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1. INTRODUCCION:

Los productos naturales han sido una de las fuentes mas importantes para el
descubrimiento de nuevos compuestos y farmacoforos prototipos para el
desarrollo de medicamentos en el area de la quimica farmacéutica. Su importancia
es tal que durante el periodo de 1981 a 2010 el 40% de los agentes terapéuticos
aprobados por la FDA fueron productos naturales, sus derivados o bien productos

sintéticos mimeéticos relacionados con estos (Chen et al., 2015)

El propdleo ha sido uno de los productos naturales mas ampliamente estudiados
y, sin embargo, a la fecha es posible encontrar publicaciones que gracias a
estudios quimicos de composicion reportan nuevas variedades de propdleo que
presentan novedosas actividades bioldgicas para su potencial aplicacion en la
industria farmacéutica. Estudios han demostrado que el propdleo presenta una
amplia variedad de actividades biologicas, citando como ejemplo su actividad
antibacteriana (Kujumgiev et al., 1999; Kartal et al., 2003), antidiabética (Sforcin,
Bankova, 2011), antiviral (Amoros et al., 1994; Kujumgiev et al., 1999),
antioxidante (Isla et al., 2001; Kumazawa et al., 2004), antifingica (Kujumgiev et
al., 1999; Murad et al., 2002), antiinflamatoria (Wang et al., 1993; Hu et al., 2005) y
anticancerigena (Kimoto et al., 2001; Sforcin et al., 2007; Wu, et al., 2009); estas
propiedades son atribuidas a su composicion quimica, la cual es altamente
variable dependiendo de diversos factores (Bankova et al., 2000), principalmente
por la ubicacién geogréfica y, consecuentemente, por la vegetacion caracteristica

de la zona de recoleccién (Salatino et al., 2011).

La composicion quimica del prop6leo es muy compleja y variable, pudiendo estar
constituido por al menos 300 compuestos (Falcdo et al., 2010) encontrdndose
entre los mas importantes los polifenoles (flavonoides, &cidos fendlicos y sus
esteres), esteroides, terpenoides, y aminoacidos; siendo los constituyentes

mayoritarios las flavonas, flavonoles y flavanonas (Sharaf et al., 2013).




Entre estos compuestos mencionados destacan la familia de los flavonoides, los
encontrados en un extracto etanolico mayoritariamente son la pinocembrina,
galangina, crisina, quercetina, kaempferol y naringenina (Sharaf et al., 2013) y, por
lo general, a estos principios se les atribuye las diferentes actividades biolégicas

gue presentan.

En la actualidad, los extractos etandlicos de propdleo (EEP) se utilizan en la
fabricacion de una diversa gama de productos tales como capsulas antioxidantes,
aerosoles para la garganta, como ingredientes en cosméticos, pasta de dientes y
en agentes antibacterianos, antivirales, antioxidantes, anticancerigenos y anti-
inflamatorios e inclusive se ha encontrado un uso potencial del extracto acuoso
como conservador para productos alimenticios debido a su actividad

antibacteriana (Ferreira et al., 2014; Tosi et al., 2007).




2. ANTECEDENTES:

2.1. Productos naturales.

Un producto natural es una molécula o compuesto producido por una fuente
biolégica; si el producto natural es aislado directamente del organismo, sintetizado
en laboratorio, biosintetizado in vitro, o bien aislado de un organismo modificado
puede ser considerado “natural” si el producto resultante es quimicamente
equivalente al producto natural original. La investigacion de los productos
naturales se enfoca en las propiedades quimicas, biosintesis y funciones
biolégicas de los metabolitos secundarios, que frecuentemente son Unicos de un
organismo en particular o bien es una expresion de individualidad de una especie
Yy, generalmente, no son esenciales para el crecimiento, desarrollo o reproduccion
de un organismo, y son producidos como resultado de adaptacion al ambiente que
le rodea o bien como mecanismo de defensa (Dias et al., 2012; Nature Chemical
Biology, 2007).

Los efectos biol6gicos de un extracto varian cuantitativamente con la cantidad
relativa de sus constituyentes, lo que indica una relacion cuantitativa de la
composicion y su actividad. Este concepto ha sido demostrado en la medicina
Tradicional China (Cheng et al., 2006). La composicién de los productos naturales

presenta variaciones que dependen de diversos factores (Harvey, 2008).

2.1.1. Aspectos historicos.

La naturaleza ha sido una fuente de productos medicinales durante miles de afios,
encontrandose los primeros registros alrededor de 2600 A.C. documentando el
uso de aproximadamente 1000 sustancias derivadas de plantas en Mesopotamia
(Cragg et al., 2013).




Sin embargo, el registro mas representativo y conocido es el “Papiro Ebers”, que
data de aproximadamente 1500 A.C. en el cual se documentan alrededor de 700

farmacos, la mayoria de origen vegetal (Cragg et al., 2013).

Asimismo, los registros encontrados de China desde alrededor de 1100 A.C. y de
India de 1000 A.C. demuestran el enorme interés en el conocimiento de los
farmacos, asi como de los remedios usados en esa época; ademas los Griegos y
Romanos contribuyeron al desarrollo racional del uso de farmacos provenientes de

plantas (Cragg et al., 2013).

Las diferentes formas de uso de los productos naturales como remedios en la
medicina tradicional a través de la historia abarcan desde el uso de plantas
completas, secas, ciertas partes vegetales y animales, tinturas, infusiones, aceites,
etc. Entre estos inclusive algunos de sus compuestos bioactivos permanecen sin
identificar (Dias et al., 2012).

A finales de la década de 1980 y principios de 1990, el desarrollo del High-
Throughput Screening (HTS) permitié acelerar el proceso de descubrimiento de
nuevos farmacos al proporcionar una vasta cantidad de nuevos compuestos en un
reducido periodo de tiempo. La introduccion de la quimica combinatoria causé una
disminucién importante en el interés e inversibn para los programas de
investigacién de productos naturales, que habian sido la fuente mas importante
para el descubrimiento de compuestos biolégicamente activos generando
alrededor del 80% de las sustancias con interés farmacéutico las cuales eran
productos naturales o bien derivados de un compuesto natural al proporcionar
compuestos lideres para el tratamiento de cancer, infecciones microbianas,

hipercolesteremia y rechazo de trasplantes de érganos (Dias et al., 2012).

Esta pérdida de interés e inclusive abandono de los programas de descubrimiento
en los productos naturales se debié principalmente a la tasa alta inicial de
moléculas potenciales sintetizadas, la disponibilidad inmediata de una amplia
variedad de bibliotecas de compuestos de origen sintético, la incompatibilidad en

la implementacion de este tipo de sistema para productos de origen natural, la




reduccion de tiempo y costos necesarios para el proceso de descubrimiento
(Sneader et al., 1996).

Sin embargo, a finales de 1990 se observo que las librerias de los compuestos
sintetizados por HTS carecian de la complejidad caracteristica de aquellos
sintetizados naturalmente (Dias et al., 2012). Ademas el tiempo ha demostrado
una disminucién de nuevas entidades quimicas descubiertas con interés
farmacéutico (Cragg et al., 2013). Esta tendencia junto con los avances cientificos
y tecnolégicos citando como ejemplos el beneficio de aplicar la quimica
combinatoria a la busqueda de compuestos en productos naturales, avances en el
campo de genética y biosintesis de productos naturales que permiten tener un
mayor entendimiento y control sobre la manipulaciéon y optimizacion de diversos
métodos con el fin de lograr un mayor rendimiento en la produccién de ciertos
compuestos provenientes de fuentes naturales, ademas del uso de herramientas
como son las librerias estructurales de productos naturales y el mejoramiento en la
sensibilidad de la instrumentacion asi como en las técnicas de RMN (Lam, 2007)
gue permiten resolver estructuras complejas con una masa menor a 1 mg de
compuesto (Harvey, 2008) para una identificacion accesible y rapida de los
compuestos bioactivos han presentado una nueva oportunidad para retomar el

interés en la investigacion de los productos naturales.

Datos mas recientes indican que durante el periodo de 1981 a 2010 el 40% de los
agentes terapéuticos aprobados por la FDA eran productos naturales, sus
derivados o bien miméticos sintéticos relacionados con estos (Chen et al., 2015).
Las numerosas aportaciones y ventajas que ofrecen los productos naturales no
deben ser desaprovechadas ni pasar desapercibidas, especialmente aquellos
derivados de plantas, que suelen ser la base de sistemas sofisticados de medicina

tradicional.




2.2. Propdleo.

La palabra propdleo significa “proteccion de la colmena” al derivarse de los
vocablos griegos “pro” (en frente de, defensa de) y “polis” (ciudad o en este caso
colmena) (Wagh, 2013; Burdock, 1998). El propdleo es el resultado de la adicién
de las secreciones enzimaticas de las glandulas mandibulares de las abejas, a las

resinas recolectadas de diferentes fuentes vegetales (Gomez et al., 2006).

Es una sustancia resinosa parecida a la cera, presenta una diversa gama de
colores que van de verde a café y rojizo dependiendo de su fuente vegetal
(Burdock, 1998), generalmente posee un sabor acre aunque a veces es amargo y
tiene un aroma semejante al de la miel debido a los aceites aromaticos presentes
en el mismo (Farré et al., 2004), a elevadas temperaturas es un material flexible,
suave y pegajoso, el propéleo generalmente presenta un punto de fusion de
alrededor de 60° a 70° llegando incluso a 100°C para algunas muestras (Krell,
1996).

Figura. 1. Muestra de Propoleo.




2.2.1. Aspectos histéricos.

Se conoce al propdleo desde hace siglos. Los antiguos griegos (que contaban con
un sistema bien estructurado de apicultura), romanos, persas y egipcios eran
conscientes de sus propiedades curativas y describieron los usos practicos y
médicos descubiertos en su época que lo convirtieron en una “medicina” muy
usada. Se menciona en el Antiguo Testamento, donde se reconocen sus
propiedades terapéuticas. Los usos del propdoleo no sélo estaban limitados a la
medicina, existen registros de su uso como ingrediente para el embalsamamiento
de cadaveres en Egipto, incienso en Jerusalén y perfume en Grecia. Su
importancia y uso en la medicina convencional decayo durante la edad media; sin
embargo, el conocimiento de sus propiedades medicinales prevalecieron en la
medicina tradicional popular. Posteriormente, fue en Europa, durante el periodo
del Renacimiento, donde crecié nuevamente el interés en la ensefianza y medicina
antigua, lo que permiti6 el redescubrimiento de tratamientos y remedios en
desuso; algunas menciones del propéleo se encuentran en obras como “La
Historia de las Plantas” de John Gerard, “Herbario Completo” de Nicholas
Culpeper, es incluido en las farmacopeas inglesas del siglo XVIl y aparece en “El
Herbario Universal’ en el afio de 1824, durante el siglo XIX se llevaron a cabo
numeroso estudios del propéleo. Sin embargo, después de la segunda guerra
mundial (siglo XX), los avances cientificos y tecnoldgicos revolucionaron los
métodos analiticos cromatograficos, que permitieron la separacion y extraccion de
varios componentes del propéleo (Kuropatnicki et al., 2013), construyendo las
bases de la investigacion de la composicion quimica del propéleo, donde a la
fecha se han registrado mas de 300 sustancias en una muestra de propdleo
(Bankova et al., 2000) y por lo menos 180 compuestos diferentes entre las

distintas variedades de propdleo han sido identificados (Kuropatnicki et al., 2013).




2.2.2. Principales fuentes vegetales.

Las principales fuentes vegetales para el propdleo son las especies de arboles
citadas a continuacion: alamo (Populus), género nativo de regiones templadas del
hemisferio norte; sauce (Salix), encontrado en regiones templadas y frias del
hemisferio norte; olmo (UImus), extendido en la mayor parte del hemisferio norte;
de la familia Betulaceae el abedul (Betula) ampliamente extendido a lo largo del
hemisferio norte particularmente en climas templados y boreales, y el aliso (Alnus)
distribuido en regiones templadas del norte, con algunas especies en
Centroamérica, y en los Andes; haya (Fagus), en zonas templadas de Europa,
Asia y Norteamérica; y coniferas (Division: Pinophyta), caracteristicos de los
bosques boreales a lo largo del hemisferio norte y climas frios en zonas
montafiosas en el sur (Ghisalberti, 1979; Gardana et al., 2007).

En Europa, Asia occidental, Norteamérica y algunas regiones de Sudamérica, el
material vegetal predominante recolectado para la elaboracién del propoéleo es el
exudado de los brotes del género Populus (dlamo).

El propdleo derivado del alamo (anteriormente llamado poplar) es el que ha
generado un mayor interés en el dmbito cientifico, ya que se han identificado
varios cientos de sustancias. Como ejemplo, generalmente la composicion de esta
variedad de propdleo contiene un 40-60% de resinas, las cuales presentan
diferentes sustancias de interés como son fenoles, acidos fendlicos, ésteres,
flavanonas, dihidroflavanonas, flavonas, flavonoles, chalconas y glicéridos

fendlicos (Bogdanov, 2007).

Es necesario hacer énfasis en la numerosa cantidad de estudios y el interés que
ha generado el propoleo proveniente de Brasil. En Brasil, se conocen alrededor de
12 tipos de propdleo clasificados segun sus propiedades fisicoquimicas, estos
presentan una amplia diversidad en su composicion quimica, debido a la vasta
biodiversidad existente en el pais; es por ello que resulta de gran interés para la
busqueda de sustancias bioactivas. La mayoria de los estudios parecen enfocarse

en dos tipos de propoleo brasilefio, el propdleo rojo que contiene una alta




proporcion de isoflavonoides, que son compuestos cominmente encontrados en la
familia de las leguminosas (Silva et al., 2007) y el propdleo verde que contiene
varios compuestos fendlicos, entre los més estudiados se encuentra la artepilina-C
0 acido 3,5- diprenil-4-hidroxicinamico presente en regiones donde las especies
vegetales de Baccharis son abundantes. La cuantificacion de artepilina-C en esta
variedad de propoleo ha sido usada como un indicador de la calidad del producto

(Hitomi et al., 2008), ademas de mostrar actividad antiinflamatoria (Niraldo, 2008).

Sin lugar a duda, el rastreo del origen botanico de las diferentes variedades de
propdleo es un enfoque que resulta de vital importancia, ya que proporciona
informacion sobre la alta probabilidad de encontrar los mismos compuestos
caracteristicos 0 una composicion quimica similar en muestras de propdleo de
distintas regiones que presenten similitudes en la vegetacién que las compone
(Silva et al., 2007).

2.2.3. Proceso de produccion de propéleo y probables usos en colmenas.

La actividad apicola mantiene una estrecha dependencia con las condiciones
climaticas, esto tradicionalmente genera incertidumbre entre los productores. No
obstante, con el cambio climatico derivado del calentamiento global, los riesgos y
temores se incrementan, obligando al sector a la adopcion de acciones que
contrarresten los efectos negativos derivados, tanto en la planta productiva como
en la vegetacion de caracteristicas apibotanicas de las regiones productoras mas
importantes. La principal afectacion y consecuencia de dichas contingencias es la
inestabilidad en las épocas de floracion, pudiéndose encontrar retrasos en los
inicios de las cosechas, la baja o nula produccién de néctar, o simplemente la
ausencia de floracion de los arboles (SAGARPA Claridades Agropecuarias, 2010).

Las abejas de la especie Apis mellifera recolectan resina de las yemas y las
grietas en las cortezas de los arboles y brotes de las hojas. Posteriormente,

secreciones enziméticas mandibulares son afiadidas a la resina y el material




parcialmente digerido es mezclado con la cera de abeja para utilizarse en la
colmena principalmente como material de construccion para sellar agujeros en los
panales, dar formar a las paredes de la colmena con el fin de proteger la entrada a
la misma y mantener una temperatura y humedad adecuadas, ademas se cree
gue el propdleo también sirve como antiséptico para crear superficies internas
libres de gérmenes (Burdock, 1998; Kuropatnicki et al., 2013), generalmente la
produccién de propoleo de una colonia depende de factores climaticos, de los
recursos forestales, de las mismas abejas y del método o mecanismo de
recoleccién, sin embargo los datos encontrados en la literatura muestran
resultados variados, que van de 150 a 200 g (Ghisalberti, 1979) y de 10 a 300 g de
propoleo al afio por colonia (Ochi et al., 1981; Andrich et al., 1987).

2.2.4. Proceso de recoleccion y tratamiento de propdleo.

La recoleccion del propdleo de las colmenas se realiza mediante los métodos de
raspado o trampas, siendo este ultimo el que ofrece la mejor calidad ya que
permite disminuir la contaminacion de la resina provocada por la manipulacion a
diferencia del raspado de las colmenas en malla. La temporada de recoleccion se
realiza dependiendo de las condiciones ambientales estacionales, donde se ha
observado una propolizacion mas activa; en las zonas templadas la obtencién se
realiza antes de la llegada del invierno, mientras que en los climas tropicales se

hace al inicio de la estacion lluviosa (Farré et al., 2004).
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Figura 2. Proceso de raspado en la recoleccién de propéleo.

Si el propéleo es muy ceroso se lava con agua fria para remover ceras y es
secado con aire en pantallas de acero inoxidable. Posteriormente, se disuelve en
etanol al 95% para remover ceras y se filtra para retirar residuos de material

organico no deseado (SAGARPA Claridades Agropecuarias, 2010).

2.3. Panorama o situacion de la apicultura en México.

La apicultura en México ha formado parte importante a lo largo de la historia de
nuestro pais, estaba particularmente desarrollada en el periodo de la cultura
Olmeca en el sudeste del pais, destacando la cultura Maya por sus practicas
apicolas. Actualmente, tiene una gran importancia socioeconémica y ecologica, ya
gue es considerada como una de las principales actividades pecuarias generadora
de divisas. La apicultura, es conocida y apreciada, principalmente, por la
produccion de miel, pero también los productos derivados de la colmena, que son
el polen, la cera, la jalea real, el propdleo y el veneno, destacan ya sea por la
importancia que desempefian dentro de la misma colmena como por sus

aplicaciones en las industrias cosmética, farmacéutica y por supuesto la de los
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alimentos (SAGARPA, 2015a), sin embargo, las abejas son fundamentales para
un equilibrio del medio ambiente ya que las abejas al obtener el alimento de las
flores fomentan en las plantas la capacidad de fecundarse. Lo anterior se conoce
como polinizaciéon cruzada, gracias a ésta, las plantas generan una cantidad
significativa oxigeno y ademas, aumentan el rendimiento en los cultivos, lo que
favorece un incremento en la cantidad de alimentos de origen vegetal, materia

prima textil, e insumos agropecuarios.

De seguir presentandose a nivel mundial la pérdida de las abejas, y aunado a
diversos factores como el cambio climatico, el empleo de plaguicidas, entre otros,
las abejas estan en riesgo en ciertas regiones, asi como la sustentabilidad del
apicultor. Las pérdidas econdmicas que esto originaria a la apicultura serian
minimas comparadas con los dafios en los ecosistemas, medio ambiente, y en la
disponibilidad de alimento (SAGARPA, 2015b).

Mexico es productor de una de las mieles de mejor calidad y mas cotizadas en el
mundo, por lo cual desde hace mas de cinco décadas ha comercializado su
producto en Alemania, Estados Unidos, Gran Bretafa, Irlanda del Norte, Arabia
Saudita y Bélgica. Ademas, en Japon existe una alta demanda de miel de citrico
procedente de Nuevo Ledn y San Luis Potosi (SAGARPA, 2015a), no obstante
Alemania y Estados Unidos, son los paises que importan la mayor parte de la
produccion de miel del pais, especificamente un 43 y 25%, respectivamente
(SAGARPA, 2015b). En 2015 se reporté una produccion de 61 mil 881 toneladas
de miel, un incremento del 2.1 % con respecto a las 57 mil de toneladas anuales
promedio, posicionandose en el sexto lugar a nivel mundial en produccién de miel
de abeja y el tercero en cuanto a exportacion, reportando cifras de 45 mil

toneladas con un valor superior a los 150 millones de dolares (SAGARPA, 2015a).
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2.3.1. Produccion de propéleo en México.

Por otro lado, los paises que destacan en la produccion mundial de propéleo son
China, Argentina, Brasil, Cuba, Chile, Uruguay y Canada (CONACYT Agencia
Informativa, 2015).

La produccion de propdlleos en México es muy limitada y de no muy buena
calidad, debido a que muchos apicultores mexicanos carecen del conocimiento
para la extraccion y el procesamiento del propdleo y la mayoria ignora el valor de
la resina, por lo que la mayor parte de su produccion esta basada en el raspado
interno que realiza el productor durante la revisibn de sus colmenas, también
influye la falta de demanda por parte de las empresas, ya que el mercado de los
productos de la colmena esta principalmente enfocado al comercio de la miel,
resultando en el lento desarrollo de la promocidn para incrementar la produccion y
uso del propdleo, sin embargo, por ser un producto que da alternativas
econOmicas al productor, mediante la capacitacion y asistencia técnica se puede
fomentar la produccién utilizando la tecnologia, a través de trampas que permitan
colectar un propoéleo de mejor calidad en el mediano plazo para cubrir la demanda
nacional, e incursionar en el largo plazo en mercados internacionales como lo es
Japoén, que adquiere alrededor del 85 por ciento de la produccién mundial de
propoleos (SAGARPA, 2009), y sabiendo que el precio internacional del propéleo
es aproximadamente de 100 dolares por kilogramo (CONACYT Agencia
Informativa, 2015), sin lugar a dudas es una importante fuente alterna de
ganancias para los apicultores que necesita ser promovida y explotada. En la
Figura 3 se ilustra la tendencia relativamente lenta en el aumento de la produccion

del propdleo en el transcurso de 8 afios.
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Figura 3. Grafico que muestra la produccién de toneladas de polen y propdleo
durante el periodo 2000 — 2008, en el se aprecia la tendencia en el incremento de

la produccion de propodleo.

2.3.2. Regionalizacion de la produccion apicola en México.

La produccion de miel esta supeditada a las condiciones del medio ambiente y a la
disponibilidad de recursos naturales, como son el polen y el néctar de las flores,
por lo que en la mayor parte del pais ésta se presenta fundamentalmente en dos
épocas del afio. La primera, en las regiones del sureste y costas del pais, donde la
produccion se obtiene entre los meses de marzo y mayo (primavera-verano),
generando el 40 por ciento de la produccién. La segunda, se obtiene en el
altiplano y norte del pais, entre los meses de septiembre y de noviembre (otofio-
invierno), obteniendo el 60 por ciento restante de la produccion.

Gracias a sus diferentes climas y flora, que influye sobre la composicion de
recursos de néctar y polen, México se divide en cinco regiones apicolas bien

definidas, con diferente grado de desarrollo y variedad de tipos de mieles en
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cuanto a sus caracteristicas de humedad, color, aroma y sabor; estas regiones
son: region del norte, regidén de la costa del Pacifico, region del Golfo, region del
altiplano y region sureste o peninsula de Yucatan (SAGARPA Claridades
Agropecuarias, 2010). Dado que la zona geografica es uno de los factores
primordiales a considerar en la composicidon y por ende en la actividad biologica de
los propdleos, éstos se han clasificado de acuerdo a la region apicola en la cual
fueron obtenidos; en el mapa de la Figura 4 se ilustran las diferentes regiones
apicolas del pais, ademas se observa que el estado de Durango pertenece a la

region Norte.

REGIONES APICOLAS DE MEXICO

Altiplano

- Costa del Pacifico
- Colfo

Norte

- Peninsula de Yucatan

Fuente: Coordinacion General de Ganaderia / SAGARPA.

Figura 4. Mapa de regiones apicolas en la Republica Mexicana que clasifican los
propéleos mexicanos de acuerdo a su origen de obtencion (SAGARPA Claridades

Agropecuarias, 2010).

2.3.2.1. Region del Norte de México.

Caracterizada por la excelente miel que produce, principalmente de mezquite, miel

extra clara @mbar cuya produccién en su mayoria se destina a un mercado
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fuertemente demandante como es el de los EE.UU. Aunque la zona sureste es la
region con mayor produccion y reconocimiento en el mercado internacional el
precio de esta miel es uno de los mejores a nivel nacional. Los estados que
integran esta region son Baja California, Baja California Sur, Sonora, Chihuahua,
Durango, Zacatecas, Coahuila, Nuevo Leodn y parte del norte de Tamaulipas y el

altiplano de San Luis Potosi.

2.4. Composicion quimica del propdleo.

Diversos estudios estiman que la composicibn del propoleo es de
aproximadamente un 55% de resinas y balsamos aromaticos (entre los cuales se
encuentran flavonoides, flavonas, acidos y aldehidos aromaticos, cumarinas y
terpenos), 30% de ceras, 10% de aceites esenciales, y finalmente un 5% de polen
(Sharaf et al., 2013; Burdock, 1998).

El propodleo puede estar constituido por mas de 300 compuestos, por lo que tiene
una composicion quimica extremadamente compleja y variable, que depende
principalmente de la flora local del sitio de recoleccion y, por lo tanto, de las
caracteristicas geogréficas y climatologicas de dicho sitio (Bankova et al., 2000);
sin embargo, la composicion quimica cualitativa a grandes rasgos del propoleo es
similar, encontrandose frecuentemente una alta proporcion de compuestos
fendlicos (como flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres), terpenoides,
azucares, esteroides y aminoacidos, aldehidos volatiles y cetonas (Sharaf et al.,
2013; Kalogeropoulos et al., 2009). En el extracto de propdleo se puede encontrar
una alta concentracion de flavonoides y compuestos fendlicos (Bankova et al.,
2005). La composicién del extracto varia con el disolvente usado en el proceso de
extraccion, encontrandose &cidos fendlicos y compuestos mas polares que el agua

en un extracto etandlico (Mello et al., 2010).

Entre estos compuestos mencionados destacan la familia de los flavonoides, los

encontrados en un extracto etanolico de propéleo mayoritariamente son la
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pinocembrina, galangina, crisina, quercetina, kaempferol y naringenina (Sharaf et
al., 2013) y, por lo general, es a los cuales se les atribuye la amplia variedad de

actividades bioldgicas que presentan.

2.4.1. Flavonoides.

Los flavonoides son una gran familia de compuestos polifendlicos sintetizados
como metabolitos secundarios por las plantas, pueden clasificarse en 6 subclases
mayores gue son: antocianidinas, flavan-3-oles, flavonoles, flavanonas, flavonas e
isoflavonas, siendo los flavonoles, los mas abundantes en la dieta humana,
(Higdon, Linus Pauling Institute, Oregon University). Los flavonoides polifenélicos
gue tienen el esqueleto difenilpropano o CzC3Cs incluyen a los subgrupos de

flavonoles monoméricos, flavonas, flavonoles y flavanonas (Fong, et al., 2010).

Los flavonoides poseen una amplia variedad de efectos bioldgicos, diversos
estudios han evidenciado su actividad neuroprotectora, antiinflamatoria,
antitrombogénica, antidiabética, anticancerigena, quelante y antioxidante a traves
de diferentes mecanismos de accién en modelos animales e in vitro, ademas de
regular ciertas rutas de sefalizacion celular y prevenir enfermedades
cardiovasculares. En los udltimos afios ha crecido el interés cientifico en su
potencial para explicar algunos de los beneficios para la salud asociados a dietas
ricas en este grupo de compuestos; sin embargo, muchos de sus efectos
biolégicos parecen estar relacionados a su habilidad para modular rutas de
sefalizacion celular mas que a su actividad antioxidante (Higdon, Linus Pauling

Institute, Oregon University).
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2.4.2. Principales compuestos aislados de propdleos de diferentes
ubicaciones geograficas.

Los constituyentes caracteristicos de los propoleos provenientes de zonas
templadas, de ambos hemisferios son flavonoides sin sustituyentes en el anillo B,
entre los cuales se encuentran principalmente pinocembrina, pinobanksina,
galangina y crisina; ademas de acidos fenilpropandicos y sus ésteres, por ejemplo
el CAPE. Patrones quimiogeograficos han permitido establecer diferentes tipos de
propdleo dependiendo de la distribucion geografica de las especies vegetales y las
muestras recolectadas. Aun y cuando la diversidad de compuestos encontrados
en el propdleo es muy amplia, es posible identificar los patrones quimicos
caracteristicos (Salatino et al., 2011). En el siguiente mapa se muestra la

distribucion de los cinco tipos de propéleo y un cuadro que resume algunas de las

caracteristicas mas importantes de esta clasificacion.

Figura 5. Mapa que indica la distribucién de los tipos de propéleo clasificados de
acuerdo a la distribucion geografica de las especies vegetales (Salatino et al.,
2011).
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Cuadro 1. Caracteristicas de los tipos de propoleo de acuerdo a la distribuciéon

geografica de las especies vegetales (Salatino et al., 2011).

Tipo de propdleo

Tipo de compuestos

Procedencia

Flavonoides sin
sustituyentes en el
anillo B y ésteres de
fenilpropanoides.

Derivados de Populus (4lamo).
Regiones templadas de ambos
hemisferios.

Populus, principalmente P. nigra.

Fenilpropanoides
prenilados y acidos
cafeoilquinicos.

Brasil, principalmente propodleo verde.

Baccharis dracunculifolia.

Benzofenonas

polipreniladas.

Derivados de Clusia. Region tropical,
como Cuba, Venezuela y algunas
regiones de Brasil.

A%

Geranil flavonoides.

Derivados de Macaranga. Regiones

tropicales de Africa y Asia.

Vv

Diterpenoides o

antraquinonas.

Grecia, Creta, Turquia.

Fuente: Salatino et al., 2011.

En el siguiente cuadro se ilustran algunos de los compuestos aislados del

propdleo que presentan actividad biol6gica de importancia terapéutica asi como su

procedencia.
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Cuadro 2. Principales compuestos aislados de muestras de propoéleo de diferentes

paises.
Compuesto Estructura Pais Referencia
FLAVONOIDES
Acacetina OCH;4 México Valencia et
al., 2012.
OH O
OH O
Crisina Chile Castro et
al., 2014.
China
Yang et al.,
OH O Holanda
| 2015.
|| Popova et
OH O al., 2007.
Galangina Chile Castro et
al., 2014.
China
Yang et al.,
HO @) Corea
| 2015.
|| OH Kim et al.,
OH 2011.
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Genkwanina OH China Yang et al.,
2015.
H;CO 0
OH O
Naringenina OH China Yang et al.,
2015.
OH 0 Turquia
| Atag Uzel et
|| al., 2005.
OH O
Pinocembrina Australia | Massaro et
al., 2015.
Canada
) Cottica et
China
al., 2015.
Corea
Yang et al.,
Espafia | 2015.
México Kim et al.,
HO O 2011.
' Portugal
Kumazawa
Rumania
I et al., 2004.
OH @]
Valencia et
al., 2012.
Ahn et al.,
2007.
Falcao et
al., 2010.
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HO

H

Pinobanksina Chile Castro et
al., 20145
Chipre
_ Kalogeropo
Grecia
ulos et al.,
Corea 20009.
OH O Kim et al.,
2011.
Quercetina OH Corea Kim et al.,
OH 2011.
OH (@]
|| OH
OH @]
Sakuranetina OH Corea Kim et al.,
2011.
OH (@]
ACIDOS FENOLICOS Y ESTERES
Acido O Turquia | Atag Uzel et
benzoico H al., 2005.
©/\OH
Acido caféico (|J| Chile Castro et
al., 2014.
X o}
OH




Acido ¢ China Yang et al.,
cindmico w 2015.
OH
H5CO
Acido gélico OH Australia | Massaro et
al., 2015.
HO OH Canada
Cottica et
al., 2015.
N
HO 0]
Acido Chile Castro et
ferdlico al., 2014.
(|)| China
X Yang et al.,
Corea
OH 2015,
HO Kim et al.,
OCH3 2011.
CAPE Chile Castro et
(Feniletil Chi al., 2014.
ina
éster del v Cal
ang et al.,
acido g
B o 2015.
caféico) ||
X (@]
HO
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LIGNANOS

Sesamina o) Bulgaria | Bankova et
< al., 2000.
o) o
Yangambina OCH3 Bulgaria | Bankova et
H.CO al., 2000
¥ OCH 4
H,CO
OCH,
H,CO
ALDEHIDO
Vainillina OCH, Chile Castro et
HO al., 2014.
H
o
ACIDOS GRASOS
Acido HaC Turquia | Atag Uzel et
linoléico al., 2005.
OH =
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Acido oleico CH; | Corea Chang et
al., 2003.
OH —
o]
Acido OHW\MNCHS China Yang et al.,
palmitico (l 2015.
TERPENOIDES
Terpineol CHj Brasil Koo et al.,
2005.
OH
H,C CH,
Acido OH Brasil Koo et al.,
isocuprésico / 2005.
CHjy CH,4
—CH,

HooC® "CH,
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2.4.2.1 Principales compuestos aislados de propoéleos provenientes de
diferentes regiones apicolas de México.

En el caso particular de México, la clasificacidbn propuesta por Salatino et. al en
2011, incluye a los propoOleos mexicanos dentro del tipo I, que corresponde al
derivado del alamo, encontrado en regiones templadas, sin embargo es necesario
considerar la variedad de climas y vegetacion caracteristica presentes en distintas
regiones del pais, por esta razén el uso de la clasificacion de las regiones apicolas
de México propuesto por la SAGARPA es un enfoque mas preciso. Se han llevado
a cabo estudios quimicos de propédleos de las diferentes regiones apicolas
anteriormente expuestas que han permitido el aislamiento de diferentes
compuestos, es importante destacar la invaluable aportacién de conocimientos en
este aspecto que ha generado el trabajo realizado en el lugar de realizacion de
esta tesis. Algunos de los compuestos aislados hasta la fecha se presentan en el

cuadro siguiente.

Cuadro 3. Principales compuestos aislados previamente de diversos propoleos

mexicanos.

Compuesto Estructura Procedencia

Pinocembrina Comarca Lagunera
(Goémez Palacio),
HO o_ Durango.
Acuexcomatl,
Xochimilco, D.F.

|C|) Puebla.

Guanajuato.

OH

Pinobanksina Comarca Lagunera

(Gémez Palacio),
HO O
Durango.
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5-O-metilpinobanksina

Guanajuato.

OCH; O
Crisina Comarca Lagunera
(Gbémez Palacio),
HO O
| Durango.
Puebla.
|| Guanajuato.
OH o
5-O-metilcrisina Guanajuato.
HO l 0]
OCH; O
Acacetina OCH; | Acuexcomatl,
Xochimilco, D.F.
HO o
OH 0]
Apigenina OH Acuexcomatl,
Xochimilco, D.F.
HO 0]
OH 0]
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4’ 7-dimetilnaringenina

:: ‘OCH

Acuexcomatl,

Xochimilco, D.F.

OH O
Alpinetina Acuexcomatl,
Xochimilco, D.F.
HO O \\\\\ i
\@j‘ Guanajuato.
OCH; O
Galangina Acuexcomatl,
Xochimilco, D.F.
HO O
| Puebla.
Guanajuato.
|| OH
OH o
5-O-metilgalangina Guanajuato.
HO l 0] O
OH
5-metileterpinobanksina Acuexcomatl,

OCH, O

Xochimilco, D.F.
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Izalpinina Puebla.
H5CO l o)
|| OH
OH O
2’,6’-dihidroxi-4’- Puebla.
metoxichalcona
H,CO l OH
OH O
Dillenetina OCH 4 Guanajuato.
OCH,
HO o O
|| OH
OH o
Isorhamnetina OCH4 Guanajuato.
OH
HO l o O
|| OH
OH o
4’ 7-dimetilkaempferol OCH3 | Acuexcomatl,
Xochimilco, D.F.
H5CO l o]
OH o




Kaempferida OCHj3 | Acuexcomatl,
Xochimilco, D.F.
HO O

OH

2.5. Usos del propdleo en la industria.

Hoy en dia el propdleo ha sido utilizado en diversas areas, en las que ha llegado a
ser un ingrediente esencial para la elaboracion de una diversa gama de productos
comerciales en el area de la medicina, industria cosmética, farmacéutica y

alimenticia.

Es posible encontrar el extracto de prop6leo como ingrediente en productos finales
gue van desde alimentos, medicamentos y cosméticos incluidos en diferentes
formulaciones de formas farmacéuticas, por ejemplo: tabletas, capsulas, jarabes,
tizanas, cremas, unguentos, lociones, shampoos, jabones, lapices labiales,
mascarillas faciales, sprays bucales y nasales, pasta dental y enjuague bucal
(Krell, 1996). En la tecnologia de alimentos estudios han demostrado que el
extracto acuoso es un potencial conservador alimenticio por sus propiedades
antioxidantes, antibacterianas y antifungicas (Tosi et al., 2007; Ferreira et al.,
2014). Ademas, se ha reportado que como aditivo en la dieta de gallinas
incrementa la ganancia de peso y mejora significativamente la produccion de
huevo (Ghisalberti, 1979; Bonomi et al., 1976).

Los extractos de propéleo han sido ampliamente usados en odontologia, en el
tratamiento de alveolitis dental, encias y membranas mucosas, y se han estudiado
sus efectos en el tratamiento de hipersensibilidad dentinaria (Mahmoud et al.,
1999), parodontopatias, candidiasis oral (Santos et al.,, 2005), caries y sus

complicaciones (Hayacibara et al., 2005).
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2.6. Generalidades en los métodos de extraccion del propéleo.

Generalmente, el proceso de extraccion del crudo de propdleo es relativamente
sencillo y, dependiendo del tipo de compuestos deseados, se recomienda el uso
de cierto tipo de solventes, ya que se ha reportado el uso de agua para la
extraccion de &cidos fendlicos y solventes organicos comunes principalmente
etanol, metanol, diclorometano, dietileter, cloroformo para la extraccion de

flavonoides (Gomez et al., 2006).

Se ha observado mediante analisis en CCF que el nimero de componentes
presentes en un EEP, incrementa proporcionalmente a la concentracion etandlica
del disolvente usado para la extraccion (Sawaya et al., 2004), al presentar un buen
rendimiento en la extraccion de componentes de interés, el etanol se ha convertido

generalmente en el disolvente de eleccion.

Es posible remover las ceras y los residuos organicos durante el proceso de
extraccion etanodlica. El extracto obtenido contiene la mayoria de los
constituyentes bioactivos del propoleo por lo que el EEP es una de las fuentes
mas ricas para la obtencion de flavonoides y acidos fendlicos (Kalogeropoulos et
al., 2009).

Antes de su uso en la industria los extractos deben ser concentrados, para
eliminar o reducir el disolvente en los extractos de propoleo se usan diferentes
procesos como liofilizacién, destilacion al vacio y evaporacion, sin embargo es
necesario considerar que generalmente el uso de altas temperaturas (alrededor de
70°) puede degradar algunos compuestos presentes (flavonoides y compuestos
fendlicos), por ello se han propuesto alternativas como el uso de procesos de
permeacién selectiva mediante membranas, este método se caracteriza por el uso
de bajas temperaturas, ausencia de fase de transicion y consumo bajo de energia
(Mello et al., 2010), sin embargo la evaporacion es un método mas rentable para
la industria por el bajo costo del equipamiento requerido a diferencia de los

métodos anteriores presentados.
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El etanol es el disolvente mas comunmente utilizado en el proceso de extraccion,
sin embargo a pesar de sus numerosas ventajas existen algunos problemas con
su uso como el fuerte sabor residual, reacciones adversas y la intolerancia al
alcohol para algunas personas, por esta razén se ha probado con la adicion de
compuestos tensoactivos para sustituir al etanol con agua, lograndose resultados
eficientes y obteniéndose extractos con una buena actividad antimicrobiana
(Konishi et al., 2004), a pesar de esto es fundamental reiterar que el uso de
alcohol como disolvente de extraccion permite la obtenciéon de una mayor cantidad

de compuestos.

2.7. Métodos cromatograficos de separacion para lograr el aislamiento de
compuestos del EEP y su determinacion.

Para el proceso de fraccionamiento, se realiza una cromatografia en columna
Sephadex LH-20 (medio formado de perlas de dextrano y usado especificamente
para la filtracion en gel de productos naturales como esteroides, terpenoides,
lipidos y péptidos de bajo peso molecular), usando comunmente metanol como
eluyente. Una vez hecho esto, es posible la determinacion de los compuestos
fendlicos de las fracciones mediante HPLC o bien RMN (Aliyazicioglu et al., 2013).

Se han aplicado un extenso niumero de métodos para el andlisis y determinacion
de los componentes del propdleo, entre los mas conocidos se encuentran la
cromatografia de gas (GC) (Pereira et al., 1998; Maciejewicz et al., 2001), la
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) (Bruschi et al., 2003; Cuesta-
Rubio et al., 2007; Chen J. et al., 2008) y la cromatografia de capa fina (TLC)
(Medic-Saric et al., 2004), entre estos la técnica analitica mas popular es el HPLC.
Sin embargo, todo método cromatografico presenta ciertas desventajas, para
compensar estas limitaciones se han desarrollado métodos novedosos de andlisis
gue proporcionan informacion selectiva como son la electroforesis capilar (CE)

(Gomez R. et al., 2007), la cromatografia capilar electrocinética micelar (MEKC)
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(Jiang et al., 2008), entre otros, aunque los reportes de su uso en los andlisis de

propéleo no es tan frecuente en comparacion del HPLC.

Las determinaciones cuantitativas de flavonoides se pueden llevar a cabo por
métodos colorimétricos como el método de AICI; para determinar flavonas y
flavonoles, mientras que para cuantificar flavanonas y dihidroflavonoles se utiliza
el método DNP, tambien es posible determinar el contenido total de flavonoides
mediante el método de Folin-Ciocalteu (Aliyazicioglu et al., 2013).

2.8. Actividades bioldgicas del propdleo.

Los flavonoides son los principales constituyentes del propdleo de la mayoria de
las fuentes de recoleccion (Ghisalberti, 1979) y, generalmente, a este grupo
pertenecen los compuestos quimicos responsables de las actividades biolégicas
gue presenta (Bankova et al., 2000).

El propdleo posee una amplia variedad de actividades biolégicas, como son
anestésica (Paintz et al., 1979), antibacterial (Kujumgiev et al., 1999; Kartal et al.,
2003), antidiabética (Sforcin, Bankova, 2011), antiviral (Amoros et al., 1994;
Kujumgiev et al., 1999), antioxidante (Isla et al., 2001; Kumazawa et al., 2004),
antiinflamatoria (Wang et al., 1993; Hu et al., 2005), anticancerigena (Kimoto et al.,
2001; Sforcin, 2007; Wu et al., 2009) y antifangica (Kujumgiev et al., 1999; Murad
et al., 2002), citotoxica y hepatoprotectora (Banksota et al., 2000).

Estos efectos biolégicos han quedado evidenciados por la vasta cantidad de
estudios realizados. Se ha utilizado en forma efectiva en el tratamiento de
guemaduras, Ulceras, en padecimientos dermatoldgicos, laringologicos vy
ginecoldgicos e inclusive se ha propuesto el uso de propoleo como estrategia para
prevenir o ralentizar el desarrollo de ciertas enfermedades neurodegenerativas
como Alzheimer (Chen J. et al., 2008), en el tratamiento de gingivitis y estomatitis
por su uso en pasta de dientes y enjuage bucal (Bankova et al., 1983; Marcucci et

al., 1995), se ha probado su efecto antiviral contra el virus del herpes (Huleihel et
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al.,, 2002; Vynograd et al., 2000), se ha demostrado su efecto positivo en los
procesos de cicatrizacion de heridas (Kuropatnicki et al., 2013), regeneracion de
tejido (Sutta et al.,1975), regeneracion de tejido cartilaginoso y tejido 0seo
(Scheller et al., 1977; Stojko et al., 1978; McLennan et al., 2008), también reduce
los procesos inflamatorios y degenerativos de la pulpa dental, mejorando su

regeneracion (Scheller et al., 1978).

Se ha reportado que los polifenoles presentan una potencial actividad
antiproliferativa en varios tipos de células cancerigenas (Kumar et al., 2009). Estos
efectos biolégicos han sido confirmados en una variedad de cultivos de lineas
celulares y modelos tumorales en animales (Aso et al., 2004; Scheller et al., 1989).
Este grupo de flavonoides ha evolucionado como agentes farmacoldgicos

prometedores para el tratamiento de cancer (Kumar et al., 2009).

Estudios han demostrado que ademas de las propiedades antitumorales (Scheller
et al., 1989) el EEP es un agente modulador del sistema inmunolégico (participa
en la activacién de la via de los macréfagos Clq), estimula la inmunidad no
especifica, activa la inmunidad humoral y mejora la inmunidad celular (Orsolic et
al., 2003; Blonska et al., 2004; Sforcin, 2007). Es muy probable que la mejora de la

funcion inmune sea benéfica a la quimioprevencién del cancer.

2.8.1. Actividad antimicrobiana del propdleo.

Varios estudios han reportado el amplio espectro de propiedades antimicrobianas
del propdleo y sus constituyentes destacando compuestos de tipo flavonoide,
acido fendlico y ésteres de acidos fenodlicos (Kujumgiev et al., 1999). El propdleo
presenta una considerable actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivo
como Bacillus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., incluyendo bacterias
anaerobias de la cavidad oral humana y Gram negativo entre las que destacan
Aerobacter aerogenes, Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli, Helicobacter

pilori, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa (Patel et
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al., 2015; Atac Uzel et al., 2005 Marcucci et al., 1996), ademas de demostrarse su
actividad contra algunos virus como el virus del herpes, influenza A y B; hongos y
levaduras citando como ejemplos a Candida albicans, Microsporum sp. y
protozoarios, principalmente Trypanosoma cruzi (Marcucci et al., 1995; Farré et
al., 2004). El propdleo y algunos de sus constituyentes han demostrado ser
responsables del desacoplamiento de la transduccion de energia de la membrana
citoplasmatica y de inhibir la motilidad bacteriana (Mirzoeva et al., 1997). Aunque
el mecanismo de accion para el efecto antimicrobiano no esta del todo claro
debido a su correlacion con la composicidon compleja y variable que presenta el
propodleo, diferentes estudios sugieren que los constituyentes del propéleo
interfieren con la division celular bacteriana a través de la formacion de formas
pseudo multicelulares, desorganizacion del citoplasma, inhibicién de la sintesis de
proteinas vy lisis celular (Takaisi-Kikuni et al., 1994).

El aumento en la resistencia bacteriana a antibioticos se debe principalmente al
uso extendido e indebido de antibi6ticos en diferentes areas como la medicina y la
veterinaria. El problema radica en la escasez de nuevos antibiéticos que posean
diferentes mecanismos de accion, evitando la activacion de genes de resistencia.
El propdleo puede ser usado como terapia alternativa en el tratamiento para
ciertas infecciones causadas por microorganismos resistentes, con el fin de que
posiblemente pueda ayudar a prevenir la propagacién y desarrollo de cepas
resistentes. Se ha observado que las bacterias Gram (-) son menos sensibles que
las Gram (+) al EEP, muy probablemente debido a que la membrana mas externa
inhibe y/o retarda la penetracién y difusiébn de los componentes del propéleo
(Darwish, 2010), inclusive se ha reportado la incidencia de resistencia de algunas
bacterias Gram (-) al propoleo (Kujumgiev et al., 1999).

Se ha observado mediante analisis en CCF que el nimero de componentes
presentes en un EEP, incrementa proporcionalmente a la concentracion etandlica
del disolvente usado para la extraccion. Generalmente, los extractos obtenidos
usando 30% de etanol contienen soélo los compuestos mas polares y no la

totalidad de aquellos responsables de la actividad antimicrobiana, resultando en
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un extracto con actividad bactericida baja, mientras que las muestras extraidas
con 70% de etanol mostraban una composicién similar a las extraidas con etanol
absoluto (100%) (Sawaya et al., 2004); ademas de observarse una mayor
actividad antioxidante en los extractos obtenidos con 70-80% de etanol (Farré et
al., 2004).

Otros estudios han demostrado la existencia de una actividad sinérgica entre el
uso conjunto de EEP y ciertos antibioticos, indicando que independientemente de
la resistencia microbiana a los antibioticos, la actividad antimicrobiana y
antifangica fue significativamente mayor al probarse en bacterias Gram (+) y
levaduras. Se encontré ademas que la resistencia a los antibiéticos de las
bacterias probadas no tiene influencia en la susceptibilidad al EEP (Stepanovi¢ et
al., 2003). Algunos extractos potencian el efecto de algunos antibioticos (Sforcin et
al., 2000) como biomicina, tetraciclina, neomicina, polimixina, penicilina vy

estreptomicina contra S. aureus y E. coli.

Sin embargo, diferentes muestras de propdleo presentan un distinto potencial para
mejorar la accion de los antibiéticos y generalmente el potencial antimicrobiano se
ve incrementado proporcionalmente con la concentracion del EEP usado
(Stepanovic et al., 2003).

Ademas se han elaborado sistemas de liberacion basados en niosomas cargados
de propdleo. Estos sistemas niosomales han demostrado un aceptable porcentaje
de carga o atrapamiento (50.62 — 71.29%) ademas de una mejora significativa en
la actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Candida albicans
mediante aplicacion topica, atribuida probablemente por facilitar la difusion de los
constituyentes del propéleo a través de la pared celular, ademas de la retencion

mejorada de los niosomas en la piel (Patel et al., 2015).

Entre los microorganismos patogénicos mas comunes encontrados en la cavidad
oral destacan algunas especies de bacterias del género Streptococcus, que
aungue habitualmente muchas especies forman parte de la microbiota de la boca,
tracto respiratorio superior, piel e intestino, algunas son patégenas o bien pueden
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presentar un riesgo al ocurrir un desequilibrio homeostatico favoreciendo
condiciones que permitan su crecimiento anormal desmedido. Se caracterizan por

ser cocos Gram (+), generalmente no hemoliticos.

Algunas de las principales especies de Streptococcus aisladas de la cavidad bucal
incluyen a S. mutans, S. sanguinis y S. oralis. Cabe destacar que estas especies
tienen un papel esencial en la formacion y desarrollo de la caries dental. La
superficie dental esta predispuesta a varias infecciones debido a factores que
favorecen el crecimiento microbiano (pH, sustrato disponible y cantidad de
glucoproteinas acidas presentes en la saliva), la mas extendida y comun es la
caries dental, que de no tratarse adecuadamente puede producir padecimientos
gue van desde dolor, infeccion, pérdida de piezas dentales y llevar inclusive a la
muerte en casos severos (Ophori et al., 2010). La cariogénesis puede definirse
como el dafio estructural a la dentina y esmalte del diente provocado por la placa
dentobacteriana (Kouidhi et al., 2010).

La formacion de caries dental es causada por la colonizacion y la acumulacién de
microorganismos orales y de polisacaridos extracelulares que son sintetizados de
la sacarosa por la glucosiltransferasa principalmente de S. mutans en la superficie
dental. Numerosas investigaciones han demostrado una correlacion positiva entre
el numero de S. mutans en la placa dentobacteriana y la prevalencia de caries
dental. Los polisacaridos extracelulares consisten de glucanos conteniendo
predominantemente enlaces a-1,6 que son similares a los dextranos clasicos y de
polimeros conteniendo mas de 50% de uniones a-1,3. Estos polisacéridos son
altamente insolubles en agua y se denominan mutanos (Rios et al., 1988; Park et
al., 1998; Koo et al., 2000).

S. mutans tiene un papel importante en la formaciéon de placa o biofilm en
ambientes con altas cantidades de sacarosa (Park et al., 1998) al fermentar los
carbohidratos para producir acido lactico provocando la desmineralizacién dental y
el establecimiento de condiciones favorables para la formacion de placa (Kouidhi
et al.,, 2010). La formacion del biofilm se inicia en su adherencia a una sal de

fosfato de calcio (hidroxiapatita), para la posterior adhesion de bacterias como S.
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mutans, S. sanguinis y S. oralis al esmalte dental mediante la produccién de
polisacéaridos extracelulares insolubles. La formacion de la placa dentobacteriana
también permite el desarrollo de otras bacterias que carecen de mecanismos de

adherencia.

Se sabe que S. mutans produce al menos tres tipos distintos de la enzima
glucosiltransferasa (GTF), el glucano sintetizado por la GTF-B presenta enlaces o-
1,3 y es insoluble en agua; el producido por la GTF-D es soluble en agua y la
GTF-C sintetiza una mezcla de glucano enlazado a-1,6 soluble e insoluble. Las
GTF tipo B y C, que producen glucano insoluble, son las que presentan un papel
mas importante en el desarrollo de caries dental. Cabe destacar ademéas que una
considerable parte de los productos comerciales para la higiene oral no son
efectivos inhibidores de las enzimas GTF productoras de glucano insoluble en
agua, aun y cuando se ha reportado que es unos de los factores de virulencia mas
relevantes para interrumpir la colonizacion del diente por patdgenos orales y la

subsecuente formacion de placa dentobacteriana (Duarte et al., 2003).

Esta informacion es util principalmente para el desarrollo de tratamientos y la
prevencion de caries mediante antibioticos u otros agentes que presenten un
mecanismo de accion que alteren ciertos factores de patogenicidad como la
adherencia dependiente de sacarosa por la inhibicién de la sintesis de glucanos
insolubles en agua catalizada por la enzima glucosiltransferasa, que permite la
acumulacion e infeccion de ciertos microorganismos que conllevan a la formacion

de placa dentobacteriana y posteriormente al desarrollo de caries dental.

El EEP presenta una actividad antibacteriana contra cierto numero de
microorganismos orales e inhibe la adhesion celular asi como la formacion de
glucano insoluble en agua (Ophori et al., 2010). La actividad antimicrobiana contra
una cepa de S. mutans aislada de caries dental ha sido reportada previamente en
diferentes estudios, los resultados demostraron que el EEP inhibe la actividad
enzimatica de la glucosiltranferasa y consecuentemente el crecimiento de S.
mutans (Park et al., 1998), demostrando su utilidad potencial para el control y

tratamiento de caries dental causada principalmente por S. mutans, al ser
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considerada la especie mas cariogénica entre todo el género de Streptococcus
presentes en la cavidad oral, ya que actua sobre los carbohidratos disponibles en
la cavidad oral, la degradacién de estos carbohidratos conlleva a la produccién de

acido lactico que eventualmente degrada el esmalte dental (Ophori et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION.

Poco mas de 10% de la biodiversidad mundial ha sido evaluada en busqueda de
compuestos que presenten actividad biolégica potencial; por lo que muchos otros
compuestos lead de origen natural esperan a ser descubiertos (Dias et al., 2012).

En este caso, el propdleo posee caracteristicas que lo hacen Unico para su
estudio, debido a la diferente composiciébn quimica que puede ser encontrada
dependiendo del lugar de procedencia de la muestra y que es un resultado de la
vegetacion en la zona, de la especie de abeja recolectora e inclusive de la

temporada en la cual se recolecta.

Ademas, es necesario hacer hincapié en el extenso niamero de estudios que se
han llevado a cabo, relativos a diferentes usos potenciales en diversas areas como
la industria farmacéutica, la medicina, e inclusive la industria alimenticia. Todos
ellos, muestran la diferencia entre las propiedades que presentan y su lugar de

procedencia la cual implica una determinada compaosicion quimica.

Por ello es esencial la investigacion continua y la realizacion de estudios quimicos
de la composicion de ciertas variedades de propdleo que presentan propiedades
biolégicas novedosas. En el caso de México, la informacion encontrada en la
literatura es limitada, sabiéndose que México es uno de los paises con mayor
biodiversidad, tanto en diversidad vegetal y de especies de abejas en América,
encontrdndose aproximadamente 2000 especies (aunque es bien sabido que la
especie Apis mellifera es la méas utilizada para la produccion de miel, polen,
propdleo, y jalea real, esta especie es comun en América del Norte en algunas
zonas desérticas de Sonora, Coahuila, Durango y Zacatecas); como resultado lo
hace Unico para el estudio de la composicién de diversos propoleos de algunas
regiones del pais (Quezada et al., 2010).
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4. OBJETIVOS.

» Objetivo general:

Evaluacion quimica de una muestra de propoéleo recolectada en la zona norte de

México.

» Objetivos particulares:

e Recolectar y procesar una muestra de propoleo obtenida de la zona
melifera del norte de México.

e Preparar el extracto etandlico de la muestra recolectada mediante un
proceso de maceracion.

e Fraccionar el extracto etandlico mediante métodos de particion vy
cromatograficos.

e Evaluar la actividad biolégica del extracto obtenido (actividad
antimicrobiana) y de las fracciones primarias con el fin de identificar
aguellas que presenten una mayor actividad antimicrobiana.

e Purificar los compuestos mayoritarios a partir de las fracciones obtenidas.

e Caracterizar los compuestos aislados mediante métodos espectroscopicos

y espectrofotométricos.




5. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

5.1 Recoleccion del propéleo.

La muestra de propdleo se colecté en la zona de la Comarca Lagunera en el

estado de Durango.

Entre el conglomerado vegetal cultivado de mayor importancia en esta region se
pueden encontrar diferentes especies silvestres siendo la mas representativa el
mezquite (Prosopis juliflora), el cual es un arbol o arbusto caducifolio de 2 a 12 m
de altura, que se puede encontrar en todo el pais, pero principalmente en lugares
aridos, desde Baja California y Chihuahua hasta Oaxaca y de Tamaulipas a
Veracruz, ademas cabe destacar los numerosos usos que presenta, como
adhesivo, para la preparacion de varios comestibles y la resina en cocimiento para
el tratamiento de disenteria y algunas afecciones de los ojos, mientras que la
corteza se emplea como astringente, y la corteza de la raiz, junto con las flores se

utiliza como emético, purgante y antihelmintico (CONABIO, 2016).

5.2. Procedimientos generales de analisis.

5.2.1. Andlisis cromatograficos.

Las cromatografias en columna abierta se realizaron sobre dos tipos de fases
estacionarias, gel de silice 60 (Merck) y Sephadex LH-20 (Fluka).

Las cromatografias en capa fina se realizaron sobre placas de aluminio cubiertas
con gel de silice (60 F254 Merck, tamafio de particula 0.063 — 0.200 mm)
utilizando diferentes sistemas de elucion. Se observaron bajo luz U.V. a A=254 nm
y 315 nm, y posteriormente, se revelaron con diferentes agentes cromogenos

como vainillina sulfarica (a 100°), DPPH, AICls.
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5.3. Estudio quimico.

5.3.1. Preparacion del extracto etandlico.

Inicialmente, se tomd una cantidad de 80 g de una muestra de propdleo
recolectado en el estado de Durango y se realiz6 una extraccion continua con un
equipo Soxhlet con 500 mL de etanol durante 6 horas, obteniéndose una masa de

43.8 g de extracto etandlico de propoleo.

5.3.2. Fraccionamiento primario del EEP.

Se utiliz6 una columna a presion reducida VLC (5 x 40 cm) y como fase
estacionaria gel de silice para el fraccionamiento primario de los 43.8 g obtenidos
del extracto etandlico mediante una elucién con un gradiente de concentracién la
mezcla de disolventes CH,Cl, — Acetona (100:0 a 0:100).

El fraccionamiento primario permitio la obtencion de un total de 34 fracciones (45
mL), las cuales fueron agrupadas finalmente en 10 fracciones combinadas de
acuerdo a su similitud cromatogréafica mediante el andlisis cromatografico en capa

fina.

Las fracciones primarias obtenidas del extracto etandlico se emplearon para
determinar la actividad antibacteriana contra las diferentes cepas bacterianas
comunmente encontradas en la cavidad bucal (Streptococcus mutans, S. oralis, S.
sanguinis). Para este estudio se utilizaron las fracciones FX-I, FX-II, FX-1ll, FX-IV 'y
FX-V.

En el Cuadro 4 se detalla el fraccionamiento primario, asi como las fracciones

obtenidas.
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Cuadro 4. Fraccionamiento primario del EEP de Durango.

Numero de Disolvente Proporcién (%) Fracciones
Fracciones Primarias
1-4 CH.Cl, 100 FX-I
5-8 CH,Cl, — Acetona 99:1 FX-II
9 CH,Cl, — Acetona 98:2 FX-1I
10-13 CH,CI, — Acetona 95:5 FX-IV
14-15 CH,CI, — Acetona 90:10 FX-V
16-19 CH,CI, — Acetona 80:20 FX-VI
20-23 CH,CI, — Acetona 70:30 FX-VII
24-27 CH,Cl, — Acetona 50:50 FX-VIII
28-31 CH.CI, — Acetona 30:70 FX-IX
32-34 Acetona 100 FX-X

5.4. Determinacion de la actividad antibacteriana del EEP mediante la
inhibicion en el crecimiento de bacterias patégenas de la cavidad oral.

5.4.1. Microorganismos de prueba.

Se utilizaron las cepas hospitalarias de los microorganismos Streptococcus
mutans (ATCC 10499), Streptococcus oralis y Streptococcus sanguinis (aislados
de pacientes clinicos). Para reactivar a las bacterias se inocularon 50 puL de una
suspension bacteriana en glicerol en 5mL de caldo BHI para posteriormente

incubar por un periodo de 24 h, a una temperatura de 37°C.

5.4.2. Determinacién de CMI.

El valor de MIC es definido como la concentracion minima del compuesto a probar

necesaria para inhibir el crecimiento o desarrollo del microorganismo en estudio.
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Esta inhibicion en el crecimiento es perceptible al observar la ausencia de turbidez
en el medio en el cual se realizo la inoculacion. La evaluacion de la actividad
antimicrobiana se llevé a acabo mediante la determinacion de la CMI, siguiendo la
metodologia de microdilucién en placa de pozos descrita por el CLSI: Clinical and
Laboratory Standards Institute (Clinical and Laboratory for Standards Institute,
2006).

La evaluaciéon de la actividad antibacteriana de las fracciones primarias (EEP) se
determind usando las bacterias Streptococcus mutans, S. oralis y S. sanguinis,

mediante un método de microdilucion en placa de 96 pozos.

Para la determinacién de la CMI, se procedi6é a preparar una disolucién stock de
cada una de las fracciones en estudio, para ello se pesaron 16 mg de cada una 'y
se agrego agua destilada hasta obtener un volumen de 1.3 mL, obteniéndose una

concentracion inicial de 12.30 mg/mL.

Se utilizaron tres placas de 96 pozos en las cuales se determinaron por triplicado y
de manera independiente las CMIs para Streptococcus mutans, S. oralis y S.
sanguinis; para ello inicialmente se colocaron 100 pL de medio BHI a todos los
pozos Yy, posteriormente, se agregaron otros 100 pL de todas las disolucién stock
preparadas de cada fraccion (12.30 mg/mL), una vez mezcladas se realizaron
diluciones seriadas de cada pozo. Posteriormente, se agregaron 80 puL de medio
BHI enriquecido con glucosa al 1% y 20 pL de medio BHI con las bacterias viables
de Streptococcus mutans, S. oralis y S. sanguinis, con una concentracion de 1 x
10° UFC.

El medio BHI fue utilizado como control negativo y digluconato de clorhexidina
(CHX) como control positivo. Una vez finalizado el proceso de incubacion (24 h a
37°C), se evalud la inhibicion del crecimiento debido a la fraccion del EEP y se

procedi6 a calcular la MIC.

Todas las fracciones presentaron una actividad antibacteriana, destacando la

actividad de la FX-III, por lo cual se decidi6é continuar con su estudio quimico.
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5.5. Fraccionamiento secundario a partir de la FX-IIl primaria.

Al concentrar la FX-Ill a sequedad en rotavapor, se obtuvo una masa final de
2.20469. Posteriormente, se disolvid esta fraccion con un poco de metanol para el
fraccionamiento secundario mediante una cromatografia en columna utilizando
como fase estacionaria Sephadex LH-20, a esta columna cromatografica se le
realiz6 previamente un proceso de limpieza con hipoclorito de sodio, agua
desionizada y finalmente metanol). Este soporte estd formado de perlas de
dextrano y se utiliza especificamente para la filtracion en gel de productos
naturales como esteroides, terpenoides, lipidos y péptidos de bajo peso molecular

en disolventes organicos y como eluyente MeOH.

Como resultado se obtuvieron un total de 25 fracciones, las cuales se lograron
agrupar en 8 fracciones combinadas con base en su similitud cromatogréafica
(CCF). Ademas estos analisis confirmaron la presencia de varios compuestos
flavonoides y fenoles al utilizar diferentes reveladores o agentes cromoégenos
como vainillina sulfurica (revelador universal que permite la deteccion de fenoles,
esteroides, aceites esenciales y ésteres), Folin-Ciocalteu (usado para la
determinacién de los fenoles en los compuestos, la reaccién puede ocurrir con
cualquier grupo fendlico) y tricloruro de aluminio (AICl3) usado para determinar el
contenido de flavonas y flavonoles, permite su identificacion por la coloracion de
estos debido a la formacién de un complejo entre el ion Al (lll) y los grupos
carbonilo e hidroxilo del flavonoide. En el Cuadro 5 se describen las fracciones

combinadas obtenidas del fraccionamiento secundario de la FX-III.
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Cuadro 5. Fraccionamiento secundario realizado a partir de la FX-II.

Numero de Fracciones | Fracciones Secundarias

1-3 F-I
4-6 F-1l
7-9 F-1l

10-11 F-1IvV

12-14 F-v

15-16 F-Vi

17-19 F-ViI

20-25 F-VIli

5.6. Fraccionamientos terciarios.

El analisis en cromatografia en capa fina evidencié la presencia de diferentes
compuestos para su posterior separacion mediante métodos cromatograficos, a

continuacion se detallan los procesos llevados a cabo con esta finalidad.

5.6.1. Fraccionamiento terciario a partir de la fraccién F-VI secundaria.

La fraccion F-VI se sometié a una cromatografia en columna utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH-20 y como eluyente MeOH. Este proceso permitié la
obtencion de 12 fracciones, posteriormente el andlisis cromatografico relalizado
mediante CCF, usando como sistema de elucién una mezcla de CH,Cl,/Acetona
(90:10) demostro la presencia de un solo compuesto en la fraccion 10 la cudl se
concentré a sequedad mediante el rotaevaporador. De este proceso, se obtuvo un
sélido cristalino rojizo con una masa de 4.2 mg. que se denomind compuesto
C060316.




5.6.2. Fraccionamiento terciario a partir de la fraccién F-VIl secundaria.

Con la finalidad de separar los componentes de la fraccion F-VII, se procedio a
realizar una cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria
Sephadex LH-20 y como eluyente MeOH. Este proceso permitié la obtencion de
14 fracciones, al realizar una ccf usando las mismas condiciones del punto anterior
se observo la presencia de un compuesto en la fraccion 6, denominado C070316,
el cual se concentrd a sequedad y se obtuvo finalmente 13.7 mg de un sélido de

color amarillo-rojizo de aspecto cristalino.

5.6.3. Fraccionamiento terciario a partir de la fraccién F-VIlI secundaria.

Posteriormente, la F-VIII se resolvid en una columna cromatografica utilizando
nuevamente como fase estacionaria Sephadex LH-20 y MeOH como eluyente.
Este proceso permitié la obtencion de 12 fracciones terciarias, las cuales se
agruparon en 3 fracciones combinadas en base a su similitud cromatografica, y se

muestra a continuacion en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Fraccionamiento terciario realizado a partir de la F-VIII secundaria.

Numero de Fracciones Fracciones Combinadas Terciarias
1-6 F-A
7-11 F-B
12 F-C

La fraccidn terciaria F-B se recromatografié en columna usando como adsorbente
gel de silice y eluyendo con un gradiente de disolventes CH,Cl, — Acetona (100:0

a 0:100), obteniéndose 18 fracciones, las cuales se indican en el Cuadro 7.




Cuadro 7. Fraccionamiento Cuaternario realizado a partir de la F-B.

Numero de Disolvente Proporcién (%)
Fracciones
1-2 CH.Cl, 100
3-4 CHxCl, — Acetona 99:1
5-6 CH,Cl, — Acetona 98:2
7 CH,CI, — Acetona 95:5
8 CHxCl, — Acetona 90:10
9 CH,Cl, — Acetona 80:20
10-11 CH,Cl, — Acetona 70:30
12-13 CH.Cl, — Acetona 60:40
14-17 CH,Cl, — Acetona 50:50
18 Acetona 100

De este ultimo fraccionamiento, el analisis cromatografico en capa fina demostrd
gue la fraccion 8 obtenida al eluir con la mezcla de CH,Cl, — Acetona (9:1), con
una masa de 10.7 mg, presentaba dos componentes. Con la finalidad de separar
ambos componentes se procedid a realizar una cromatografia en capa fina
preparativa (MACHEREY — NAGEL de 0.25 mm. de gel de silice, con indicador
fluorescente UVgs4) utilizando como eluyente una mezcla de CH,Cl,/Acetona
(90:10), una vez concluida la elucién, se procedio a desadsorber con una mezcla
de CH,Cl,/MeOH (9:1). Este proceso permitio la obtencién de un sélido blanco (7.2
mg.) que se denominé compuesto C010316.
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5.7. Procedimiento Experimental. Propodleo crudo de Durango

| Obtencion del EEP por método Soxhlet
Extracto etandlico

Fraccionamiento primario

I I I I I I I I I
FX-1 EX-II EX-}  FX-IV  FX-V  FEX-VI  FEX-VII  FEX-VIII  FX-IX FX-X

Fraccionamiento secundario

I I I I I I |
FIlo F F-m Fvo RV [Evi] eV LEva)

Fraccionamientos terciarios

I I I I I I I I I
FIL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9

I
F11 F12

[F10
Kaempferol

I I I I I
FIL F2 F3 F4 F5

F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 Fi14

Fraccionamiento cuaternario

I
A [EB] Fc

I I I I I I I I I
F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 F16 F17 F18

I I I I I I I
FL F2 F3 F4 F5 F6 F7

[F8.




6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. Eleccién del propdleo.

El propdleo ha sido ampliamente usado a lo largo de la historia y ha formado parte
fundamental en la medicina tradicional de diversas culturas, actualmente existe
una extensa gama de productos comerciales desarrollados a base de propdleo, en
combinacion ya sea con otros productos de la colmena o con diversas plantas

medicinales para el tratamiento de diferentes padecimientos.

La seleccion del propoleo en estudio se realizé con base en un criterio etnomédico
y en la revision en la literatura. En este sentido, es importante mencionar que el
namero de estudios quimicos y biologicos referentes a la caracterizacion y
actividades biolégicas realizados de propo6leos mexicanos es relativamente
escaso, en comparacioén con el encontrado en propdleos de regiones de Brasil,

Europa, Asia y Canada (Salatino et al., 2011).

La muestra estudiada se recolectd en el municipio de GOomez Palacio, en la zona
melifera de la Comarca Lagunera en Durango, mediante el método de raspado. El
clima caracteristico de esta zona es similar al encontrado en regiones templadas
con inviernos definidos, temperaturas cercanas a 1.7°C y escasas precipitaciones
(500 mm anuales). En esta region es posible encontrar una amplia diversidad de
vegetacion, las partes altas estan constituidas principalmente por bosques de
coniferas: pinos, (Pinus spp.), pinabetes (Tamarix petandra Pallas) y encinos
(Quercus spp.), no obstante, el mezquite (Prosopis juliflora Sw. DC.) es
predominante en las zonas bajas, ademas de huizache (Acacia farnesiana (L.)
Willd.), yucas (Yucca spp.), nopales (Opuntia spp.), maguey (Agave asperrima

Jacobi), entre otras, asi como diversas cactaceas (INEGI, 2011).
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6.2. Actividad inhibitoria sobre el crecimiento bacteriano.

La actividad antibacteriana de los compuestos aislados y de los extractos
etandlicos derivados de los diferentes propoéleos, se determind mediante un
ensayo de microdilucién en placa de 96 pozos siguiendo la metodologia indicada
por el CLSI. Se ha reportado que el método mas conveniente para la evaluacion
de la actividad antibacteriana de muestras de propdleo es la dilucién seriada
(Sawaya et al., 2004).

Como control positivo se utilizé digluconato de clorhexidina, que es un excelente
agente antimicrobiano de uso topico, es un compuesto soluble en agua y alcohol,
cuyo mecanismo de accion se debe a la interaccion de la clorhexidina que es una
molécula con carga positiva con las células bacterianas cargadas negativamente
resultando en la alteracion de la integridad de la membrana celular, causando la
filtracion de componentes intracelulares de los microorganismos (Wishart,

DrugBank Database v5.0.). Caldo BHI se usé como control negativo.

En el Cuadro 8 se resumen los resultados obtenidos de la CMI para las fracciones
derivadas del EEP.
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Cuadro 8. Resultados de CMI (mg/mL) del ensayo del fraccionamiento primario
del EEP.

Fracciéon / Cepa o )
) S. mutans S. sanguinis S. oralis
Bacteriana
Extracto crudo
Sin inhibicion 0.024 0.024
Durango
FX-I Durango Sin inhibicion 1.537 0.192
FX-Il Durango 1.537 0.192 0.096
FX-1Il Durango 0.768 0.192 0.096
FX-IV Durango 6.150 0.096 0.024
FX-V Durango Sin inhibicion 6.150 Sin inhibicion

Se considera que un extracto vegetal es activo si su CMI es menor a 1 mg/mL al
utilizarse el método de microdilucién en placa (Rios et al.,, 1988) y un extracto
crudo natural que posee actividad a concentraciones menores a 100 pg/mL
pueden presentar un potencial antimicrobiano (Duarte et al., 2003), esta actividad
presente en los compuestos polifendlicos se debe a la alteracion de la integridad y
posterior degradacion de la membrana citoplasmatica, ademas de la inhibicién de
la sintesis de acidos nucleicos (Vargas-Sanchez et al., 2014).

Solo tres fracciones demostraron tener actividad antimicrobiana contra las tres
cepas bacterianas utilizadas; sin embargo, la inhibicion de S. mutans solo se
observé con las fracciones FX-Il, FX-Ill, y FX-IV, siendo la de mayor potencia y
actividad FX-1ll. Al observar los resultados se puede concluir que las fracciones
FX-1'y FX-V, no poseen una actividad antibacteriana destacable, y a excepcién de

la FX-V todas las fracciones presentaron un efecto antibacteriano potente contra
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S. oralis. Ademas, cabe destacar que para las cepas S. sanguinis y S. oralis, la
fraccion FX-IV presenté una menor MIC a comparacion de FX-II y FX-1lI, indicando
mayor potencia, y a juzgar por la informacion presentada anteriormente se puede
concluir que posee un gran potencial antibacteriano. También, es importante
recalcar que el EEP crudo de Durango mostrd la menor CMI contra las cepas de
S. sanguinis y S. oralis muy probablemente debido al mayor contenido de
compuestos flavonoides presentes por tratarse del extracto inicial, mientras que
otras fracciones mostraron una disminucion en la potencia antibacteriana
probablemente como resultado del procesamiento por los métodos de purificacion
utilizados. Sin embargo, todas las fracciones estudiadas presentaron una cierta
actividad antibacteriana, destacando la FX-Ill entre las demas, por lo cual se

decidi6 continuar su estudio quimico.

Un estudio quimico previo de la fraccion FX-II, de la misma muestra obtenida del
estado de Durango, permitio el aislamiento de tres compuestos. Los compuestos
C001, C002 y CO003 fueron identificados como los flavonoides pinocembrina,
pinobanksina y crisina, respectivamente. La FX-Ill a pesar de no presentar una
concentracion relativamente alta de pinocembrina en comparacion con la fraccion
FX-1I que se habia estudiado en el trabajo de tesis anteriormente mencionado y en
el que se concluy6 que la pinocembrina posee actividad antimicrobiana al inhibir
las GTF de S. mutans, presentd una actividad antibacteriana similar, muy
probablemente debido al efecto sinérgico de varios componentes con actividad
antibacteriana, cabe destacar que otros compuestos que no fueron completamente
identificados pudieron haber contribuido al efecto bactericida, por lo que son
necesarios estudios adicionales para determinar nuevos componentes y la
actividad que presentan. No obstante, estos resultados concuerdan con las
afirmaciones realizadas que indican que diferentes combinaciones de compuestos

son esenciales para la actividad biolégica del propoleo (Bankova, 2005).

Cabe destacar que la incidencia de resultados de actividad biol6gica similares en
fracciones distintas, no significa necesariamente la existencia de una composicion

guimica similar, ya que en muestras de propoleo de diferente procedencia, es
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posible la existencia de distintas combinaciones de compuestos potencialmente
responsables de una actividad bioldgica particular. Con el fin de encontrar una
correlacion estadisticamente significativa entre la actividad biologica (actividad
antibacteriana) y la procedencia de muestras de propo6leo de tres regiones,
Europa, Brasil y Centroamérica, se han realizado analisis estadisticos (ANOVA),
los resultados obtenidos de este estudio indican que los propéleos de Europa y
Brasil presentan una actividad similar y mayor al de Centroamérica a pesar de la
enorme diferencia en su composicién quimica (Popova et al., 2004). Esta
evidencia prueba reiteradamente que en distintas muestras, diferentes
combinaciones de compuestos son esenciales para la actividad biolégica del

propodleo (Bankova, 2005).

6.3. Caracterizacion estructural de metabolitos aislados.

El estudio quimico de la FX-Ill del EEP de Durango permitié el aislamiento de tres
compuestos de tipo flavonoide (C010316, C060316 y C070316, Figura 6). La
elucidacion estructural permitio identificar a los compuestos C010316, C060316 y
C070316 como la acacetina (a) (Valencia et al., 2012), el kaempferol (b) (Bankova,
2005) y la apigenina (Falcao et al., 2010) (c). La caracterizacion estructural de los
compuestos aislados se realizé utilizando RMN-'H, en las Figuras 7, 8 y 9 se
muestran los espectros de RMN. En el Cuadro 9, se resumen las constantes de
RMN-'H de los compuestos C010316, C060316 y C070316, respectivamente
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Figura 6. Compuestos aislados del propoleo de la Comarca Lagunera (Gomez

Palacio), Durango.




A manera de ejemplo se describira a continuacion la elucidacién estructural del
compuesto C010316, identificado como acacetina, cuya formula estructural se
estableci6 como CieH1,0s.con base en el espectro de RMN-'H, presentado a

continuacion en la Figura 7.

En este espectro las caracteristicas mas importantes se observan en la region
aromatica, en donde se aprecia un sistema A;B; [0 7.97 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2a 'y
H-6a), 7.05 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3a y H-5a] y dos singuletes anchos en &y 6.45
(1H, s, H-8) y 6.16 (1H, s, H-6). Estas sefales son asignables a los anillos B y A
del compuesto, respectivamente. Ademas, en &y 6.81 se aprecia un singulete
correspondiente a H-3 del anillo C. Por ultimo, en &y 3.82 se observa un singulete

asignable a un grupo metoxilo en el carbono C-4a.

En el Cuadro 9 se resumen las los desplazamientos quimicos de RMN-'H de la

acacetina (a), kaempferol (b) y apigenina (c).

Cuadro 9. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en RMN-'H

de los compuestos aislados, acacetina (a), kaempferol (b) y apigenina (c).

(MeOH-dg, 400MHzZ)

Acacetina (a) | Kaempferol (b)) |  Apigenina (c)

1

H 5 (J Hz)

1 : : 3

2 : : -

3 6.81 (1H, ) : 6.58 (1H, )

4 : : -

5 - _ _

6 6.16 (1H, 5) 6.19 (1H, 5) 6.19 (1H, )

7 _

8 6.45 (1H, ) 6.39 (1H, 5) 6.44 (1H, )

9 - - -

10 : : :

la - - -
%, 6a_ | 7.97 (2H, d, 3= 8.0 H2) 7.98 (2H, d) 7.85 (2H, d)
3a. 5a | 7.05 (2H. d, J= 8.0 H2) 6.92 (2H, d) 6.93 (2H, d)

42 : : §
“OCH, 3.82 (3H, 5) : :
5-OH 12.89 (1H, s) : :
7-OH 10.75 (1H, s) : ;
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6.3.1 Figuras de los espectros RMN-'H de los compuestos aislados.
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Figura 7. Espectro de RMN-"H del compuesto acacetina (a).



Figura 8. Espectro de RMN-'H del compuesto kaempferol (b).
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Figura 9. Espectro de RMN-'H del compuesto apigenina (c).
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6.4. Propiedades bioldgicas de los compuestos aislados.

6.4.1. Propiedades bioldgicas de la acacetina.

Estudios previos han reportado que la acacetina o 5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona
presenta efectos antiinflamatorios, antiperoxidativos y antiplasmodiales (Kraft et
al., 2003; Pan et al., 2005, 2006; Yin et al., 2008).

Ademas, se ha demostrado que tiene una actividad antiproliferativa contra células
cancerigenas de higado, prostata, pulmoén, estbmago, de glandulas mamarias y
colon (Hsu et al., 2004; Pan et al., 2005; Singh et al., 2005; Shim et al., 2007). Por
lo que ha resultado de gran interés para el estudio de su mecanismo de accion, en
ensayos in vivo, y para su aplicacion potencial en la prevencion de ciertos tipos de
cancer y desarrollo de metastasis ya que el tratamiento quimiopreventivo eficaz y
oportuno tiene un impacto significativo en la reduccién de la tasa de incidencia y

mortalidad de cancer (Fong, et al., 2010; Szliszka, et al., 2009).

6.4.2. Propiedades biologicas del kaempferol.

El kaempferol es uno de los compuestos de tipo flavonoide de origen natural mas
estudiados y con una amplia variedad de actividades farmacoldgicas, incluyendo
antioxidante (Bankova, 2005), antimicrobiana, anticancerigena, antidiabética,
ansiolitica, analgésica y antialérgica (del Valle et al., 2016; Calderon et al., 2011),
ademdas se ha encontrado que inhibe la activacién plagquetaria y la trombosis (Choi
et al., 2015).

Sin embargo, una de sus propiedades mas estudiadas es su actividad
antiinflamatoria, ya que actia como inhibidor de la funcion celular inflamatoria y
como modulador en la expresién de las enzimas pro-inflamatorias, destacando su

potencial uso para el tratamiento de la inflamacion crénica, condiciébn que esta
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directamente relacionada con una variedad de padecimientos, incluyendo cancer,

alergias, artritis, diabetes y enfermedades cardiovasculares (Devi et al., 2015).

Por esta razén, se han realizado numerosos estudios que han demostrado el
efecto benéfico del kaempferol en diferentes padecimientos relacionados con la
inflamacién como cancer al actuar como modulador en pasos importantes de la
transduccion de rutas de sefializacion celular ligadas a la apoptosis, angiogénesis
inflamacion y metastasis (Chen A. et al., 2013), asi como en enfermedades

cardiovasculares y neurodegenerativas (Devi et al., 2015).

6.4.3. Propiedades bioldgicas de la apigenina.

Estudios han demostrado que la apigenina presenta una potente actividad antiviral
contra el virus de Chikungunya (CHIKV), pudiendo ser utilizado como un potencial
agente terapéutico contra infecciones por CHIKV. Estudios han comprobado que
flavonoides con una estructura de 5,7-dihidroxiflavona como la apigenina, crisina,
silbina y naringenina inhiben la replicacion de rhinovirus, picornavirus, CHIKV, VIH
y enterovirus-71 (Saravana et al., 2015).

Otras investigaciones demostraron numerosas actividades farmacologicas de la
apigenina, que incluyen actividad antidepresiva (Li et al., 2015) antiespasmadica,
antiteratogénica, antihipertensiva, antioxidante, antiinflamatoria y puede mejorar
alteraciones del metabolismo de la glucosa vy lipidos, al reducir significativamente
los niveles de glucosa en sangre, lipidos en suero, malonaldehido, ICAM-1 vy el
indice de resistencia a la insulina, ademas de incrementar la actividad de la
enzima superoxido dismutasa (SOD) y mejorar la intolerancia a la glucosa (Ren et
al.,, 2016). Cabe destacar que la evaluacion de la actividad antibacteriana de la
apigenina es relativamente reducida, sin embargo existen estudios que
demuestran su actividad contra cepas de S. aureus y contra bacterias resistentes

a la quinolona (Morimoto et al., 2015).
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Por otra parte, se ha reportado que en diferentes modelos tumorales la apigenina
previene el cancer de colon y prostata y es un potente inhibidor de la
carcinogénesis de piel inducida por luz U.V. o algunos agentes quimicos co-
carcindgenos. Se propone que los efectos antitumorales que presenta pueden ser
mediados debido a su habilidad para modular la diferenciacion terminal, la
expresion de la enzima COX-2, la proliferacion celular y/o la apoptosis (Kiraly et
al., 2016). Ademas, se ha encontrado que la apigenina reduce significativamente
la gravedad de la pancreatitis aguda recurrente, presentando un uso potencial
como agente terapéutico para paciente con riesgo de pancreatitis crénica (Mrazek
et al., 2015).
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7. CONCLUSIONES.

El estudio quimico y biolégico de la muestra de propdleo recolectada en la zona
melifera de la Comarca Lagunera (Gémez Palacio) en el estado de Durango
permiti6 el aislamiento de la acacetina, kaempferol y apigenina como

componentes mayoritarios.

La presencia de pinocembrina en la muestra recolectada que fue evidenciada en
un trabajo de tesis realizado previamente, permite clasificar a la muestra de
propdleo de Durango dentro de los propoéleos de la clase |, contrastando con el
resultado obtenido para otros propdleos de la misma zona melifera que no

contienen pinocembrina (Salatino et al., 2011).

La actividad antibacteriana del EEP de la fraccion FX-1ll de propéleo de Durango
muy probablemente se debidé al efecto sinérgico de varios componentes con
actividad antibacteriana, cabe destacar que otros compuestos que no fueron
completamente identificados pudieron haber contribuido al efecto bactericida, por

lo que son necesarios estudios adicionales para determinar nuevos componentes.

De los flavonoides encontrados en la FX-1ll se ha reportado que la acacetina y la
apigenina presentan una actividad anticancerigena, ademas la apigenina ha
demostrado tener una considerable actividad antiviral contra ciertos virus, mientras

gue el kaempferol presenta una actividad antibacteriana potencial.

Estudios comparativos son invaluables para la estandarizacion del propdleo y el

establecimiento de un patron quimiogeografico.
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8. PERSPECTIVAS.

Actualmente, el uso de medicina herbolaria es habitual como tratamiento
alternativo para diferentes padecimientos en la poblacion, en este caso el propoleo
presenta una amplia variedad de actividades biol6gicas que tienen una aplicacion
muy relevante como antinflamatorio, tratamiento preventivo de cancer, diabetes
mellitus, enfermedades cardiovasculares, antibacteriano, antioxidante, etc. Por
esta razén es de vital importancia continuar la investigacion de este producto
natural con el fin de conocer ampliamente sus propiedades y composicion para
encontrar nuevos usos, o bien comprender el mecanismo por el cuél actian para

lograr las actividades biologicas mencionadas.

Como perspectivas de este trabajo se plantea la caracterizacion quimica de
diferentes muestras representativas mediante el fraccionamiento, el aislamiento y
la identificacion de los compuestos biologicamente activos, para la identificacion
de variedades quimicas caracteristicas de la misma zona geogréafica con la
finalidad de conocer el patron de los metabolitos contenidos en cada una de ellas
y eventualmente poder elaborar un patron quimiogeografico de los propéleos del
norte de Meéxico, de este modo se pretende facilitar la determinacién y la
comparaciéon de la composicion quimica entre propéleos en estudio en la misma

region o bien de diferentes zonas.
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