 

infección viral, de forma simultánea a la infección y dos horas después de la infección 

mediante la medición de la viabilidad del cultivo celular y la expresión relativa del 

gen de la nucleoproteína viral. 

7. Evaluar la actividad antiviral de los tres flavonoides comerciales por separado y 

combinados en las tres condiciones experimentales antes descritas. 
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5 DISEÑO EXPERIMENTAL 
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FESC Crecimiento, 
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celular 

Recolección del 
propóleo de FESC 

PRIMERA ETAPA  

 

 

ETAPA Obtención de virus de  
VDC  

Titulación viral y cosecha 
 de virus 
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SEGUNDA ETAPA: EVALUACIÓN ANTIVIRAL  

ETAPA 
PROPÓLEO O 

FLAVONOIDE    2 

HORAS ANTES DE LA 

INFECCIÓN VIRAL 

PROPÓLEO O 

FLAVONOIDE      

SIMULTÁNEAMENTE 

A LA INFECCIÓN 

VIRAL 

PROPÓLEO O 

FLAVONOIDE   2 HORAS 

DESPUÉS DE LA 

INFECCIÓN VIRAL 

Evaluación Antiviral 

RT PCR Tiempo Real Método de Mossman 

(MTT) 

Análisis estadístico 

(Grad Pad Prism- 

ANOVA). 

Expresión relativa del 

gen de NP de VDC 

(Método de Livak). 
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6 MATERIALES Y METODOS 

 

6.1 Recolección y obtención del extracto etanólico del propóleo 

 

El propóleo cosecha octubre 2014 en greña fue colectado del apiario de la Facultad de 

Estudios Superiores Cuautitlán (FESC) UNAM localizada en el municipio de Cuautitlán 

Izcalli, Estado de México a una latitud de 19˚ 40´ 50´´ N, longitud 99 grados 12´25´´ O, 

altitud 2,260 msnm. El material colectado fue limpiado de contaminantes físicos como 

astillas, plásticos, restos de abejas, entre otros, después fue fraccionado en trozos pequeños 

posteriormente, a 200 gramos de Propóleo se le adicionaron 800 ml de etanol al 70% y se 

mantuvo 15 días en un frasco ámbar, durante este periodo, diariamente fue sometido a una 

ligera agitación, una vez transcurrido este tiempo, se filtró empleando papel Whatman Cat 

No. 1444 110 y finalmente, se realizó la destilación del solvente en el laboratorio de 

Química orgánica de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán con un rotavapor Büchi 

R-205 B-490 con unas constantes de 85 revoluciones de rotación, a una temperatura de 

vapor de 27 ˚C y una temperatura de 55˚ C, posteriormente, el extracto se mantuvo en 

refrigeración a 4˚ C. El rendimiento del EEP se determinó por la diferencia de peso con 

relación al peso inicial de la muestra. 

 

6.2 Caracterización organoléptica. 

 

Impurezas visibles. De la muestra de EEP se retiró todo material ajeno al objeto de estudio 

como son madera, restos de abejas, plásticos, insectos externos, etcétera. 

Color. El color de la muestra del EEP de FESC se determinó con ayuda de un microscopio 

estereoscópico. 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 25 

Olor y sabor. Para evaluar el olor y el sabor de la muestra se retiró una porción de esta del 

envase para que no interfiriera en la percepción olfativa y posteriormente se colocó en la 

parte media de la lengua percibiendo los atributos que mejor lo distinguían. 

Consistencia y textura a temperatura ambiente. Se colocó una porción de la muestra en 

un vidrio de reloj y se procedió al tacto de esta.  

 

6.3 Rendimiento del Extracto. 

 

El rendimiento del EEP se determinó por la diferencia de peso con relación al peso inicial 

de la muestra (53). Para realizar el cálculo correspondiente se emplea la siguiente ecuación. 

                                   Peso del extracto (g)   

                                   Peso inicial de la muestra (g) 

 

6.4 Perfil Químico del Extracto etanólico del propóleo. 

 

El estudio cromatográfico se realizó en el laboratorio de Farmacognosia de la Unidad de 

Biotecnología y Prototipos de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Se 

utilizó un cromatógrafo de líquidos de alta resolución marca Hewlett Packard, Agilent 

Technologies series 1100 con un detector de arreglo de diodos (DAD, por sus siglas en 

inglés) y equipado con el software Agilent Chem-Station for LC and LC/MS systems. Se 

utilizó una columna Allsphere ODS-1, de 250 x 4.6 mm, tamaño de partícula de 5 µm. 

Corrida isocrática con mezcla de MeOH-acetonitrilo-agua y H₃PO₄ (25-25-50; 0.1%), flujo 

de 1 mL/min. Detector de arreglo de diodos (DAD a longitud de onda de 280 nm con 

barrido completo de 200-400 nm). Se inyectaron 30 µL y entran al aparato 20 µL (flop 20 

µL).  

------------------------

--------- 

X 100 % de rendimiento = 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 26 

 

Se empleó un Cromatógrafo de Gases Agilent Technologist 6850 acoplado a un 

Espectrómetro de Masas Modelo 5975 C. Para el cromatógrafo, las condiciones empleadas 

fueron: Columna RTX 30 m. de largo por 0.25 mm de diámetro interno por 25 micras de 

película, bajo las siguientes condiciones de corrida:  

 Temperatura del inyector: 250°C.  

 Modo de inyección: Split.  

 Radio: 33.5:1  

 Flujo del Split: 29.9 ml/mn.  

 Flujo de corrida: 35 cm/seg  

Las condiciones del horno fueron las siguientes:  

 Temperatura inicial: 70°C  

 Rampa de calentamiento: 8°C por minuto hasta 270°C, segunda rampa: 10°C por 

minuto hasta 290°C, se mantiene 6 min.  

 Tiempo de corrida total: 35 minutos.  

 Línea de transferencia: 290°C. 

6.5 Cuantificación de fenoles y flavonoides. 

 

Para determinar la presencia y cuantificación de flavonoides y fenoles se realizó la 

metodología propuesta por la Norma Argentina IRAM-INTA 15935-2. La quercetina 

(Sigma-Aldrich catálogo Q4951) se utilizó como referencia para la determinación de la 

concentración de los flavonoides, la cual se hizo mediante una curva de calibración con 

concentraciones de 1 a 90 mg/mL.  Para la cuantificación de fenoles se realizó una curva de 

calibración empleando ácido gálico (0-10, 20 g/mL) como referencia, la concentración 

que se utilizó para cada extracto fue de 0.02 mg/ml y las absorbancias se interpolaron en la 

curva de calibración correspondientes a cada compuesto (88).  

6.6 Preparación de EEP y productos comerciales. 

 

Con la finalidad de obtener las dosis exactas aplicadas en el diseño experimental, se 

preparó una dilución principal del EEP de 100 mg/mL en sulfóxido de dimetilo (DMSO) 
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(Amresco, cat. 67-68-5) y, posteriormente se le agregó DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium) para obtener la concentración final requerida. Los productos comerciales; 

quercetina (Q49519), pinocembrina (P5239) y naringenina (N5893) fueron adquiridos de 

Sigma-Aldrich. Al igual que en el caso del EEP, los compuestos se disolvieron en DMSO a 

una concentración principal de 30 mg/mL y mantenidos en refrigeración a 4° C; 

posteriormente de esta solución se tomó la cantidad necesaria para obtener la concentración 

deseada los componentes fueron diluidos en DMEM al momento de utilizarse. 

 

6.7 Línea celular y virus.  

 

Se emplearon células VERO (riñón de mono verde, ATCC CCL-81) mantenidas en DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con suero fetal bovino al 10% (Gibco, 

USA) y antibiótico (penicilina-estreptomicina, Gibco, USA) en una incubadora a 37° C 

bajo una atmosfera húmeda del 95% y 5% de CO2. Se utilizó la cepa Buzzell del virus de 

distemper canino donado por la Dra. Rosa Elena Miranda de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia, UNAM y la dosis infectiva se determinó de acuerdo con el método 

de Reed and Muench (89); la solución viral original tenía un título viral de 105 TCID50/mL. 

6.8 Evaluación del crecimiento. 

 

Con la finalidad de conocer si existe una relación entre el crecimiento celular y un 

incremento entre las unidades de absorbancia se procedió a realizar una curva de 

crecimiento celular mediante el siguiente procedimiento. Las células Vero se sembraron en 

una caja de 96 pozos en concentraciones que fueron de 3,000 hasta 50,000 células por pozo. 

Se dejaron incubando bajo las condiciones estándares descritas anteriormente, al término 

del periodo de incubación se evaluó la viabilidad celular por el método colorimétrico MTT 

reportado por (90). 
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Los resultados se muestran en la figura 13 en donde se observó que existe una alta 

correlación (R2=0.95) entre la cantidad de células y las unidades de absorbancia, es decir, a 

mayor cantidad de células mayor es el valor de las unidades de absorbancia. 

 

6.9 Determinación de la concentración citotóxica media (CC50). 

 

La citotoxicidad del DMSO, EEP, quercetina, pinocembrina y naringenina fue evaluada por 

observación al microscopio de campo claro y por medio de la determinación de la 

viabilidad celular con el método colorimétrico del MTT (90), por ambos métodos se 

establecieron las CC50 y las concentraciones a administrar del EEP y de cada uno de los 

compuestos comerciales empleando como criterio el 70% de viabilidad celular (Cuadro 1). 

El procedimiento a seguir fue el siguiente: las células fueron sembradas a una densidad de 

25,000 células/pozo en microplacas de 96 pozos e incubabas durante 24 horas a 37° C bajo 

las condiciones de crecimiento previamente descritas, posteriormente se agregaron a los 

cultivos concentraciones crecientes de cada uno de los flavonoides y se incubaron por 24 

horas adicionales, una vez terminado ésta incubación se agregaron 10 l de MTT 

(0.5mg/mL) por pozo, en donde permanecieron por otras 4 horas, al término de la misma, 

se retiró el contenido de los pozos y se agregaron 100 µL de DMSO para solubilizar las 

sales de formazán, se dejó reposar en la oscuridad por 15 minutos a temperatura ambiente 

y, a continuación se la placa se introdujo en un lector de microplacas (BIO RAD, Mod. 

550) a una longitud de onda de 595 nm. Todos los ensayos se hicieron por triplicado y 

como control negativo se utilizaron pozos a los que sólo se les agregó DMEM (200 L). 

Como control positivo para la destrucción total de las células, se aplicó peróxido de 

hidrógeno (H2O2) al 30% para todos los ensayos. (91). 

6.10 Tratamientos antivirales. 

 

La capacidad antiviral del EEP se evaluó in vitro y se comparó con el efecto mostrado por 

cada uno de los flavonoides comerciales previamente descritos y con una mezcla de los 
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tres. La efectividad de los tratamientos se determinó mediante dos métodos: el método 

colorimétrico de MTT y la RT-PCR de Tiempo Real. Para evaluar el efecto antiviral por 

medio del MTT las células Vero se sembraron en cajas de cultivo con 96 pozos, a una 

concentración de 25 x 103 células por pozo, en DMEM con 10% de SFB, durante 24 horas 

bajo las condiciones de cultivo previamente descritas. Se diseñaron los siguientes 

tratamientos experimentales: 1) Las células Vero se incubaron en ausencia del VDC, EEP y 

de los flavonoides en 150 μL de DMEM enriquecido con 5% de SFB; 2) Las células Vero 

se incubaron simultáneamente en presencia de 50 μL de EEP o flavonoides separados o 

mezclados, más 100 μL de DMEM suplementado con 5% de SFB; 3) Las células Vero se 

incubaron con la presencia del virus del VDC, cada pozo fue inuculado con 50  μL de la 

suspensión viral más 100 μL de DMEM suplementado con 5% de SFB y sin la presencia 

del EEP o flavonoides; 4) Las células Vero se incubaron durante 2 h con la presencia de 50 

μL del EEP o los flavonoides separados o mezclados, al término de la incubación se retiró 

el medio que contiene el tratamiento y se infectaron con 50 μL de la suspensión viral más 

100 μL de DMEM suplementado con 5% de SFB; 5) Las células Vero se incubaron 

simultáneamente con la presencia de 50 μL del EEP o los flavonoides separados o 

mezclados más 50 μL de la suspensión viral más 100 μL de DMEM suplementado con 5% 

de SFB y 6) Las células Vero se incubaron con la presencia del VDC durante 2 h, a cada 

pozo se le inoculó con 50 μL de la suspensión viral, al término de la incubación se retiró el 

virus y se le agregaron 50 μL del EEP o los flavonoides separados o mezclados más 100 μL 

de DMEM suplementado con 5% de SFB. 

La evaluación del efecto antiviral por medio de la RT-PCR en Tiempo Real, se llevo de la 

siguiente manera: se sembraron células Vero en cajas de cultivo (100 mm x 20 mm) con 

medio DMEM suplementado con 5 % de SFB hasta obtener un 90% de concfluencia. Se 

diseñaron cuatro condiciones experimentales con tres tiempos de administración del EEP y 

los flavonoides de manera individual o mezclados: 1) Las células Vero se incubaron con la 

presencia del VDC, inoculando la caja con 300 μL de la suspensión viral mas 10 mL de 

DMEM suplementado con 5% de SFB sin la presencia de EEP o los flavonoides de forma 

individual o mezclados; 2) Las células Vero se incubaron en presencia de 10 mL del EEP o 
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los flavonoides de forma individual o mezclados durante 2 h, al término de la incubación se 

retiro el medio de cultivo con los compuestos y se agregaron 10 mL DMEM suplementado 

con 5% de SFB más 300 μL de la suspensión viral; 3) Las células Vero se incubaron en 10 

mL DMEM suplementado con 5% de SFB con la presencia del EEP o los flavonoides de 

forma individual o mezclados más 300 μL de la suspensión viral y 4) Las células Vero se 

incubaron en presencia del VDC durante 2 h, al medio DMEM suplementado con 5% de 

SFB, se le agregaron 300 μL de la suspensión viral para inocular a las células, al término de 

la incubación se retiró el medio con el virus y se les agregaron 10 mL de DMEM 

suplementado con 5% de SFB con EEP o los flavonoides de forma individual o mezclados. 

El tiempo de incubación para todas las condiciones experimentales fue de 48 h. Las dosis 

empleadas del EEP y los flavonoides para los tratamientos experimentales se localizan en el 

cuadro 4. 
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6.11 RT-PCR Cuantitativa de tiempo real. 

 

La RT-PCR se realizó por medio del siguiente procedimiento: Las células Vero fueron 

sembradas en cajas para cultivo de 100 mm x 200 mm en DMEM suplementado con 5% de 

SFB, el ARN se aisló a partir de los cultivos celulares infectados y de los diferentes 

tratamientos tanto controles como tratados con cada uno de los compuestos, utilizando el 

Kit GeneJET (Thermo Scientific, cat. K0731). La retrotranscripción se realizó (RT) con 2 

μg de ARN. Los componentes de la mezcla de reacción fueron: 4 μL de retrotranscriptasa 

del virus de la leucemia murina de Moloney (M-MLV RT, Invitrogen), 0.5 L de cada 

iniciador (25 pmoles), 4 μL de dNTPs (250 μM cada uno), 8 μL de amortiguador RT 5×, 2 

μL de DTT 20 mM y agua libre de ARNasa para completar el volumen final de 40 μL. 

Posteriormente se determinó la pureza y concentración del cDNA en un espectrofotómetro. 

Para normalizar todas las muestras, el cDNA proveniente de cada muestra, se cuantificó y 

diluyó para obtener una concentración de 50 ng/L. Este cDNA fue empleado como 

templado para llevar a cabo la PCR en Tiempo Real.  

La PCR de Tiempo Real se realizó mediante el siguiente procedimiento: En primer lugar, 

se diseñaron un juego de iniciadores basados en el gen de la NP del VDC de acuerdo a la 

secuencia reportada en GenBank acceso EF418783.1 La secuencia Forward para la NP-

VDC fue 5´AGCTTCCATCTTGGCTCAAA´3 y la secuencia Reverse para la NP-VDC fue 

5´CCATGAATCGCCTCAAAGAT´3, dando como resultado un amplicon de 200 pb. 

Asimismo, se emplearon iniciadores para el gen de referencia (β-actina) de acuerdo a la 

secuencia reportada de Canis familiaris GenBank acceso U67202, la secuencia Forward 

para este gen fue 5´GTGTGACGTTGACATCCGCA3´ y la secuencia Reverse del mismo 

fue 5´TCCACACAGAGTACTTGCGC´3, (Nuncio, 2013). Los iniciadores de ambos genes 

fueron diseñados empleando el programa Primer3 versión 4.  

La mezcla de reacción para la PCR de Tiempo Real para ambos genes se integró por los 

siguientes compuestos: 9 μl de agua grado PCR, 0.5 μL de cada iniciador (10 pmol), 2 L 
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de cDNA y 5 μL del kit PCR-mix Roche. La PCR en tiempo real fue realizada en un equipo 

QPCR Agilent MX 3005P. Los ensayos se realizaron por triplicado por cada experimento. 

Las condiciones programadas en el termociclador fueron; desnaturalización inicial a 95°C 

por 10 min, seguida de 35 ciclos con las siguientes condiciones; desnaturalización 95°C por 

10 segundos, alineamiento a 53°C por 30 segundos y elongación a 72°C por 10 segundos, 

por último, se realizó una fase de polimerización final a 72°C por 10 min. La curva de 

disociación se obtuvo en el mismo equipo bajo las siguientes condiciones de corrida: 95°C 

por 1 segundo, 60°C por 1 segundo y 95°C por 10 segundos siendo únicas para cada 

amplicón confirmando la especificidad de los productos. Las reacciones fueron 

estandarizadas a las mismas condiciones de temperatura y número de ciclos para ambos 

genes. 

La la curva de calibración se realizó mediante diluciones logarítmicas de cDNA, desde 10-2 

hasta 10-9 ng/L. Por medio de esta manera se evaluó la eficacia del sistema y se determinó 

el tipo de cuantificación. A continuación, se identificó el ciclo umbral (CT) con el propósito 

de determinar la expresión relativa presente en cada tratamiento. La cuantificación del gen 

NP de VDC se obtuvo en relación con la expresión del gen de -actina. 

 

La expresión relativa del gen de la NP del VDC se determino empleando el método de 2-

∆∆Ct, con respecto a controles sin tratamiento. La fórmula implica una relación entre los 

valores obtenidos de Ct, en relación al control sin tratamiento, esto es: Ratio= 2 -(∆Ct de la 

muestra -∆Ct del control)
  (Método de Livak) (92). 
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Figura 7. Esquema de la secuencia del gen de -actina de perro. Se muestran las 

posiciones de alineamiento de los iniciadores para la amplificación del fragmento del 

gen de -actina de perro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema de la secuencia del gen de la NP del VDC. Se muestran las 

posiciones de alineamiento de los iniciadores para la amplificación del gen de la NP 

del VDC.  

 

 

 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 34 

 

Figura 9. Esquema de las condiciones de corrida utilizadas en la amplificación de los 

genes de interés por PCR de punto final.  

 

Finalmente, Por último, para corroborar la amplificación de la secuencia blanco se realizó 

la electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.5 %, teñidos con bromuro de etidio 

(BrE) bajo las siguientes condiciones de corrida: 70 volts durante 90 minutos, al término de 

la corrida los geles se visualizaron en un transiluminador para observar la presencia de los 

amplicones (93) .  
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Figura 10. Esquema de las condiciones de corrida que se utilizaron para realizar las 

curvas de amplificación y de disociación de los genes para PCR tiempo real.  
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6.12 Análisis estadístico. 

 

Ensayo de MTT.  

La viabilidad celular de los cultivos se evaluó mediante la obtención del promedio de las 

unidades de absorbancia producidas por el efecto citolítico del VDC en cada uno de los 

tratamientos (cultivo sin tratamiento y virus, cultivo infectado con VDC, cultivo con 

tratamiento dos horas antes de la infección, tratamiento simultáneo a la infección y 

tratamiento dos horas después de la infección viral). Los promedios de los datos obtenidos 

se analizaron por la prueba de ANOVA utilizando el programa Graph Pad Prism versión 4. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Rendimiento del Propóleo. 

 

El rendimiento obtenido del Propóleo del Estado de México-Facultad de Estudios 

Superiores Cuautitlán fue del 50.2%.  

7.2 Perfil químico del EEP mediante HPLC-UV.  

 

La identificación de algunos de los compuestos del EEP se realizó mediante HPLC UV y 

fue posible identificar 6 compuestos con base a su tiempo de retención (TR) y espectro UV, 

en la figura 11 se muestra el cromatograma resultante, en donde se aprecian los tiempos de 

retención (T.R), Área (Porcentaje total) y el nombre de cada compuesto propuesto por la 

base de datos que tiene el equipo. 
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Figura 11. Cromatograma del propóleo de FESC. En el recuadro se muestran los 

nombres de los compuestos más abundantes y sus picos correspondientes en tiempo de 

retención en minutos (eje X) y abundancia (eje Y). Tabla 5. Análisis HPLC UV. Se 

muestran los nombres de los compuestos del propóleo de FESC, el tiempo de 

retención (minutos) de cada uno y porcentaje de abundancia. 

 

Con la finalidad de identificar planamente la presencia de pinocembrina en el Propóleo de 

la FESC y de acuerdo con el resultado del cromatograma (figura 11), se realizó la 

cromatografía de un estándar de pinocembrina y se observó que los tiempos de retención y 

el espectro de absorción con luz UV son similares al interpolar las gráficas resultantes con 

el producto propuesto como pinocembrina encontrado en el propóleo de la FESC (Figura 

12). 
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Figura 12. Estándar de pinocembrina espectro UV. Sobreposición de las gráficas del 

estándar de pinocembrina dado por el equipo de HPLC-UV y el producto propuesto 

como pinocembrina en el Propóleo de la FESC. 

 

 

7.3 Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (CG-MS). 

 

 El análisis del EEP de FESC mediante la cromatografía de gases acoplada a espectrometría 

de masas (CG-MS) permitió complementar el análisis químico, en donde se identificaron 9 

compuestos: fenol, 2-hidroxibenzaldeído, 3-metil-4-isopropilfenol, 1-deceno, 2,4-

diterbutilfenol, hexadecanoato de metilo, hexadecanoato de etilo, 2-nonadecanona y Oleato 

de etilo (cis-9-octadecenoato de etilo) (Cuadro 3). 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 40 

 

Cuadro 3. Análisis por cromatografía de gases. Tiempos de retención, porcentajes y 

propuesta de los compuestos para el Propóleo de FESC de acuerdo con la base de 

datos presente en el equipo. 

 

 

7.4 Cuantificación de fenoles y flavonoides. 

  

La concentración de fenoles medida por espectrofotometría en base a la reacción 

colorimétrica de óxido-reducción indica que la muestra de Propóleo de FESC contiene el 

35% de fenoles totales, mientras que la concentración de flavonoides presentes en la 

muestra fue del 11.2% de flavonoides totales. 

7.5 Estandarización de la curva de crecimiento celular. 

 

Los resultados se muestran en la figura 13 en donde se observó que existe una alta 

correlación (R2=0.95) entre la cantidad de células y las unidades de absorbancia, es decir, a 

mayor cantidad de células mayor es el valor de las unidades de absorbancia. 

  

# 

 

TIEMPO DE 

RETENCIÓN 

(min) 

  

COMPUESTO PROPUESTO 

POR 

 LA BASE DE DATOS 

 

ABUNDANCIA 

% 

1 7.29 Fenol 8.83 

2 8.82 2-Hidroxibenzaldeído 0.33 

3 13.33 3-Metil-4-isopropilfenol 15.56 

4 13.53 1-Deceno,  1.48 

5 16.98 2,4-diterbutilfenol 0.92 

6 23.72 Hexadecanoato de metilo 0.29 

7 23.72 Hexadecanoato de etilo 1.33 

8 25.11 2-Nonadecanona  0.81 

9 25.81 Oleato de etilo (cis-9-

octadecenoato de etilo). 

0.81 
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Figura 13. Curva de estandarización de células Vero. En el eje de las Y se muestran 

las unidades de absorbancia y en el eje de las X la cantidad de células por pozo. 

 

 

7.6 Ensayos de citotoxicidad. 

 

Los resultados de la evaluación de la citotoxicidad del DMSO, vehículo en donde van 

disueltos el EEP y los flavonoides comerciales, se muestran en la figura 14, en donde se 

obtuvo la CC50, la cual fue de 4.3 L/ml de DMSO, y determinar que esta concentración no 

afecta la viabilidad celular. 
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Figura 14. Citotoxicidad de DMSO. Se muestran en l/mL de DMSO (eje X) en 

relación con el porcentaje de viabilidad celular (eje Y), (R2 = 0.96). Se determinó una 

CC50 de 4.3 l/mL. 

 

7.7 Citotoxicidad del EEP. 

 

Los resultados del efecto citotóxico del EEP se muestran en la figura 15, para obtener la 

CC50 se realizó una curva de citotoxicidad y se observó que la concentración de 750 g/mL 

del EEP mantiene la viabilidad celular del 50% del cultivo y la concentración de 250 

g/mL es la que mantiene el 70% de la viabilidad celular del cultivo, siendo ésta 

concentración la seleccionada para ser utilizada en el diseño experimental, concentraciones 

mayores a 1 mg/mL del EEP resultan tóxicas para las células, ocasionando muerte celular y 

cambio en su morfología. 
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Figura 15. Citotoxicidad del EEP del Estado de México (FESC). Se muestran las 

concentraciones de Propóleo (eje X) en relación con el porcentaje de viabilidad celular 

(eje Y), (R2 = 0.96). Determinando la CC50 (línea roja) y concentración empleada 

(línea verde). 

 

7.8 Citotoxicidad de los flavonoides comerciales. 

 

7.8.1 Quercetina. 

 

Los resultados del efecto citotóxico de la quercetina se muestran en la figura 16, para 

obtener la CC50 se realizó una curva de citotoxicidad, con el objetivo de conocer la CC50 y 

la concentración a utilizar para el presente estudio. La CC50 para quercetina fue de 8.5 

g/mL, concentraciones mayores presentan un efecto tóxico sobre el cultivo, reflejando una 

disminución en la viabilidad celular. La dosis en donde se observó una viabilidad del 70% 

fue de 2.5 g/mL, la cual fue utilizada en los diseños experimentales. 
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Figura 16. Citotoxicidad de quercetina. Concentraciones de quercetina (eje X) en 

relación con el porcentaje de viabilidad celular (eje Y), (R2 = 0.94). La CC50 (línea 

roja) y la concentración empleada (línea verde). 

 

7.8.2 Pinocembrina. 

 

Los resultados del efecto citotóxico de la pinocembrina se muestran en la figura 17, este 

flavonoide al compararlo con el EEP y la quercetina mostró una CC50 más alta. La CC50 

para pinocembrina fue de 50 g/ml, concentraciones mayores presentan un efecto tóxico 

sobre el cultivo, reflejando una disminución en la viabilidad celular. La dosis en donde se 

observó una viabilidad del 70% fue de 40 g/mL, la cual fue utilizada en los diseños 

experimentales. 
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Figura 17. Citotoxicidad de pinocembrina. Las concentraciones de pinocembrina (eje 

X) en relación con el porcentaje de viabilidad celular (eje Y), (R2 = 0.96). 

Determinando la CC50 (línea roja) y concentración empleada (línea verde). 

 

7.8.3 Naringenina. 

 

Los resultados del efecto citotóxico de la naringenina se muestran en la figura 18, este 

flavonoide  presentó una citotoxicidad a los cultivos celulares semejante a pinocembrina, en 

este caso la CC50 fue de 55 g/ml y la concentración que mantiene el 70% de la viabilidad 

celular  fue de 40 g/ml siendo ésta concentración la seleccionada para los ensayos 

posteriores, concentraciones mayores a la CC50 resultan ser tóxicos para las células 

reflejándose en una disminución del porcentaje de viabilidad de los cultivos. 
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Figura 18. Citotoxicidad de naringenina. Las concentraciónes de naringenina (eje X) 

en relación con el porcentaje de viabilidad celular (eje Y), (R2 = 0.95). Determinando 

la CC50 (línea roja) y concentración empleada (línea verde). 

 

7.9 CC50 y concentraciones empleadas del EEP y de los flavonoides. 

 

En el cuadro 4 se muestran los resultados de las curvas de la citotoxicidad del EEP y de 

cada uno de los flavonoides comerciales, en donde se muestra la CC50 de cada compuesto y 

la dosis a la cual se utilizó en cada uno de los ensayos experimentales. 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 47 

 

 

 

Cuadro 4. CC50 y concentraciones finales utilizadas en los tratamientos 

experimentales. Se muestra la CC50 y la concentración empleada (g/ml) en cada uno 

de los compuestos 

COMPUESTO CC50 

g/mL 

CONCENTRACION UTILIZADA 

/mL 

PROPÓLEO 750 250 

QUERCETINA 8.4 2.5 

PINOCEMBRINA 55 40 

NARINGENINA 55 40 

 

7.10 Efecto citopático del VDC.  

 

La evaluación del efecto citopático del VDC sobre las células Vero se realizó 

mediante la observación al microscopio de campo claro de los cultivos 

celulares confluentes, los cuales se infectaron con la cepa Buzzel de VDC. El 

periodo de incubación de los cultivos infectados fue de 24, 48 y 72 horas, en 

donde se observó un efecto citopático claro a partir de las 24 horas, 

demostrando así la presencia y la virulencia de este, es decir, a partir de las 24 

horas se observó la formación de sincitios, vacuolas y redondeamiento celular, 

a las 48 horas presencia de placas líticas (focos líticos localizados) y a las 72 

horas se observó lisis total del cultivo (figura 19).  
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Figura 19. Efecto citopático del VDC cepa Buzzel. A. Cultivo celular sin infección. B. 

Cultivos celulares infectados con VDC en donde se muestra el efecto citopático 

característico con formación de sincitios, vacuolización y redondeamiento celular a las 

24 horas (1 y 2) y la formación de placas líticas a las 48 horas (3 y 4). 
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7.11 Efecto del EEP sobre el VDC 

 

De igual manera que en los ensayos de citotoxicidad los cultivos fueron observados y 

evaluados a las 48 horas post tratamiento, observándose una reducción en la presencia de 

placas líticas cuando se aplica el tratamiento antes de la infección viral (D) en comparación 

con los cultivos simultáneo y tratamiento post infección (E y F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Efecto citopático inducido por el virus de VDC en los diferentes tiempos de 

tratamientos empleando propóleo. Fotomicrografías de microscopio invertido (40x). 

A. Células Vero sin infección (48 hrs). B. Control de propóleo. C. Control positivo. D. 

Propóleo dos horas antes de la infección. E. Propóleo simultáneo a la infección. F. 

Propóleo dos horas después de la infección viral. 
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40X 40X 40X 
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7.12 Efecto de la quercetina sobre el VDC. 

 

Los cultivos celulares fueron observados al microscopio en los tiempos descritos 

anteriormente, observándose una mayor cantidad de células y un mejor mantenimiento de 

la morfología celular correlacionándose con los resultados obtenidos por el ensayo de 

Mosmann, en las imágenes podemos observar una mejor morfología celular cuando el 

tratamiento con Quercetina es aplicado simultáneamente a la infección viral (E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efecto citopático inducido por el virus de VDC en los diferentes tiempos de 

tratamientos con quercetina. Fotomicrografías de microscopio invertido (40x). A. 

Células Vero sin infección (48 hrs). B. Control de quercetina. C. Control positivo. D. 

Quercetina dos horas antes de la infección. E. Quercetina simultánea a la infección. F. 

Quercetina dos horas después de la infección viral.  
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7.13 Efecto de la pinocembrina sobre el VDC. 

 

La pinocembrina muestra que se mantiene la morfología celular cuando los cultivos son 

observados al microscopio, los cultivos en donde se aplicó antes y posterior al tratamiento 

presentan mayor daño morfológico y estructural, observándose mayor evidencia de efecto 

citopático ocasionado por VDC. 

 

Figura 22. Efecto citopático inducido por el virus de VDC en los diferentes tiempos de 

tratamientos con pinocembrina. Fotomicrografías de microscopio invertido (40x). A. 

Células Vero sin infección (48 hrs). B. Control de pinocembrina. C. Control positivo. 

D. Pinocembrina dos horas antes de la infección. E. Pinocembrina simultánea a la 

infección. F. Pinocembrina dos horas después de la infección viral.  

40X 40X 40X 

40X 40X 40X 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 52 

 

7.14 Efecto de la naringenina sobre el VDC. 

 

Los cultivos celulares fueron observados antes y después de realizar los tratamientos con 

naringenina, observándose que el tratamiento aplicado de manera simultánea a la infección 

viral demuestra una mayor conservación de la morfología celular (E), los cultivos (D) y (F)  

en donde se aplicó el tratamiento antes y posterior a la infección viral no muestran una 

diferencia significativa con el grupo control positivo (infectado). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Efecto citopático inducido por el virus de VDC en los diferentes tiempos de 

tratamientos con Naringenina. Fotomicrografías de microscopio invertido (40x). A. 

Células Vero sin infección (48 hrs). B. Control de Naringenina. C. Control positivo. D. 

Naringenina dos horas antes de la infección. E. Naringenina simultánea a la infección. 

F. Naringenina dos horas después de la infección viral.  

 

La naringenina mantuvo un comportamiento semejante a pinocembrina, dado que cuando 

se aplica a los cultivos de manera simultánea a la infección viral se observa un 

mantenimiento de la viabilidad celular en comparación con el grupo infectado con VDC, 
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40X 40X 40X 
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los grupos tratados dos horas antes de la infección y dos horas posteriores a la infección no 

presentan diferencia significativa con el control positivo. 

7.15 Efecto de la mezcla de los flavonoides comerciales sobre el VDC. 

 

Los cultivos celulares tratados con la mezcla de flavonoides en los diferentes tiempos 

mostraron una alteración morfológica en los tres tiempos (D, E y F) y no fue tan evidente el 

mantenimiento de la morfología celular, sin embargo, lo observado en el microscopio no 

tuvo una relación directa en lo observado en el ensayo de Mosmann (90).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Efecto citopático inducido por el virus de VDC en los diferentes tiempos de 

tratamientos con la mezcla de los tres flavonoides (naringenina-pinocembrina-

quercetina). Fotomicrografías de microscopio invertido (40x). A. Células Vero sin 

infección (48 hrs). B. Control de flavonoides en conjunto. C. Control positivo. D. 

Flavonoides dos horas antes de la infección. E. Flavonoides simultáneos a la infección. 

F. Flavonoides dos horas después de la infección viral.  

40X 40X 40X 

40X 40X 40X 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 54 

 

7.16 Eficacia del tratamiento antiviral determinado por la viabilidad celular. 

 

Con el propósito de determinar el efecto antiviral del EEP y los flavonoides comerciales en 

el cultivo celular infectado con VDC, la viabilidad celular se evaluó mediante el ensayo 

colorimétrico del MTT (90). Cuando el EEP se aplica al cultivo celular en tres momentos 

diferentes (antes, durante y después de la infección), se observa una reducción en el efecto 

lítico producido por el virus, mejorando así la viabilidad celular (figura 25, A). Cuando el 

EEP se administró dos horas antes de que la infección viral mostró una mejor viabilidad 

celular en comparación con las células infectadas sin tratamiento y los otros dos 

tratamientos usados (figura 25.A-4 vs. A-3, A-5 y A-6), en donde se observaron diferencias 

estadísticas significativas (P <0.01). La quercetina (figura 25, B) mostró un mejor efecto 

cuando se administró al mismo tiempo que la infección (figura 25, B-5). Hay un efecto 

mayor que el del EEP cuando se comparan en el mismo tiempo de tratamiento (figura 25; 

B-5 vs. 1, A-5). pinocembrina (figura 25, C) mantuvo la viabilidad celular cuando se 

administró antes y durante la infección viral (figura 25, C-4 y C-5), sin embargo, cuando se 

aplicó pinocembrina después de la infección viral, hubo una disminución en la viabilidad 

celular, presentándose diferencias estadísticamente significativas (P<0.01), entre este 

tratamiento y los otros dos usados (figura 25, C-6 vs. C-4 y C-5), no se observaron 

diferencias significativas (P> 0.01) en comparación con el control positivo ( figura 25, C-6 

vs. C-3). Por otro lado, la naringenina mantuvo la viabilidad celular solo cuando se 

administró al mismo tiempo que la infección, como lo muestra la diferencia 

estadísticamente significativa con el control positivo (células infectadas con el virus) y los 

otros dos tratamientos utilizados (figura 25, D-5 vs. D-4 y D-6). Además, se realizó un 

tratamiento donde se utilizó una mezcla de flavonoides (pinocembrina, naringenina y 

quercetina), a las concentraciones y tiempos ya mencionados (figura 25, E). En esta 

condición experimental, se observó una mejor viabilidad celular cuando el tratamiento se 

aplicó al mismo tiempo que la infección viral en comparación con las células infectadas sin 

tratamiento, y los otros dos tratamientos utilizados (figura 25, E-5 vs. E-3, E-4 y E-6) 

observándose diferencias estadísticamente significativas (P <0.01). 
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Figura 25. Evaluación del tratamiento antiviral mediante el ensayo colorimétrico 

MTT (UA595). Los resultados se expresan como la media de las tres determinaciones 

de cada grupo (n = 48). A) Propóleo, B) Quercetina, C) Pinocembrina, D) 

Naringenina, E) Mezcla de flavonoides. Se comparan los diferentes momentos en que 

se implementaron los tratamientos; 1) Células sin tratamiento e infección por virus, 2) 

Células con tratamiento sin infección por virus, 3) Células infectadas con virus sin 

tratamiento, 4) Células tratadas durante 2 horas, luego extraídas e infectadas con el 

virus, 5) Células infectadas y tratadas en el mismo tiempo, 6) Células infectadas por 2 

h con el virus. Se eliminó y se aplicó el tratamiento. Las diferencias en el número de 

asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos (p <0,01). 
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7.17 RT- PCR punto final. 

 

Para corroborar la presencia del VDC se diseñaron primers para el gen de -actina y para el 

gen de la nucleoproteína de VDC y se llevó a cabo la técnica de RT- PCR punto final 

elaborando un gel de agarosa, observándose una banda de 170 pb para -actina y de 200 pb 

para VDC (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 26. Obtención del amplificado del gen de  actina y VDC por PCR punto final. 

Carriles 1. Marcador de peso molecular, 2 y 3. Negativos. 4 y 5. Amplicón 

correspondiente a  actina de 170 pb. 6 y 7. Amplicón correspondiente a VDC de 200 

pb. Gel de Agarosa al 1.5%. 

1 6       7 4        5         2 3 

100 pb 

500 pb 
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7.18 RT- PCR tiempo real. 

 

La eficacia de la PCR fue determinada usando una curva estándar y la PCR tiempo real fue 

representada por el coeficiente de correlación (R= 0.99). el amplicón específico del gen de 

interés (endógeno o gen blanco) fue confirmado por el análisis de las curvas. Obteniendo 

así un amplicón de 170 pb para - actina, indicando que los iniciadores usados en el estudio 

fueron específicos para cada gen (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Amplificación de gen endógeno de actina. A. Curva de amplificación. B. 

Curva de diluciones. C. Curva estándar (RSq 0.98, Y= - 2.4*LOG(x)+ 28.23). D. 

Curva de disociación (170 pb). 

B A 

C D 
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7.19 Curva de amplificación del gen de la NP del VDC. 

 

De igual manera fueron diseñados los iniciadores específicos para el gen de la 

nucleoproteína de VDC, obteniendo la curva de amplificación y la curva de disociación 

para el producto esperado de 200 pb (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Amplificación del gen NP de VDC. A. Curva de amplificación. B. Curva de 

diluciones. C. Curva estándar (RSq 0.92, Y= - 2.2* LOG (X)+ 33.50). D. Curva de 

disociación (200 pb).  

B A 

C D 
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7.20  

7.21 Cambio en la expresión del gen de la nucleoproteína de VDC posterior al 

tratamiento con los compuestos mediante RT-qPCR relativa. 

 

Se observan las gráficas obtenidas después de la aplicación de cada uno de los tratamientos 

(Propóleo o flavonoide individual o en conjunto), mostrando las curvas de amplificación y 

las curvas de disociación para el gen endógeno y el gen de interés (NP de VDC, Figura 29).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Ejemplo de curvas de amplificación y disociación como resultado del 

tratamiento con Propóleo. A. Curva de Amplificación. B. Curva de disociación de  

actina. C. Curva de amplificación de VDC. D. Curva de disociación para VDC.  

A B 

C D 
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7.22 Validación del método de Livak (92) para el cálculo de la expresión relativa. 

 

Con el fin de validar el método a emplear para llevar acabo la PCR tiempo 

real se llevó a cabo una comparación de pendientes y se observó que no tenían 

prácticamente diferencias por lo que con estos datos se procedió a aplicar el 

método de Livak y obtener resultados adecuados de expresión relativa (Figura 

30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Comparación de pendientes. Se muestran las pendientes del gen endógeno 

( actina) y del gen problema (VDC) con sus respectivas R2.. 
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7.23 Eficacia del tratamiento antiviral evaluado por la expresión génica relativa. 

 

El efecto antiviral del EEP y los flavonoides comerciales se evaluó mediante la reducción 

en la expresión relativa del gen del NP-VDC, que se determinó mediante qPCR en tiempo 

real. Una disminución más pronunciada en la expresión relativa del gen NP-VDC se 

encontró cuando el EEP se aplicó antes de la infección viral (figura 31, A-2), esta 

disminución no fue tan evidente con los tratamientos aplicados después (figura 31, A-3) y 

al mismo tiempo de la infección (figura 31, A-4). Cuando se administró quercetina al 

mismo tiempo que la infección viral (figura 3, B-3), se observó una pequeña reducción en 

la expresión relativa del gen de la nucleoproteína del virus. Por otro lado, pinocembrina 

(figura 31, C) y naringenina (figura 31, D), cuando se administraron en cualquiera de los 

tres tiempos establecidos, no indujeron ningún cambio en la expresión relativa del gen NP-

VDC. El tratamiento con la mezcla de flavonoides (figura 31, E), aplicado antes de la 

infección viral (figura 31, E-2), produjo una reducción más marcada de la expresión 

relativa del gen NP-VDC que la observada cuando el tratamiento se implementó al mismo 

tiempo y después de la infección viral. 
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Figura 31. Niveles de expresión relativa del gen VDC-NP medido por qPCR en tiempo 

real después de la administración de los diferentes tratamientos. Los datos se 

presentan como tiempos de expresión génica sobre el control no tratado infectado con 

el VDC, que a su vez se estableció como 1.0 y se estandarizó con el gen de referencia 

(β-actina). A) Propóleo, B) Quercetina, C) Pinocembrina, D) Naringenina y E) Mezcla 

de flavonoides. 1) Células infectadas con el virus sin tratamiento, 2) Células tratadas 

durante 2 h, luego se eliminaron e infectaron con el virus, 3) Células infectadas y 
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tratadas al mismo tiempo y 4) Células infectadas durante 2 h con el virus, esto se 

eliminó y el tratamiento fue aplicado. 

8 DISCUSION 

En el propóleo mexicano, haciendo uso de un método analítico, fue posible identificar 

varios compuestos fenólicos; entre ellos, los flavonoides que representan una forma de 

establecer un índice de calidad. Cuanto mayor es el porcentaje de estos compuestos en 

cualquier propóleo, mejor es su pureza y calidad (55). El propóleo FESC cosechado 

durante octubre de 2014 presentó un mayor contenido de flavonoides y fenoles que el de 

otros propóleos recolectados en el mismo lugar  (88), indicando que la variación de 

factores como la vegetación, la floración y las condiciones climáticas del lugar afectan la 

composición química del propóleo directamente y, por lo tanto, sus propiedades biológicas. 

Por esta razón, se podía esperar que el EEP-FESC 2014 muestre actividad biológica 

intensa, dado su alto contenido de flavonoides y fenoles. 

La concentración citotóxica media (CC50) y las concentraciones empleadas del EEP, 

quercetina y naringenina, utilizadas durante el presente estudio, son inferiores a las 

mencionadas por otros autores (31), mientras que la concentración de pinocembrina 

utilizada es similar a la informada en otros artículos (33).  

 La variabilidad en las concentraciones puede atribuirse a varios factores: el uso de 

diferentes líneas celulares, el lugar de origen del propóleos y, por lo tanto, su composición, 

los tiempos establecidos para cada tratamiento y el tipo de extracto de propóleo 

(hidrosoluble o etanólico). 

Con el propósito de evaluar si los tiempos de administración de los tratamientos con 

propóleos y flavonoides comerciales influyeron en el desarrollo de la infección viral, se 

establecieron tres momentos diferentes de administración del tratamiento (dos horas antes, 

durante y dos horas después de la infección viral). De esta forma, se observó que se logró 

una mayor eficacia del EEP cuando se administró antes de la infección viral, lo que sugiere 

que EEP interactúa directamente con las células huésped al interferir con el reconocimiento 

adecuado entre los receptores celulares (64) y las proteínas virales, evitando así la 
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internalización del virus y una mayor replicación. Por lo tanto, observando un efecto 

citopático menor sobre las células en el cultivo (59,94,95).  

La quercetina administrada al mismo tiempo de infección aumenta la viabilidad celular y 

disminuye la expresión génica viral. Este flavonoide ha sido objeto de varios estudios 

porque generalmente se encuentra en todos los propóleos (31,56); muchos flavonoides, 

entre ellos la quercetina, han demostrado presentar actividad antiviral contra VDC (31). 

Teniendo en cuenta que la quercetina muestra un mayor efecto antiviral cuando se 

administra al mismo tiempo que la infección, se tiene la hipótesis de que actúa inhibiendo 

la fase intracelular del ciclo de replicación del VDC, gracias a su capacidad de inhibir la 

polimerasa viral e interferir con la síntesis viral de ácidos nucleicos (60,95). Además, su 

actividad antiviral se ha asociado con su capacidad para unir proteínas virales y bloquear la 

síntesis de proteínas celulares (95,96). Se sugiere que si la concentración de este flavonoide 

aumenta, su actividad biológica puede mejorarse, sin embargo, se debe considerar el rango 

de citotoxicidad de la quercetina en el cultivo celular para evitar el daño celular, causando 

pérdida de viabilidad celular y por lo tanto alteraciones en los resultados. 

La pinocembrina es el flavonoide más abundante en el propóleo FESC 2014, a la cual se le 

atribuyen propiedades biológicas importantes, como las antivirales, como lo demuestra su 

actividad contra el virus del herpes simple (56). Se ha determinado que este flavonoide 

actúa inhibiendo el ciclo de replicación viral a través de la interferencia específica con la 

ADN polimerasa viral (59). Su actividad antiviral contra el virus del dengue, cuando ha 

habido una interacción previa directa entre esta sustancia y el virus seguido de la 

inoculación del cultivo, también se ha informado, siendo importante destacar que la 

concentración  es muy similar a la utilizada en este estudio (33). No obstante, en el presente 

estudio, cuando se usaron pinocembrina y naringenina individualmente, 

independientemente del momento en el que se administraron, no se observó reducción de la 

expresión viral lo que indica que ninguno de estos compuestos afecta la replicación del 

VDC. 
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La aplicación del tratamiento con la mezcla de flavonoides (pinocembrina, naringenina y 

quercetina) antes de la infección viral mostró un patrón similar al observado para EEP, es 

decir, manteniendo la viabilidad celular y disminuyendo la expresión del gen VDC-NP, 

demostrando así la existencia de un efecto sinérgico entre tres compuestos, dado el hecho 

de que, cuando se usan individualmente, los resultados obtenidos para cada flavonoide son 

diferentes. Varios autores han mencionado el efecto sinérgico entre algunos flavonoides, 

incluso cuando interactúan con otro tipo de agentes antivirales (95), lo que explica el hecho 

de que tanto la miel como el propóleo exhiben una mayor actividad antiviral que sus 

componentes por separado (94). Dentro de la investigación sobre el uso del propóleo in 

vitro, cabe destacar que es un modelo probado en el que se sugiere continuar con el análisis 

específico de la actividad biológica de cada uno de los compuestos y la sinergia entre ellos. 

Se cree que en el futuro es posible implementar un modelo animal, pero no antes de 

estandarizar las concentraciones específicas de cada uno de los componentes. Dado que 

debemos considerar que cada propóleo presenta cambios en su composición y efectividad, 

de acuerdo con nuestros resultados podemos señalar que el propóleo administrado como 

complemento o preventivo de la enfermedad del Distemper Canino podría ser favorable. 
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9 CONCLUSIONES 

La evaluación química del propóleo FESC cosecha 2014 presentó diferencias en su 

composición con otros propóleos cosechados en años distintos, lo que sugiere que la 

efectividad  del mismo va a depender de esta situación. 

Con los presentes resultados se demuestra la actividad antiviral del extracto etanólico del 

propóleo mexicano, como lo es la reducción en el efecto citopático evaluado mediante 

viabilidad  celular y el nivel de expresión del gen de la nucleoproteína del VDC.  

Es importante destacar que la presencia del propóleo disminuye el efecto citopático del 

VDC siendo éste uno de los primeros trabajos que reporta este fenómeno, así como el 

efecto sinérgico que existe entre los flavonoides estudiados.  

La determinación de las dosis mínimas empleadas en el presente trabajo permitirá que 

puedan ser utilizadas en trabajos de investigación con cualquier tipo de microorganismo 

patógeno de las especies domésticas en un sistema in vitro. 

Por último, estos resultados abren nuevas perspectivas que pueden generar conocimiento 

más específico sobre los efectos biológicos del Propóleo y sus componentes en estudios in 

vitro de cualquier tipo de infección viral. 
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10 PERSPECTIVAS DEL PROYECTO 

1. Realizar estudios considerando los flavonoides más representativos del propóleo 

de FESC utilizándolos de manera individual y en conjunto para seguir 

profundizando sobre su actividad biológica y verificar la presencia de sinergia 

entre ellos. 

2. Implementar el estudio de la actividad antiviral del propóleo con otros virus de 

interés veterinario. 

3. Realizar estudios de microscopía electrónica con el fin de evaluar a nivel 

estructural los cambios inducidos por el propóleo en células y virus. 

4. Desarrollar un modelo experimental que permita evaluar la actividad antiviral 

del propóleo en un modelo in vivo. 
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12 ANEXOS 

12.1 Anexo 1. Perfil Químico HPLC-UV 
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12.2 Anexo 2. Cuantificación de fenoles. 

 

Fundamento. 

La concentración de fenoles totales (CFT) se mide por espectrofotometría con base a una 

reacción colorimétrica de óxido-reducción, para ello el agente oxidante que se utiliza es el 

reactivo de Folin-Ciocalteu (FC),  el método mide la capacidad de los fenoles para 

reaccionar con agentes oxidantes. 

El reactivo contiene molibdato y tungstato sódico, que reaccionan con cualquier tipo de 

fenol, formando complejos fosfolibdato y fosfotungstato (coloración amarilla)  La 

transferencia de electrones a pH básico reduce los complejos fosfomolibdico y 

fosfotúngstico en óxidos, cromógenos de color azúl intenso, siendo proporcional este color 

al número de grupos hidróxilo de la molécula. 

Folin. Mo (VI) (amarillo) + e- (de AH)    Mo ( V ) ( azul) 

La absorbancia del color azul desarrollado se mide a una longitud de onda de 795nm. Los 

resultados se expresan en mg de ácido gálico por g de muestra. 
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Material 

 Gradillas                                                                

 Micropipetas de volumen  variable. 

 Puntas para micropipetas. 

 Piseta. 

 Pipeta graduada de 2 ml 

 Espátula 

 Espectrofotómetro UV-VIS 

 

 Matráz aforado de 100 ml 

 Matraz aforado de 1000 ml 

 Tubos de ensayo 

 Vaso de precipitados de 50 ml 

 Celdas de cuarzo 

 Cronómetro 

 Balanza analítica 

Reactivos. 

 Agua destilada 

 Estándar puro de ácido gálico 

 Metanol, grado HPLC 

 Reactivo de Folin- Ciocalteau 

 Carbonato de sodio anhidro ( Na2 

CO3) 

 

Preparación de reactivos. 

 Solución stock de ácido gálico  ( 0.2 mgml). Disolver 1 mg de ácido gálico en 5 ml 

de agua. Mantener en refrigeración. 

 Carbonato de sodio, Na2CO3 ( 200 gramos por L). Disolver 200 g de carbonato de 

sodio anhidro de 700 ml de agua acaliente. Dejar enfriar y aforar a 1000 ml con 

agua destilada. 

 

Procedimiento. 

Curva de calibración. 

 A partir de la solución stock, preparar las siguientes concentraciones 0.00625, 

0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 y 0.2 mg por ml. 



 

Doctorado en Ciencias de la Producción y Salud Animal 

 81 

Preparación de las muestras. 

 Preparar una solución estándar de 0.02 mg por ml  de cada muestra de Propóleo. 

Curva de calibración 

El ácido gálico es una molecula que por su estabilidad y estructura fenólica, presenta un 

grupo benceno unido a un grupo hidroxilo. Se utiliza como material de referencia o patrón 

para determinar el contenido de fenoles de diversos analitos mediante el reactivo de Folin – 

Ciocalteau. 

 

Cuadro 5. Curva de calibración para cuantificación de fenoles. 

 Estándar 1 Estándar 

2 

Estándar 

3 

Estándar 

4 

Estándar 

5 

Estándar 

6 

Estándar 

ácido gálico 

(l). 

 

31.5 

 

62.5 

 

125 

 

250 

 

500 

 

1000 

Agua 

destilada 

gálico  (l). 

 

968.5 

 

937.5 

 

875 

 

750 

 

500 

 

--- 

 

Concentrac

ión gálico  

(mgml). 

 

0.00625 

 

0.0125 

 

0.025 

 

0.05 

 

0.1 

 

0.2 

 

Dilución 

 

1.32 

 

1.16 

 

1.8 

 

1.4 

 

1.2 

 

--- 

 

 

Al tener los sistemas anteriores preparados se procede de la siguiente manera. 

1. Tomar 1 ml y se transfiere a un tubo de ensaye que contenga 6ml de agua destilada. 
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2. Adicionar 500 l de reactivo de Folin-Ciocalteu y esperar 5 minutos, se observará 

un cambio de color a verde. 

3. Adicionar 1.5 ml de Na2CO3 (200 g7l) y completar con agua destilada hasta un 

volumen de 10 ml, se observará un cambio de color a azul. 

4. Esperar 2 horas a temperatura ambiente para que se lleve a cabo la reacción y 

determinar la absorbancia a 760 nm. 

5. Realizar la prueba por triplicado y considerar el promedio. 

6. Con los resultados obtenidos se grafica la concentración del ácido gálico contra la 

absorbancia, realizar un análisis de regresión lineal e interpolar la absorbancia de la 

muestra a evaluar . 

7. Los resultados se expresan como equivalentes de ácido gálico o en porcentaje. 

 

Concentración 
de ácido 

gálico 
(mg/mL) 

Absorbancia 
(nm) 

0,00 0,000 

0,0063 0,049 

0,0125 0,102 

0,0250 0,227 

0,0500 0,469 

0,1000 0,889 

0,2000 1,713 

 

Figura 32 . Curva de calibración de ácido gálico. 
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12.3 Anexo 3. Cuantificación de flavonoides 

 

Fundamento 

El principio básico es la formación de complejos estables de ácidos con el grupo ceto C-4 y 

7O C-3 o C-5 del grupo hidroxilo de las flavonas y flavonoles, así como complejos lábiles 

ácidos con los grupos orthodihidroxil en el anillo A o B  de los flavonoides. La Quercetina 

es la más adecuada para la construcción de la curva de calibración  (97). 

Material 

 

 Gradillas  Matráz aforado de 100 ml 

 Micropipetas de volumen 

variable. 

 Matraz aforado de 1000 ml 

 Puntas para micropipeta.  Tubos de ensaye de 12 x 75 

mm 

 Piseta.  Vaso de precipitados de 50 ml 

 Pipeta graduada de 2 ml.  Celdas de cuarzo o placas de 

ELISA de fondo plano 

 Espátula.  Cronómetro 

 Espectrofotómetro UV-VIS.  Blanza analítica. 
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Reactivos. 

 Agua destilada 

 Estándar puro de Quercetina. 

 Cloruro de aluminio. 

 Metanol, grado HPLC. 

 

Preparación de reactivos. 

 

 Solución stock de Quercetina  (1 mg7ml). Disolver 10 mg de Quercetina en 

MeOH y aforar a 10 mkl. Conservar en la oscuridad y refrigerada. 

 Tricloruro de aluminio 2 por ciento.  Disolver 2 g de cloruro de aluminio en agua 

destilada y aforar a 100 ml, con mucho cuidado ya que el producto es muy corrosivo 

e higroscópico. 

Preparación de la curva de calibración. 

 A partir de la solución estándar de Quercetina de 1 mg7ml, tomar las alícuotas 

correspondientes para obtener las concentraciones seriadas como se muestran. 

Procedimiento. 

1. Adicionar a cada tubo 3 ml de AICI3 y esperar 10 minutos a que se lleve a cabo la 

reacción.  

2. Seleccionar una longitud de onda de 415 nm y calibrar el espectrofotómetro a 0 de 

absorbancia de metanol. 

3. Con los resultados obtenidos se grafica la concentración de Quercetina contra la 

absorbancia, realizando un análisis de regresión lineal e interpolando la absorbancia 

de la muestra a evalua. 
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4. El contenido total de flavonoides se expresa como g de equivalentes de 

Quercetina7gramo de extracto. 

Cuadro . Concentración de quercetina para la elaboración de la curva de calibración para 

cuantificación de fenoles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Curva de calibración de ácido gálico. 

Concentración  
Quercetina (μg/mL) 

Absorbancia 
(nm) 

0 0,000 

1 0,037 

2 0,070 

3 0,076 

4 0,124 

5 0,158 

6 0,223 

7 0,230 

8 0,309 

9 0,316 

10 0,363 

20 0,726 
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12.4 Anexo 4. Ensayo colorimétrico de MTT. 

 

El ensayo colorimétrico con Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol 

(MTT) es un método de mayor sensibilidad y confianza que determina la proliferación, 

viabilidad y activación celular. Fue desarrollado por Mosmann en 1983, siendo modificado 

en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang. Este análisis se basa en la conversión de la sal 

de MTT, un sustrato de color amarillo claro, a cristales de formazán, un producto de color 

purpura. La reacción de reducción celular implica los cofactores de nucleótidos de piridina 

NAD+/NADPH y la enzima mitocondrial deshidrogenasa, que solo ocurre en las células 

vivas. El producto de formazán es impermeable a la membrana celular, acumulándose 

dentro de la célula. Los cristales de formazán salen de la célula cuando se agregan a un 

agente lisante (DMSO), permitiendo la cuantificación del producto formado. La intensidad 

máxima del producto medido a 550–620 nm es directamente proporcional al número de 

células vivas en el cultivo, esta intensidad se compara con la de las células sin tratar 

(control). La actividad citotóxica se expresó como la concentración del compuesto 

evaluado, en la cual disminuyó el 50% de la viabilidad celular (TC50) comparada con el 

control, mediante una curva dosis respuesta 
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