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l. RESUMEN

El propdleo es una sustancia resinosa recolectada por las abejas (Apis mellifera), a
partir de diferentes plantas. Sus propiedades medicinales, han llamado la atencion
de diferentes investigadores a través de los afos, ya que posee actividad antifiingica
antibacteriana entre otras, mostrando variacion en su actividad bioldgica, debido a
su origen geografico. En México la informacion sobre la actividad de este producto
es muy limitada. El objetivo de este trabajo fue verificar si uno de los productos de
las abejas, el cual tiene un origen natural y con gran actividad bioldgica, puede ser
una alternativa a los agentes antifiingicos.

Se obtuvieron tres extractos (metandlico, cloroférmico y hexanico) del propoleo de
Chihuahua, agregando los solventes de menor a mayor polaridad, el exceso de
solvente se destil6 por medio de presiéon reducida, empleando el rotavapor. Se
realizaron pruebas cualitativas con 16 cepas de hongos levaduriformes (Candida).
Las levaduras mostraron sensibilidad a los extractos cloroférmico y metandlico, el
hexanico por su parte, no tuvo actividad debido a que disuelve otros compuestos
como ceras y lipidos.

Se determind la CFM, CFso y CF2s, por el método de dilucion en caldo, se realizaron
curvas de crecimiento con diferentes concentraciones del extracto metandlico del
propoleo; ademas se determind si el efecto era fungicida o fungistatico. El extracto
metandlico demostré una actividad fungicida para 2 cepas de C. albicans (caso
clinico) y en las primeras horas de crecimiento con una CFM de 1.25 mg/mL y con
CFs0 de 0.625 mg/mL. Para el caso de una cepa de C. glabrata (caso clinico) no
obtuvo efecto fungicida, sin embargo, siempre se mantuvo por debajo del grupo
testigo. Para C. tropicalis, se alcanzo el efecto fungicida a las 6 horas con la CFM
1.25 mg/mL. Se obtuvo también la capacidad antioxidante y el extracto metandlico
presentd una fuerte capacidad antioxidante.

Se cuantificaron los fenoles totales, donde el extracto metandlico presentd 430 mg
(e AG) /g, mientras que el cloroformico presentdé 21.94 mg (e AG) /g. Con la
cuantificacion de flavonoides el extracto metandlico presentd 15.51 mg (e Q) /g y el
cloroférmico 18.06 mg (e Q) /g. Se realiz6 un perfil quimico del extracto cloroférmico,
hexanico y metandlico. Por HPLC, del extracto metandlico se encontraron
principalmente fenoles (flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres). Para el extracto
metandlico, por medio de HPLC-MS, se detectaron los principales flavonoides
como: luteolina, naringenina, kaemferol, pinocembrina, crisina y apigenina. A los
compuestos fendlicos se les atribuye la actividad biolégica de los propdleos.
Finalmente, para GC-MS de los extractos hexanico y cloroférmico, se detectaron
polioles, &cidos y otros hidrocarburos. Entre los acidos se identificaron acidos
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carboxilicos como el acido palmitico, el &cido eicosandico y el acido oleico, a los
gue se les atribuye diferentes actividades biolégicas.

PALABRAS CLAVE: Propdleo, antifungico, fungicida, antioxidante, fenoles,
flavonoides.
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1. INTRODUCCION
1. MICOSIS

La micosis agrupa una serie de enfermedades muy variadas en cuanto a su
manifestacion clinica, que se encuentra producida por hongos, tanto miceliales
como unicelulares (levaduras). Estos microorganismos tienen alta distribucién en el
ambiente y por lo tanto una erradicacion casi imposible. Algunos casos de micosis
son afecciones oportunistas provocados ante la baja de defensas del sistema
inmune del sujeto afectado. Tal baja puede ser causada por estrés, estados
psiquicos de ansiedad o depresion, por el retrovirus del VIH-Sida o por ciertos
tratamientos quimioterapicos, entre otros factores (Blanco y Garcia, 2000).

1.1 Clasificacion

Las infecciones micéticas se pueden clasificar en tres tipos, de acuerdo con los
tejidos que son colonizados, inicialmente:

e MICOSIS SUPERFICIALES: Son causadas por hongos que se limitan a las
capas mas externas de piel, pelo y pezuiias. Como atacan a nivel del estrato
cérneo, no hay respuesta inmune y no hay produccion de anticuerpos, ya
gue los agentes etioldgicos, no atravesaran mas de esta capa y produciran
una respuesta.

e MICOSIS SUBCUTANEAS O INTERMEDIAS: Estas infecciones afectan la
dermis, los tejidos subcutaneos, el musculo y la fascia. Son un grupo
heterogéneo de enfermedades en las que la implicacion traumatica del
agente fangico induce lesiones dérmicas o subcutaneas de evolucion lenta.
Puede haber una extension del hueso contiguo, con la consiguiente
produccion de osteomielitis. Algunas enfermedades, se extienden a lo largo
de la cadena linfatica, sin embargo, las micosis subcutaneas se hacen
sistémicas s6lo en escasas oportunidades.

e MICOSIS PROFUNDAS O SISTEMICAS: Afectan capas mas profundas de
la epidermis, también los pelos y las ufias. Diferentes hongos se encuentran
habitualmente en el medio ambiente por lo que van a necesitar de la
concurrencia de factores (como es la pobre defensa inmunitaria) para que
se establezca la infeccidn micotica, siendo las principales puertas de entrada
el aparato respiratorio y el tracto digestivo (Pérez y Carrasco, 2000).

1.2Hongos

Los hongos son organismos eucariéticos, caracterizados por la formacién de hifas,
gue son estructuras filamentosas constituidas por una sucesion de células
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intercomunicadas, que en conjunto constituyen el micelio, estas estructuras
representan la forma invasiva de los hongos patégenos. Sin embargo, un grupo
importante de hongos patdgenos, no producen hifas y se caracterizan por presentar
Gnicamente estructuras unicelulares (levaduras). Los hongos desarrollan un papel
fundamental en el mantenimiento de la biosfera, también contienen muchos
metabolitos secundarios de interés en medicina y en biotecnologia, como aspecto
negativo, presentan un numero importante de enfermedades en el hombre y en los
animales (Gadea et al., 2007)

La clasificacion de los hongos se ha basado tradicionalmente en la morfologia de
sus estructuras fértiles. En la actualidad el reino Fungi, se divide en dos subreinos
Dykaria, el cual agrupa las divisiones Ascomycota y Basidiomycota, y el de los
Hongos basales, que agrupa al resto de los hongos (Gadea et al., 2007)

A la division Ascomycota pertenecen la mayoria de los hongos patdégenos, tanto
levaduriformes como los filamentosos. Entre los levaduriformes cabe destacar en
los ultimos afios el incremento espectacular de las infecciones por Candida
(Saccharomycetales). Es relevante el incremento significativo de infecciones por
otras especies diferentes de Candida albicans, especialmente por Candida glabrata,
seguida de Candida parapsilosis, Candida tropicalis y Candida krusei (Boekhout et
al., 2009).

2 CANDIDIASIS

La candidiasis es una infeccion comun de la piel, la cavidad oral y el eséfago, el
tracto gastrointestinal, la vaginayel sistema vascularde los seres
humanos. Aunque la mayoria de las infecciones se presentan en pacientes
inmunodeprimidos o debilitados, el principal organismo responsable de la
enfermedad es Candida albicans, que expresa varios factores de virulencia que
contribuyen a la patogénesis.

2.1Mecanismos Patogénicos

1. ADHERENCIA: Es un mecanismo multifactorial en el que, utilizando varios
tipos de adhesinas dependientes de su estado morfolégico, las especies de
Candida spp. modifican su adherencia a distintas superficies. La maxima
expresion de adherencia de esta levadura es la formacién de biopeliculas en
el hospedero.

2. DIMORFISMO (MORFOGENESIS): Se define como la transicion de la forma
levaduriforme uniceluar, a la forma filamentosa (pseudohifas o hifas).

3. Invasion: La secrecion de proteinasas es fundamental para degradar las
barreras del tejido y obtener nutrientes en el sitio de infeccion (Alburquenque
y Tapia 2013).
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2.2Inmunidad Innata y Candida

Los tipos celulares que participan en la inmunidad innata frente a Candida, son las
células epiteliales y las células fagociticas (polimorfonucleares neutréfilos,
monocitos-macréfagos y células dendriticas). En el reclutamiento y activacion de
estas ultimas, participan diversas citoquinas proinflamatorias y ademas hay factores
solubles involucrados como el sistema de complemento y anticuerpos
(Alburquenque y Tapia 2013).

2.3Evasion De La Respuesta Inmune Por Parte De Candida

En su estado comensal C. albicans debe sobrevivir al sistema defensivo del
hospedero, al pH local y debe adquirir nutrientes y ademéas competir con otros
microorganismos de la microbiota.

1. Transicion de fase de levadura a hifa: C. albicans es considerado por muchos
un hongo dimorfico, en el sentido que puede pasar de un hongo
levaduriforme a hifa.

2. Invasion de epitelios: C. albicans invade la barrera epitelial a través de dos
mecanismos diferentes:

2.1lInvasion tisular activa inducida: En este mecanismo, las hifas
ingresan a las células epiteliales invadiendo el tejido.

2.2Endocitosis pasiva inducida: Por otra parte, se sabe que C.
albicans simula la funcion de las caderinas del hospedero
induciendo una endocitosis a través de su union a E-caderina de
las células epiteliales orales.

3. Escape de la fogocitosis:

3.1Inhibicién y degradacion del complemento: C. albicans posee
varias estrategias para interferir con la activacion del
complemento, con el fin de evitar la fagocitosis o para reducir la
produccion de citoquinas proinflamatorias.

3.2Inhibicién de la formacién del fagolisosoma: Un importante paso en
el proceso de eliminar a un patégeno es la fusién del fagosoma
gue contiene el microorganismo con los lisosomas. C. albicans es
capaz de modular el trafico de membranas intracelulares
inhibiendo la formacion del fagolisosoma.

3.3Inhibicién de especies reactivas de oxigeno (ROS): La produccion
de ROS es el mayor mecanismo antifingico en los fagocitos. Para
contrarrestar el estrés oxidativo Candida posee varios mecanismos
defensivos como la activacion de catalasas (CAT) y superoxido
dismutasas (SOD) de superficie. Aunque el reconocimiento de la
pared celular de C. albicans es necesario para la produccion de
ROS, se requiere viabilidad de C. albicans para neutralizarlos. Se
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sabe que ademas la capacidad de C. albicans de generar
vacuolas, le confiere resistencia al estrés oxidativo y favorece el
crecimiento como hifas.

4. Modulacién de la produccion de citoquinas por factores solubles: Aunque se
conoce mucho de los mecanismos por los cuales C. albicans induce la
produccién de citoquinas en el hospedero, el como esta levadura explota la
produccién de citoquinas para su propio beneficio, ha sido poco explorado
(Cheng, 2012).

Las especies de Candida son una fuente comudn de infecciones. La prevalencia de
infecciones por Candida ha aumentado considerablemente en la Ultima década, y
se ha convertido en una grave amenaza para los pacientes de alto riesgo (por
ejemplo, pacientes infectados por el VIH, pacientes de oncologia, pacientes
pediatricos, pacientes de trasplante, neonatos, mujeres con vaginitis recurrente,
pacientes con diabetes, y pacientes con enfermedades crénicas postrados en
cama). El aumento de infecciones por Candida ha visto un aumento, la mortalidad
bruta es de aproximadamente el 35%, con los valores mas altos observados en los
ancianos, los que padecian fungemia de C. tropicalis y los pacientes con tumores
solidos (Boekhout et al., 2009).

Las candidiasis invasoras estan relacionadas principalmente con enfermos
quirdrgicos, pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos, personas
infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o cualquier enfermo
con una inmunosupresion importante, con catéteres o recibiendo alimentacion
parenteral. La mayoria de las candidiasis estan producidas por la especie Candida
albicans y el origen de la infeccion es mayoritariamente enddgeno, al ser esta
especie un componente de la microbiota oral, digestiva o vaginal de un 5 a 50% de
las personas (Mejia et al., 2013)

3. EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA

La epidemiologia de la candidiasis ha mostrado cambios en las ultimas décadas
como consecuencia de las modificaciones ambientales, la distribucion de los
agentes etiolégicos, el envejecimiento de la poblacion, el aumento de las terapias
inmunosupresoras y de enfermedades como el VIH, ademas del uso indiscriminado
de agentes anti fungicos, lo cual se refleja en cambios en los patrones clinicos
(Criado et al., 2011).

Candida spp. producen un amplio espectro de enfermedades, que van desde
enfermedades mucocutaneas superficiales hasta enfermedades invasivas (Fidel et
al., 1999).
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CUADRO 1: Frecuencia de especies patdgenas de Candida. (Tomado de Vazquez
y Sobel 2011)

ESPECIES FRECUENCIA
C. albicans 50%

C. tropicalis 15-30%

C. parapsilosis 15-30%

C. glabrata 15-30%

C. krusei ~1%

C. guilliermondii ~1%

C. lusitaniae ~1%

C. dubliniensis ~1%

Se han reportado mas de 17 especies patdgenas, el 90% de las infecciones se
atribuyen a: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parasilopsis, C. tropicalis. (Fidel
et al., 1999).

Las candidiasis superficiales son frecuentes, de facil tratamiento y no atentan contra
la vida del paciente, en tanto que las sistémicas de evolucién aguda o cronica son
generalmente graves. La mayoria de estas infecciones se originan de un foco
enddégeno (tracto gastrointestinal o respiratorio) aunque no se descarta la
participacion de fuentes externas. La distribucidon geografica de esta micosis es
universal y mas de 70 % de ellas son producidas por C. albicans observandose un
porcentaje mayor por el serotipo B. Los casos de candidiasis sistémica estan
relacionados a pacientes con severas deficiencias en su sistema inmune.

C. krusei y C. glabrata son habitualmente resistentes a los compuestos azolicos y
su hallazgo como agentes infecciosos involucrados en enfermedades sistémicas
intrahospitalarias ha aumentado en los ultimos afios. Los casos registrados de
candidiasis muestran que el sexo no influye en la frecuencia, a excepcion de la
candidiasis urogenital que tiene mayor incidencia en el sexo femenino (Fidel et.,
1999).

Las infecciones invasivas por hongos siguen siendo una causa importante de
morbilidad y mortalidad en pacientes que reciben trasplantes y en aquellos que
presentan inmunocompromiso. Este aspecto se explica en gran parte por el
desarrollo de mecanismos de resistencia primaria y secundaria a los antimicéticos
entre algunas especies de hongos, seguido de la probleméatica en la administracion
inadecuada de medicamentos fungistaticos que al prolongar el tratamiento por
largos periodos de tiempo permiten la seleccion de clones resistentes (Alzate, et al.,
2009).
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4. MEDICINA TRADICIONAL

La medicina tradicional es una realidad presente en todo el mundo, forma parte del
patrimonio cultural de cada pais y emplea practicas que se han transmitido de una
generacion a otra desde centenares de afios antes del desarrollo de nuestra
medicina actual (Morén y Jardines, 1997). De acuerdo con la Organizacion Mundial
de la Salud, la medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos, aptitudes
y practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes
culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como
para la prevencion, el diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfermedades
fisicas 0 mentales (OMS, 2000).

La medicina natural y tradicional, realidad presente en la practica médica actual,
comprende un grupo diverso de sistemas médicos para el cuidado de la salud, asi
como préacticas y productos que no son considerados como parte de la medicina
convencional. Estas terapéuticas han mostrado un marcado incremento en cuanto
a su conocimiento y utilizacion a nivel mundial y son numerosas las investigaciones
realizadas que revisan este hecho (Ramirez et al., 2012).

4.1 Apiterapia

La apiterapia, el uso medicinal de los productos de la abeja Apis melifera, se ha
practicado desde la antigledad, el polen, la miel, el propdleo, la jalea real y el
veneno de abejas forman parte de ella (Carrillo, 2016).

4.2 Propdleo

El propdleo es una sustancia resinosa recolectada por las abejas (Apis mellifera) a
partir de yemas, brotes y peciolos de las hojas de diferentes vegetales, y que
mezclan en la colmena con ceras y secreciones salivales (Londofio et al., 2008).

Es usado como un protector natural contra microorganismos patégenos y hongos;
protege contra el frio durante el invierno y actia como material de sellado en las
paredes externas e internas de la colmena para reducir la entrada de insectos
(vargas et al.,, 2013). Este producto es muy apreciado por sus actividades
biologicas, antibacterianas, antiviral, antifingicas, antioxidantes, cicratizante;
inmuno-estimulante, anestésica, analgésica y fitoinhibitoria. Estas caracteristicas
estan relacionadas con su composicidbn quimica, origen botanico, época de
recoleccion y la especie de abeja recolectora (Manrique y Santana, 2008). A lo largo
de los siglos, la humanidad se ha beneficiado del alto valor medicinal, funcional y
econdmico de los propdleos recolectados en todo el mundo, que también tiene un
valor cultural debido a su uso en rituales de momificacion por parte de los antiguos
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egipcios (Tobaldini, et al., 2016). Al igual que la cultura griega, romana, maya e inca.
Durante los ultimos 30 afios se ha retomado su uso en diversos paises como
Argentina, Brasil, China, Japon y México para el tratamiento de diversos
padecimientos (Vargas et al., 2013).

Los egipcios apreciaban sus propiedades anti putrefactivas y lo utilizaban para
embalsamar cadaveres; los médicos arabes lo empleaban como antiséptico y
cicatrizante de heridas y como un desinfectante para la boca; los soldados del
imperio romano llevaban propo6leos como un medicamento de emergencia para
sanar heridas de guerra. Estas aplicaciones se perpetuaron en la Edad Media como
un remedio tradicional que se emplea frecuentemente en Europa Oriental y es bien
conocido por su actividad antibacterial (Vargas et al., 2013).

Més de 300 compuestos quimicos se han descrito en los propéleos de diversos
origenes, entre los que se hallan polifenoles, &cidos fendlicos y sus ésteres,
aldehidos, alcoholes, cetonas, terpenoides, esteroides, aminoacidos y compuestos
inorganicos (Vargas et al., 2013). Sin embargo, la composicion quimica de este
producto apicola es altamente variable y depende de la flora local del sitio de
recoleccion, tanto en brotes como en ramas, cortexas y flores (Kumazawa et al.,
2004).

Dada su accion anti fungica es una sustancia de gran potencial para ser empleada
en el tratamiento de afecciones provocadas por diferentes microorganismos.
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1. ANTECEDENTES

El propodleo tiene gran importancia médica, por lo tanto, en diversas partes del
mundo ya se estan realizando estudios, acerca de su composicién quimica y la
capacidad bioldgica.

e Tolosay Cafizares en 2017, obtuvieron y caracterizaron extractos etanélicos
y acuosos de propéleos de diferentes localidades del estado de Campeche,
México, probando posteriormente su efectividad antimicrobiana sobre las
bacterias Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Pseudomonas
aeruginosa y Streptococcus pyogenes. Los extractos presentaron colores
gue variaron del @&mbar claro al café oscuro, encontrandose un rendimiento
en solidos solubles totales superior en los etandlicos que en los acuosos. Se
identificaron como metabolitos: lactonas, saponinas, fenoles, triterpenos,
taninos, alcaloides, flavonoides, sustancias aminadas y leucoantocianidinas,
estas ultimas solo en los extractos acuosos. La efectividad antimicrobiana de
los extractos depende del solvente empleado, la procedencia del propdleo y
de la especie bacteriana evaluada, siendo los extractos etandlicos los mas
efectivos.

e En un estudio realizado por Joya et al. en 2017, determinaron la actividad
fungistética y fungicida de propdleos venezolanos y de 3 regiones del mundo.
En el estudio emplearon 4 propodleos comerciales al 60% (concentracion final
de 100mg/ mL) producido por abejas Apis mellifera de regiones geogréficas
de Alemania, Espafa, Italia y Venezuela. En la preparacion, de estos
propoleos se us6 como solvente etanol al 70%. Los propdleos de mayor
actividad biolégica fueron los de Alemania e ltalia, seguidos por el de
Venezuela y Espafia. Concluyeron que los extractos etandlicos de propoleos
tienen efectos fungistaticos y fungicidas sobre las especies de C. albicans,
C. krusei, C. guillermondii y C. tropicalis; que C. tropicalis es la especie mas
resistente a la accion biologica de propdleos y C. krusei y C. guillermondii las
mas sensibles; que los propdleos de Alemania e Italia son los méas efectivos
contra las especies de Candida aisladas de pacientes venezolanas.

e Freires et al. en 2016, tuvieron como objetivo determinar la composicién
guimica y la actividad antifungica de propoleos brasilefios contra Candida
spp. Yy sus efectos en la morfologia de las biopeliculas de Candida
preformadas y maduras. Las muestras de propoleos recolectadas por Apis
mellifera se obtuvieron de diferentes regiones de Brasil. Se prepararon
extractos etandlicos de propoéleos se fraccionaron y se sometieron a analisis
guimicos por GC/MS. Los extractos y sus fracciones de hexano,
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diclorometano y acetato de etilo se probaron para determinar su capacidad
para inhibir Candida spp. (C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. kruzei,
C. tropicalis y C. parapsilosis) mediante la determinacion de las
concentraciones inhibitorias y fungicidas minimas. El extracto etandlico y las
fracciones fueron predominantemente agentes fungistéticos. Los tipos de
propoleos tienen una fuerte actividad anticandida y deben considerarse como
candidatos prometedores para tratar la candidiasis oral y sistémica.

Por otro lado, Garcia et al. en 2014, determinaron la efectividad de los
extractos etandlicos comerciales en el estado de Mérida, para la eliminacion
de Candida albicans en muestras de resina acrilicas duras. Se probaron
diferentes proporciones de los extractos etandlicos al 20%, 30% y 40%).
Encontraron en un primer tiempo que en las cajas de Petri se present6
crecimiento de C. albicans solamente en el control; en segundo tiempo de
difusion en agar, el extracto etandlico al 20% formé el halo de inhibicion de
menor tamafo, los extractos etandlicos al 30% y 40% produjeron halos
inhibitorios de forma irregular. Los extractos etandélicos de propoleo al 20%
mostraron una inhibicion del crecimiento de C. albicans y al 30% y 40%
tuvieron actividad anti fingica de tipo fungicida frente a C. albicans

Quintero et al. en 2008, evaluo la accion inhibitoria de un extracto etanolico
al 15% de propdleo de la abeja Apis mellifera, procedente del apiario de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, sobre el crecimiento de
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, y Aspergillus fumigatus. Estos
resultados sugieren al propéleo como un tratamiento alternativo contra las
infecciones por hongos, tanto levaduriformes como filamentosos.

Manrique en 2006, evalud la actividad antimicrobiana de los propodleos
venezolanos y la influencia estacional, todos los extractos etandlicos de
propoleos estudiados mostraron actividad antimicrobiana, al inhibir el
crecimiento del Staphylococcus aureus y del Micrococcus luteus. Los
resultados sugieren que los propodleos estudiados muestran influencia
estacional en la inhibicién del crecimiento bacteriano y que los extractos
etandlicos del propdleo pueden ser usados como agentes antimicrobianos
contra S. aureus y M. luteus.
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IV.  JUSTIFICACION

En México, la informacion respecto a la actividad del propdleo es muy limitada, y
debido al aumento en la prevalencia de las micosis, la aparicién de cepas fungicas
resistentes a los agentes antimicoticos empleados en la actualidad y los efectos
secundarios que estos Ultimos provocan en los pacientes son, sin duda, algunos
indicadores de la necesidad de encontrar o desarrollar nuevos compuestos que
cumplan con los requerimientos de un antifungico ideal (Schelz, et al., 2006)
Entonces el propdleo puede vislumbrarse como potencial tratamiento contra las
infecciones por hongos levaduriformes sobre la base del constante aumento de la
prevalencia de las micosis, del desarrollo de resistencia a agentes antimicéticos
actuales, de los efectos adversos que poseen estos antimicéticos y porque la terapia
con propdleos resulta ser una excelente alternativa.

Por lo tanto, con el presente estudio de extractos hexanico, cloroférmico y
metanodlico de un propdleo de Chihuahua se pretende contribuir a la informacion
sobre propoleos mexicanos acerca de la actividad biologica (Antifungica) y su
composicion quimica.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico de un propéleo de Chihuahua
presentaran actividad antifingica sobre especies de Candida?

VI. HIPOTESIS

El propoleo esta formado por diversas particulas vegetales y su funcion natural es
proteger a la colmena de bacterias y hongos; por lo tanto, los extractos hexanico,
cloroformico y metandlico de un propdleo de Chihuahua, probablemente tendran
actividad antifangica in vitro, esto relacionado a sus componentes fitoquimicos.
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IV. OBJETIVOS

e Evaluar la actividad antifangica de un propoleo de Chihuahua sobre
diferentes especies de Candida

Objetivos Particulares

1. Determinar la composicion quimica de los extractos del propoleo de
Chihuahua (hexénico, cloroférmico y metandlico) por una GC-MS,
HPLC-DAD y HPLC-MS

2. Determinar la capacidad antioxidante por medio del radical DPPH y
cuantificar los fenoles totales y flavonoides.

3. Determinar la actividad anti Candida con el ensayo de difusién en
caldo.

4. Determinar la CFso y CFM.

5. Determinar la actividad fungistatica o fungicida en una cinética de
crecimiento.

V. MATERIALES Y METODOS

1. Caracteristicas organolépticas

Las caracteristicas organolépticas se determinaron, considerando las
especificaciones de la Norma Mexicana de Propoleos 2017.

CUADRO 2: Parametros para determinar caracteristicas organolépticas de los
propoleos (NMP, 2017).

PARAMETROS

COLOR rojo, amarillo-rojizo, amarillo-oscuro, verde, castafio, pardo,
negro, variando conforme a su origen botanico.

AROMA resinoso (olor a madera) o balsamico (olor a cera) o balsamico,
dependiendo de su origen botanico

SABOR variable, de suave balsamico, a fuerte y picante, dependiendo

de su origen botanico.
CONSISTENCIA atemperatura ambiente maleable o rigido, dependiendo de su
origen botéanico.
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2. Obtencién de los extractos

Para la obtencion de los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico se obtuvieron
agregando los solventes de menor a mayor polaridad (Dominguez, 1973). El exceso
de solvente se destil6 por medio de presién reducida, empleando el rotavapor. El
rotavapor es un aparato que, mediante destilacién a vacio, permite la evaporacién
rapida de disolvente de una disolucién recuperando el soluto (liquido o sélido)
(Leiva, 2017). El extracto hexanico se coloco en el rotavapor a 50°C por 20 rpm. El
extracto cloroférmico se colocé en el rotavapor a 60°C por 35 rpm y el extracto
metandlico se coloco en el rotavapor a 70°C por 30 rpm.

FIGURA 1: Obtencion de los FIGURA 2: Destilacion del
extractos de diferente extracto cloroférmico, en el
polaridad. rotavapor

23



Cepas fungicas
Se emplearon 16 cepas de Levaduras:

Levaduras

« Candida albicans (caso clinico)

o Candida albicans ATCC 14065

e Candida albicans ATCC 32354

e Candida albicans CDBB-L- 1003

e Candida glabrata CDBB-L-1536

« Candida tropicalis (caso clinico) Hospital Los Angeles
e Candida tropicalis CDBB -L- 1098

« Candida tropicalis (caso clinico)

« Candida tropicalis (caso clinico) Hospital los Angeles
e Candida albicans ATCC-10231 Sensible

o Candida albicans Resistente

e Candida glabrata CBS 138

o Candida glabrata (caso clinico) Resistente

e Candida albicans (caso clinico)

o Candida glabrata (caso clinico)

o Candida tropicalis (caso clinico)

3. Evaluacion cualitativa

El andlisis cualitativo de la actividad antifungica sobre levaduras se realizo por el
meétodo de difusion en agar, utilizando como medios de cultivo Agar Papa Dextrosa
(PDA) y caldo Sabouraud. Se impregnaron sensidiscos con 4 mg/10uL de cada
extracto, adicionando como control positivo sensidiscos con 25 ug de Nistatina. Las
cajas fueron incubadas a 36°C de 16-24 horas y se midio el diametro del area de
inhibicion (CLSI, 2012).

4. Evaluacion cuantitativa

Se determiné la Concentracion Fungicida Media (CFsq) y la Concentracién
Fungicida Minima (CFM), en las levaduras utilizando el método de micro dilucién,
para lo cual fueron empleadas placas de ELISA en donde se colocaron las
siguientes concentraciones del extracto: 40.0, 20.0, 10.0, 5.0, 2.5, 1.25 y 0.65
mg/mL disueltos en 50uL caldo Sabouraud. Posteriormente se colocaron, 50uL de
levaduras a una concentracion de 1x10° UFC/mL. Se contd con un grupo testigo sin
el extracto. Cada ensayo se realizé por triplicado (CLSI, 2012).
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5. Evaluacién de la actividad fungistatica o fungicida

Para determinar si los extractos presentan actividad fungistéatica o fungicida se llevo
un control de la cinética del crecimiento de levaduras, las cuales fueron sometidas
a distintas concentraciones del extracto (1/2 CFso, CFsoy CFM)

6. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determiné mediante el método de reduccion del radical
2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH), el cual es un radical libre que reacciona con
compuestos antioxidantes (Guija-Poma et al., 2015). Se empled quercetina como
referencia. El ensayo se realiz6 en una placa de ELISA por triplicado. La
absorbancia se midi6é a 517 nm en un lector de ELISA.

7. Composicién quimica

Se realizdé su caracterizacion quimica mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion con arreglo de diodos (HPLC-DAD), una técnica utilizada para la
separacion, identificacion y cuantificacion de cada constituyente de una mezcla
utilizando presiones elevadas (Thammana, 2016).

Bajo las siguientes condiciones

e Columna discovery C-18 de 250 x 4.6 mm con un tamafio de pelicula de 5
pum.

e El extracto metanolico se corrio con una mezcla de metanol-acetonitrilo-acido
fosforico 1% (25:25:50)

e Flujo: 1 mL/min

e Detector de arreglo de diodos (DAD)

e Longitud de onda de 245nm, 280nm y 365nm.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada a Espectrometria de Masas
(HPLC-MS)

El analisis de las muestras se realizé mediante perfiles cromatograficos en HPLC
acoplado a un espectrometro de masas, empleando un equipo Agilent 1200 Infinity,
acoplado al espectrofotdmetro de masas de Agilent 6230TOF con una fuente Agilent
Dual ESI (ESISG14289023) y el software Mass Hunter Wokstation, Versién B.05.01,
Build 5.01.5125, operando con el modo de ionizacion negativa. El voltaje capilar fue
de 4000 V; La temperatura de gas seco fue 250°, se uso nitrbgeno como gas seco
a un caudal de 6 L/min; la presion del nebulizador fue de 60 psi, el fragmento fue de
200 V; El rango de MS fue de 50-1300m/z, la tasa de adquisicion de MS fue de 1
espectro/s.
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Se utiliz6 una columna Kinetex 2.6y, C1800A (150 x 2.1 mm) (Phenomenex)
mantenida a 25° C y una fase mavil en gradiente de dos lineas (disolventes Ay B),
donde A= agua grado HPLC: Acetonitrilo grado HPLC: Acido férmico (89:10:1) y B=
Metanol grado HPLC, Acetonitrilo: Acido férmico (89:10:1). El inicio de 3 minutos en
una elucion isocratica compuesta al 100% del disolvente A seguido de 3-11 min:
65% A-35% B; 11-20 min: 55% A-45% B; 20-35 min: 100% B; y 25 min: 100%B, v/v.
El caudal fue de 0.2MI/min y el volumen de inyeccién fue de 20 pyL (3 mg/ml).
Finalmente, el cromatograma fue comparado con los estandares (Rivera- Yafez,
2017).

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS)
El equipo empleado presento las siguientes caracteristicas:

a) Cromatégrafo de gases modelo 6850 y un espectréometro de Masas
Modelo 5975 C, marca Agilent Technologies.

b) Columna RTX 30 m de largo por 0.25 mm de diametro interno y 25
micras de pelicula.

Condiciones de corrida para el extracto hexanico

e Temperatura del inyector 250°C

e Modo de inyeccion: Split

e Radio: 33.5:1

e Purga de flujo de Split: 29.9mL/mn
e Flujo de corrida: 35 cm/seg

e Temperatura inicial:70°C

e Rampa de calentamiento: 15°C por minuto hasta 290°C, se mantiene 6
minutos

e Tiempo de corrida total: 35.00 minutos

e Linea de trasferencia: 290°C

Detector del espectréometro de masas:

e Método de adquisicion de datos: Full Scan
e Rango de masas: 35-600m/z
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8. Cuantificacion de fenoles totales

Los fenoles fueron cuantificados mediante el método modificado de Singleton 1999,
técnica que a partir de la espectrofotometria se mide una reaccién colorimétrica con
el reactivo de Folin-Ciocalteu a 760 nm. Cada concentracion se analizd por
triplicado. El estandar de referencia fue el &cido gélico a una concentracion de
0.2mg/mL, los resultados se expresaron como equivalentes de acido galico.

9. Cuantificacion de flavonoides totales

Se emple6 el método de Dowd para la cuantificaciéon de flavonoides totales. Se basa
en el uso de tricloruro de aluminio (AICI3) al 2% en metanol (Amaya y Portillo, 2013).
Las absorbancias se leen a 415 nm y el contenido de flavonoides totales se
determind usando una curva patrén de quercetina.
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VI. RESULTADOS

11.1 Caracteristicas organolépticas
De forma cualitativa se observé que el propdleo de Chihuahua presentd las

siguientes caracteristicas

Cuadro 3: Caracteristicas organolépticas para el prop6leo de Chihuahua

COLOR Pardo
AROMA Resinoso
SABOR Balsamico
CONSISTENCIA Rigido

11.2 Rendimiento del propdleo

En el cuadro 4 se puede observar los rendimientos en gramos y porcentaje para

cada extracto, siendo el extracto cloroférmico el que obtuvo mayor rendimiento.

CUADRO 4: Rendimientos de los extractos obtenidos del propéleo de CHIHUAHUA

EXTRACTOS RENDIMIENTOS (g) RENDIMIENTO (%)
HEXANICO 13.1 6.88
CLOROFORMICO 105.60 55.49
METANOLICO 71.59 37.62

28



11. 3 Pruebas cualitativas de la actividad antifungica

En el cuadro 5 se muestran los halos de inhibicion de cada extracto frente a
diferentes cepas de Candida.

CUADRO 5: Actividad antifungica del propéleo, sobre 17 cepas de levadura.
Longitud promedio expresada en mm, de los halos de inhibicion y con su desviacion
estandar.

CEPA NISTATIN HEXANIC CLOROFORMIC METANOLIC
A O O O

C. albicans, | 16.5+4.00 | 0.00 6.00+£0 6.00 £ 0.00

caso clinico

C. albicans | 22.00 +1|0.00 6.66 + 0.57 6.66 £ 0.57

ATCC 14065 | 1.00

C. albicans | 20.33 +|0.00 4.33+3.78 6.00+ 0.00

ATCC 32354 | 0.57

C. albicans | 20+£0.00 |0.00 7.33+0.57 7.33+0.57

CDBB-L-

1003

C. glabrata | 23.33 +10.00 6.00+0 6.00 + 0.00

CDBB-L- 0.57

L1536

C. tropicalis, | 9.33 £ 0.57 | 0.00 6.66 + 0.57 6.66 + 0.57

donada por

el hospital

los Angeles

C. tropicalis | 15.66 +10.00 6.66 + 0.57 6.33 £ 0.57

CDBB-L- 0.57

1098

C. tropicalis, | 20.00 +10.00 6.66 + 0.57 6.66 + 0.57

caso clinico | 0.00

C. tropicalis, | 20.33 +10.00 6.00+0 7.00 £ 0.00

donada por | 0.57
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el hospital

los Angeles

10 | C. albicans | 20.00 +1| 0.00 6.00+0 6.00 £ 0.00
ATCC-10231 | 0.00

11 | C. albicans, | 11.00 +| 0.00 6.00+0 6.66 +1.15
resistente 1.73

12 | C. glabrata | 13.33 +1| 0.00 6.33 +£0.57 6.00 +£ 0.00
CBS 138 5.77

13 | C. glabrata, | 21.33 +| 0.00 6.66 + 0.57 6.00 +£ 0.00
caso clinico | 1.25

14 | C. albicans, | 18.66 +| 0.00 6.00+0 6.66 + 0.57
caso clinico | 1.15

15 | C. glabrata, | 14.00 +| 0.00 6.00+£0 5.22 £ 0.57
caso clinico | 3.46

16 | C. tropicalis, | 18.66 +| 0.00 7.33+0.57 7.33+0.57
caso clinico | 2.30

En el cuadro 5 se muestra el diametro de los halos de inhibicion de las 16 cepas de

levaduras,

frente a

los diferentes extractos.

Los sensidiscos tenian una

concentracion de 4mg. Los halos de inhibicion fueron reportados en mm y su

desviacion estandar.

Se puede observar en la figura 3 que los halos con mayor diametro fueron los de la
Nistatina en todas las especies de Candida; sin embargo, las cepas también
muestran halos de inhibicion a los extractos cloroférmico y metandlico, como las
cepas de C. albicans y C. tropicalis que muestran la mayor sensibilidad (Figura 3).
Por otro lado, el extracto hexanico no tuvo actividad.
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FIGURA 3: Halos de inhibicion de cada cepa de Candida frente a los diferentes

extractos de un propoéleo de Chihuahua.

VIl.  PRUEBAS CUANTITATIVAS

Los resultados de CFM y CFso en hongos levaduriformes se muestran en el cuadro
6 y se obtuvieron, Unicamente para el extracto metanalico.

Cuadro 6: Concentracion fungicida media (CFso) y concentracion fungicida minima

(CFM) del extracto metandlico del propdleo.

CEPAS TESTIGO CFs CFM
(mg/mL) (mg/mL)

C. albicans, caso clinico 8.00E+03 | 0.625 1.25
C. albicans ATCC 14065 1.00E+12 | 0.625 1.25
C. albicans ATCC 32354 1.00E+11 | 0.625 1.25
C. albicans CDBB-L-1003 1.00E+12 | 0.625 1.25
C. glabrata CDBB-L-L1536 1.00E+12 | 0.625 1.25
C. tropicalis, donada por el hospital los | 1.00E+12 | 0.625 1.25
Angeles

C. tropicalis CDBB-L-1098 1.00E+12 | 0.625 1.25
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C. tropicalis, caso clinico 1.24E+10 | 0.625 1.25
C;. tropicalis, donada por el hospital los | 1.00E+12 | 0.625 1.25
Angeles

C. albicans ATCC-10231 0.625 1.25
C. albicans, resistente 1.00E+12 | 0.625 1.25
C. glabrata CBS 138 1.00E+12 | 0.625 1.25
C. glabrata, caso clinico 1.00E+12 | 0.625 1.25
C. albicans, caso clinico 1.00E+12 | 0.625 1.25
C. glabrata, caso clinico 1.00E+12 | 0.625 1.25
C. tropicalis, caso clinico 3.20E+04 | 0.625 1.25

En el cuadro 6 se observa que se obtuvo una CFM de 1.25 mg/mL y una CFso de
0.625 mg/mL, para todas las especies de Candida,

12. Actividad del extracto metandlico del propoleo sobre la curva de
crecimiento de levaduras.

Los resultados de la actividad del extracto metandlico en 3 concentraciones
diferentes (CFso, CF25 y CFM), ademas de un grupo testigo (sin tratamiento), sobre
4 cepas de Candida.

La figura 4 muestra el crecimiento por 48 horas de Candida albicans? {caso clinico)
Laboratorio de Analisis clinicos de FES-I, al ser expuesta a las tres concentraciones.
Se puede observar que el grupo testigo siguié proliferando como era esperado en
todo el experimento, al comparar las diferentes concentraciones, se observa que la
concentracion de 1.25 mg/mL (CFM) alcanzé las cero UFC a partir de las 8 horas y
a las 20 horas regreso a cero y se mantuvo asi hasta finalizar el experimento. Para
la concentracion de 0.625 mg/mL (CFso), presento crecimiento en las primeras dos
horas, pero después regreso a cero y asi se mantuvo hasta finalizar el experimento.
Por otro lado, para la concentracion de 0.312 mg/mL (CFzs), no alcanzo las cero
UFC, aunque, sus valores se mantuvieron por debajo del grupo testigo y
disminuyeron a lo largo del experimento.
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FIGURA 4: Actividad del extracto metandlico del propdleo sobre curva de
crecimiento de Candida albicans! (caso clinico) Laboratorio de Andlisis clinicos de
FES-1 CFM=1.25 mg/mL, CFs0=0.625 mg/mL, CF25=0.312 mg/mL

La figura 5 muestra el crecimiento por 48 horas de Candida albicans!! caso clinico
al ser expuesta a las tres concentraciones. Se puede observar que el grupo testigo
siguié proliferando como era esperado en todo el experimento, al comparar las
diferentes concentraciones, se observa que la concentracion de 1.25 mg/mL (CFM)
tuvo crecimiento a las 2 horas y alcanzo las cero UFC a partir de las 4 horas. Se
mantuvo asi hasta finalizar el experimento. Para la concentracion de 0.625 mg/mL
(CFs0), presento crecimiento a las dos y cuatro horas, pero después alcanzo las cero
UFC y present6 crecimiento a las 28 horas, después regreso a cero y asi se mantuvo
hasta finalizar el experimento. Por otro lado, para la concentracion de 0.312 mg/mL
(CF2s5), no alcanzo las cero UFC, aunque, sus valores se mantuvieron por debajo del
grupo testigo y disminuyeron a lo largo del experimento.
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FIGURA 5: Actividad del extracto metandlico del propdleo sobre curva de
crecimiento de Candida albicans!! caso clinico CFM=1.25 mg/mL, CFs0=0.625
mg/mL, CF25=0.312 mg/mL

La figura 6 muestra el crecimiento por 48 horas de Candida tropicalis!! caso clinico
al ser expuesta a las tres concentraciones. Se pued observar que el grupo testigo
siguié proliferando como era esperado en todo el experimento, al comparar las
diferentes concentraciones, se observa que la concentracion de 1.25 mg/mL (CFM)
nunca pudo alcanzar las cero UFC, pero siempre se mantuvo abajo del grupo
testigo, asi como la concentracién de 0.625 mg/mL (CFso), ambas disminuyeron su
crecimiento a partir de las cuatro horas y asi se mantuvieron hasta finalizar el
experimento. Por otro lado, la concentracion de 0.312 mg/mL (CF2s) disminuy6 su
crecimiento a las cuatro horas, y después aumento su crecimiento a las seis horas
y siguié aumentando, aunque siempre se mantuvo por debajo del grupo testigo.
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FIGURA 6: Actividad del extracto metandlico del propdleo sobre curva de
crecimiento de Candida glabratal’ caso clinico CFM=1.25 mg/mL, CFs,=0.625
mg/mL, CF25=0.312 mg/mL

La figura 7 muestra el crecimiento por 48 horas de Candida tropicalis!’ caso clinico
al ser expuesta a las tres concentraciones. Se puede observar que el grupo testigo
siguid proliferando como era lo esperado en todo el experimento, al comparar las
diferentes concentraciones, se observa que la concentracion de 1.25 mg/mL (CFM)
alcanz6 las cero UFC a las seis horas, y asi se mantuvo hasta finalizar el
experimento. La concentracion de 0.625 mg/mL (CFso) tuvo un crecimiento a las 24
horas, regreso a cero a las 28 horas y a las 48 horas presentod crecimiento, siempre
debajo del grupo control. Por altimo, la concentracién de 0.312 mg/mL (CF2s) nunca
alcanzé las cero UFC, aunque sus valores se mantuvieron por debajo del grupo
testigo y el disminuyeron en las primeras horas y en el ultimo tiempo.
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FIGURA 7: Actividad del extracto metandlico del propéleo sobre curva de
crecimiento de Candida tropicalis'® caso clinico CFM=1.25 mg/mL, CFs0=0.625
mg/mL, CF25=0.312 mg/mL

13. Capacidad antioxidante, fenoles y flavonoides
La capacidad antioxidante media se muestra en el cuadro 7, ademas del indice de
actividad antioxidante (AAI) (Scherer y Teixeira, 2009), con el cual se determinoé que
la capacidad antioxidante del extracto metandlico es pobre y en el caso del extracto
cloroférmico es muy fuerte.
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CUADRO 7: Concentraciéon de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante
de los extractos del propéleo de Chihuahua.

EXTRACTO FENOLES FLAVONOIDES CAsx AAI

TOTALES

(mg eQlg (ML/mL)

(mg eAG/g)
HEXANICO 403.14 0.1 Pobre
CLOROFORMICO | 21.94 18.06 6.17 4.9 Muy

fuerte

METANOLICO 430 15.51 93.47 0.3 Pobre

e AG/g= Equivalentes de &acido galico por gramos de extracto.

e Q= Equivalentes de Quercetina por gramo de extracto.

AAIl: Indice de Actividad Antioxidante

Criterio: Pobre actividad (< 0.5), Moderada (0.5-1.0), Fuerte (1.0-2.0), Muy fuerte
(>2.0).
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14.Composicion quimica
14.1 Cromatografia Liquida De Alta Resolucion (HPLC)
El extracto metanolico fue sometido a una cromatografia liquida de alta resolucion,
a continuacioén, se presentan los cromatogramas correspondientes y los grupos
identificados (Figura 8).

UAUI B, Sg=A 4 0T (FARYVRU I ERUHOLED FAROLAUEL)

g
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= ] I

K &8 8 g
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FIGURA 8: Cromatograma de la cromatografia liquida de alta resolucion del extracto
metandlico de propdéleo a 254 nm.

En el cuadro 10 se presentan los compuestos identificados mediante HPLC-DAD,
aquellos que no coincidieron con la base de datos se determinaron a un nivel de
grupo, de acuerdo con los espectros UV Harborne, 1998.
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CUADRO 8: Compuestos detectados en la cromatografia liquida de alta resolucion
del extracto metandlico a 254 nm.

No. TIEMPO DE 4MAX ESPECTRO V NOMBRE
DE RETENCION
PICO

—
ADI, 4.699 (2213 MAU Ap) of PROPOLEO PAOLA-002.D

:
Fenol
/

1 4.699 290

2 5.165 290 Fenol

——
DADL, 5625 (L421 MAU,APX) Of PROPOLEO PAOLA-002.0

3 5.625 288 Fenol

1400
1200
1000

800
600
400

200

nnnnn

5 7.459 258,264,294,354 Flavonol

nnnnn
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(o]

GADT, 7572 (3300 WAU, -) of PROPOLEG PAGLA G025

7.872 234,300 Fenol

\
o\ /
200 2o 240 260 280 ado alo 3lo ol

DADL, 9.765 (1983 mAU, - ) of PROPOLEO PAOLA-002.D

9.765 290 Flavonoide

2000 ],
17504
1500
1250 \
10003

750

500

250

T T T T T
0 220 240 260 280 300 320 340 o)

m—
DAL, 11545 (1890 MAU. -) 0 PROPOLEO PAOLA-002.D

11.545 266,292 2 Flavonoide

1750

/

1250

1000

750

T
200 220 220 260 2680 300 320 340 o

17.493 268,292 Fenol
7.4 ]

100 —

DADT, 17439 (300 MAUARX) of PROPOLEO PAOLA-002.D.

17.439 294 DN Fenol

400

300

200

100

T T T
200 220 240 260 280 an0 320 330 o
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DADL, 19.939 (113 AU, -) of PROPOLEO PAOLA-002D

11  19.939 292 Fenol
o/ /
\ / |
200 220 240 - 260 280 350 350 340
12 |21.732 292 e ﬁ‘ o Fenol
i ﬂ\
/ \
DADL, 20,359 (56.8 MAU, -) of PROPOLEO PAOLA-002.0 .
13 ]29.359 270,294 Flavonoide
307"“
zn—,’
/
14 ]30.925 290,294 e ’ Fenol
. /\/N
W) '
n—/
15 |43.759 294 R ﬂ Fenol
//\
/ \\//
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14.2 Cromatografia Liquida De Alta Resolucion Acoplada A Espectrometria

De Masas (HPLC-Ms).

Los resultados del extracto metandlico se muestran en el cuadro 11:
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En el cuadro 11 se pueden observar los compuestos identificados por el HPLC-MS

a partir de su base de datos del extracto metandlico del propdleo.

CUADRO 9: Compuestos
detectados en el HPLC-MS

presentes en el extracto metandlico de propdleo,

ION
(m/z)

TIEMPO DE
RETENCION
(min)

ABUNDANCIA

COMPUESTO

ACTIVIDAD

285.0626

20.78

333490

LUTEOLINA

Accion
antioxidante,
antiinflamatoria
y
antimutagénico
(Lima, et al,
2009)

271.0467

21.99

1051673

NARINGENINA

Accidn
antioxidante,
antitrombaticas
y
antiinflamatoria
(Cuesta et al.,
1997).

285.0268

25.33

361955.6

KAEMFEROL

Inhibe el
crecimiento de
células

cancerosas Yy
tiene accion
antioxidante
(Chen et
2013)

al.,

255.035

28.87

1266438

PINOCEMBRINA

Accidén
antimicrobiana,
antimicoética,
antifangica
(Bankova et al.,
2000)
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253.02 29.63 2271892 CRISINA Efecto
citotéxico sobre
células
cancerosas (da
Silva Frozza et
al., 2013),
antiproliferacion
(Paula, 2012),
anti uv
(Boutabet, et
al., 2011).

269.0128 | 30.81 1184449 APIGENINA Supresor de
tumores
(Mufioz et
al, 2001;
McVean et
al, 2000).
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14.3 Cromatografia De Gases Acoplada A Espectrometria De Masas (Gc-Ms).
Los extractos hexénico y cloroférmico fueron analizados por Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas, los cromatogramas se muestran en la

figura 10.

CUADRO 10: Compuestos identificados de la Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas del extracto hexanico del propodleo.

COMPUESTO ESTRUCTURA TR (%) TOTAL ACTIVIDAD
6-Cadinene 11.489 93 Este compuesto
se obtiene en
aceites
/ esenciales de
W) plantas y tiene
N propiedades
S antimicrobianas y
anti moduladoras
(Chaverri, et al.,
2017)
a- Cadinol 12.707 94 Tiene una accién
oyl oo antifingica
'on (Romeu, et al.,
A 2004).
BISABOLOL 12.874 93 Propiedades
calmantes y
A antiinflamatorias
(Gémez, et al.,
2015)
2- 14.324 93 Actividad
HEPTADECANO antiparasitaria
NA (Silva. Et al.,
2014)
ACIDO 14.44 98 Tiene
PALMITICO propiedades

anticancerigenas
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(Herrera, et al
2006)

HEXADECYLOX
IRANO

15.126

94

Accion
antioxidante
(Raton et al,
2014)

ALCOHOL
ESTEARILICO

15.126

91

Usos cosméticos
y farmacéuticos

ESTERES
METILICOS DE
ACIDOS
GRASOS

15.633

99

Actividad
antimicrobiana
(Aluyor et al.,
2008)

ACIDO
ESTEARICO

15.787

99

Actividad
antioxidante
(Fernandez et al.,
1995)

EICOSANO

16.3

98

Actividad
antibacteriana en
plantas (Bakker
et al., 2006)

ACIDO OLEICO

15.947

97

Previene
problemas
cardiovasculares,
es hipotensor y
reduce el riesgo
de padecer
artritis
reumatoide
(Gonzélez et al.,
1999)

8-
HEPTILPENTAD
ECANO

16.3

91

Actividad
antibacteriana en
plantas (Bakker
et al., 2006)
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1,19- 16.582 96 Protege a las
EICOSADIENO plantas contra
infecciones  de
hongos (Ozyurt et
al., 2006)
ACIDO 17.416 99 Ayudan en la
NONADECANOI absorcién de
CcO nutrientes en las
plantas (Lopez et
al., 2012)
ACIDO 18.571 96 Ayuda a combatir
DOCOHEXAEN el Alzheimer (Gil
OICO et al., 2003)
PINOSTRIBIN 18.956 95 Actividad
CHALCONE antimicrobiana
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FIGURA 10: Cromatograma de la Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas del extracto cloroférmico del propdleo.
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Después del analisis del extracto cloroférmico en GC-MS se identificaron los

compuestos principales, expresados en el cuadro 13:

CUADRO 11: Compuestos identificados de la Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas del extracto cloroférmico del propéleo.

COMPUESTO

ACIDO
PALMITICO

ESTRUCTURA

TIEMP

O DE TOT D

RETEN
CION

1.09

% ACTIVIDA

AL

92 Tiene
propiedad
es
anticanceri
genas
(Herrera et
al., 2006)

Acido oleico

5.97

95 Previene
problemas
cardiovasc
ulares, es
hipotensor
y reduce el
riesgo de
padecer
artritis
reumatoid
e
(Gonzélez,
et al.,
1999)

EICOSANO

\l/-

u/‘\/ A\c/ v/‘.\‘ A\‘/ \/‘\, A

1.81

89 Actividad
antibacteri
ana en
plantas
(Ozyurt et
al., 2006)
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HEPTADECANO 10.17 95 Es un
hidrocarbu
IR ro que se
encuentra
en las
ceras de
muchas
plantas, se
sabe que
sirve para
atraer
polinizador
es
(Grajales,
et al.,
2011)

1,54- 7.54 93 Accion
dibromotetrapen antioxidant
tacontane | e (Zubair,
et al.,
2013).

VIIl. DISCUSION

El aumento en la prevalencia de la micosis, la aparicion de cepas fungicas
resistentes a los agentes antimicéticos empleados en la actualidad y los efectos
secundarios que estos provocan en los pacientes, son indicadores de encontrar
nuevos compuestos que cumplan con los requerimientos antifUngicos ideales
(Quintero et al., 2008). Recientemente el propoleo ha atraido la atencion de muchos
investigadores debido a sus actividades biol6gicas y terapéuticas, también ha
demostrado su actividad antifungica, la cual se ha evaluado en los ultimos afios. Las
propiedades bioldgicas y farmacoldgicas mas estudiadas son aquellas que lo
describen como agente antiinflamatorio, antioxidante, antiséptico entre otras (Pefia,
2008). Ademas, se sabe que estas propiedades dependen de la composicion
guimica las cuales se asocian con la regién geografica, temporada, vegetacion y el
solvente de extraccion (Quintero et al., 2008). A pesar que las investigaciones se
han centrado en las diferentes actividades del propéleo, aun faltan antecedentes
donde comparen diferentes extractos de un solo propéleo.
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Tras la experimentacion con los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico, las
pruebas cualitativas sobre las especies de Candida demostraron ser sensibles al
extracto metandlico (Cuadro 5y Figura 3), donde los mayores halos se presentaron
en C. albicans, C. tropicalis en 4 casos clinicos y C. glabrata caso clinico. Esto
concuerda con Tobaldini et al. en 2016, quienes evaluaron un extracto etanolico de
un propdleo verde de Brasil y encontraron una fuerte actividad inhibitoria en
diferentes cepas de Candida. La actividad del propéleo es compleja a esta se le
atribuye la sinergia que hay entre sus diferentes compuestos bildgicos,
principalmente fenoles y flavonoides (Tobaldini et al. 2016). Los flavonoides
constituyen una clase muy importante de polifenoles, ampliamente presentes en los
propdleos, y a estos se les atribuye su actividad biol6gica (Bedascarrasbure, et al.,
2004). Por otra parte, el extracto hexanico no tuvo ninguna actividad antifiingica,
esto se debe a que las propiedades quimicas moleculares del solvente, que no
inhibieron a ninguna cepa de las levaduras ya que estas determinan, la selectividad
de los componentes extraidos, sino también para mejoran el rendimiento de la
extraccion, los solventes al ser de una polaridad mas baja que el metanol, disuelven
otros compuestos como ceras Y lipidos (Murga et al., 2000).

Desde finales de la década de los 80 se reporta actividad fungicida del extracto
etandlico de un propodleo sobre levaduras, encontrando que es fungistatico a una
concentracion de 0.55 mg/mL (Quintero et al., 2008). Otros autores encuentran
actividad fungicida en el extracto etanodlico de propodleo frente a 15 cepas de
levaduras, con una concentracion del extracto de 3 a 7 mg/mL, siendo C. albicans
la mas sensible (Mayer et al., 2013)

En este estudio se demostro que el extracto metandlico presento actividad inhibitoria
sobre diferentes especies de Candida, sin embargo, su actividad fue muy diferente
entre si, presentando valores de CFM similares a los descritos para extractos
obtenidos de otras partes del mundo y que van de 0.2 a 12 mg/mL (Quintero et al.,
2008). En este estudio se empled la técnica de micro dilucién para la determinacion
de CFas, CFso y CFM. La CF2s fue de 0.312 mg/mL, que, aunque no logro llegar a
las cero UFC, si control6 el crecimiento de estas. Por otro lado, la actividad fungicida
media fue de 0.625 mg/mL (CFsg), y una CFM de 1.25 mg/mL, lo que concuerda con
los autores al estar dentro del rango de las concentraciones fungicidas, donde
también C. albicans resulté ser mas sensible, seguida de C. tropicalis y C. glabrata.

Independientemente de las concentraciones descritas en este y otros reportes se
comprueba la actividad antifingica del propéleo que resulta de especial importancia
por ser una opcion terapéutica econdémica y poco téxica, respecto a los antimicoticos
tradicionales, interés que se ve favorecido por la inclinacion del ser humano hacia
el aprovechamiento de productos naturales para afrontar sus problemas de salud,
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particularmente porque los extractos metanolicos de los propoleos han resultado ser
tan efectivos como la nistatina e incluso superan a otros antifingicos.

Se realizaron curvas de crecimiento del extracto metandlico en 2 cepas de C.
albicans caso clinico, una cepa de C. glabrata caso clinico y una cepa de C.
tropicalis caso clinico, para evaluar la actividad del propéleo. Para cada cepa se
emplearon 3 concentraciones del extracto (CFM:1.25 mg/mL, CF50:0.625 mg/mL,
CF25:0.312 mg/mL), ademas de un grupo testigo. En los 2 casos de C. albicans
casos clinicos, se obtuvo un efecto fungicida a partir de las primeras 2 horas, esto
para las concentraciones de CFM:1.25 mg/mL y CFs0:0.625 mg/mL, para CF25:0.312
mg/mL, su efecto fue fungistatico manteniendo el crecimiento estable y abajo del
grupo testigo que continud su crecimiento normal y esto puede deberse a que C.
albicans tiene varios atributos de virulencia para colonizar al huésped y ocasionar
dafo de forma directa, al activar, resistir o desviar los mecanismos de defensa del
mismo. La resistencia a los antifingicos es un serio problema de salud, por ejemplo,
los azoles generan mayor resistencia (Lopez, et al., 2003). En un estudio realizado
por Cabrera en 2017, en C. albicans, encontro que el propoéleo inhibe parcialmente
la enzima fosfolipasa, es un factor de virulencia de Candida, la cual ayuda a su
capacidad de invasion y ayuda a su crecimiento. Ademas, el propdleo dafia la
estructura de la membrana celular, demostrando que esto es la razén principal de
la muerte celular.

Para el caso de C. glabrata caso clinico, el propoleo mostré un efecto fungistatico
con las concentraciones de CFM:1.25 mg/mL, CF50:0.625 mg/mL, CF25:0.312
mg/mL, por lo que se mantuvo el crecimiento de las cepas por debajo del grupo
testigo. Esto se explica ya que la ausencia de virulencia, como la produccion de
seudo-hifas, coincide en que C. glabrata son menos virulentas que C. albicans, sin
embargo, existen evidencias que demuestran una rapida diseminacion de las
infecciones por esta en los enfermos inmunodeprimidos. Algunas investigaciones
han demostrado que C. glabrata produce proteinasas y que la hidrofobicidad de su
superficie celular es similar a la de C. albicans, lo que asegura su capacidad de
adherencia a las células del huésped. Otros factores relacionados con una mayor
virulencia son el cambio en el fenotipo de las colonias. Algunas alteraciones del
huésped que contribuyen al desarrollo de las infecciones por esta especie son la
disminuciéon en los niveles de IgA secretora vaginal, una menor respuesta
inflamatoria y, sobre todo, una disminucion cuantitativa o cualitativa de los linfocitos
T, hecho que explica su mayor frecuencia en los pacientes con sida, trasplantados
y con neoplasias (del Valle, 2015).

Para el caso de C. tropicalis caso clinico, para la CFM: 1.25 mg/mL obtuvo un efecto
fungicida a las 8 horas, en el caso de CFs0:0.625 mg/mL y CF25:0.312 mg/mL,
mostré un efecto fungistatico, por lo que se mantuvieron por debajo del grupo
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testigo. Se sabe que C. tropicalis presenta una resistencia a la actividad biologica
del propodleo. En estudios de vigilancia en Chile se ha descrito un aumento del
aislamiento de especies no-albicans en los ultimos afios. Estos datos concuerdan
con otros estudios de vigilancia en Norteamérica y Latinoamérica, donde se ha
observado que las especies de Candida no-albicans, presentan cambios
epidemioldgicos continuos en su frecuencia con una tendencia al aislamiento de
especies mas resistentes a antifingicos (Alburquerque et al., 2009). C. tropicalis es
una de las especies emergentes de Candida no-albicans aislada con mayor
frecuencia en clinica, existen varios estudios donde comprueban la resistencia de
C. tropicalis a los azoles. Dentro de los componentes activos, se vincula la
concentracion de flavonoides con la estandarizaciéon de este antifungico (de Bedout,
et al., 2003).

Las propiedades observadas en el propdleo de Chihuahua, dependen basicamente
de su composicién quimica, que a su vez depende del componente quimico de la
resina recolectada por las abejas.

Los procesos metabdlicos del cuerpo humano consisten en multiples reacciones
complejas, las cuales generan radicales libres (Zhang, et al., 2014). En referencia
de los radicales libres, se habla de reacciones oxido-reductoras, pues constituyen
una parte esencial de metabolismos aerébicos los organismos vivos. Los radicales
libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron desapareado o libre,
por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un electron de moléculas
estables, con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica, cabe resaltar que el
aumento de éstos produce el estrés oxidativo, a través del cual se induce dafio a
moléculas bioldgicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Verdugo et al.,
2017). La potente capacidad antioxidante de los propéleos ayuda en la prevencion
de enfermedades de gran incidencia en la sociedad moderna como es la
aterosclerosis, en particular el infarto de miocardio, principal causa de mortalidad.
Importantes estudios epidemioldgicos realizados en Europa y Japdén muestran que
las poblaciones con mayor consumo de flavonoides, principales componentes del
propodleos, tienen menor mortandad por enfermedad coronaria (Vargas, et al.,
2013). El extracto metandlico presentd una capacidad antioxidante de 93.47ug/mL,
el cloroformico de 6.17 ug/mL y el hexanico de 403.14 pg/mL. Como control positivo
se empled quercetina. De acuerdo al indice de actividad antioxidante (Scherer y
Teixeira, 2009) el extracto metandlico presento una capacidad antioxidante pobre,
y el cloroférmico una capacidad antioxidante fuerte ya que se necesita menor
cantidad de este para reducir para reducir el DPPH, mientras que el extracto
hexanico presento una capacidad antioxidante pobre. Esta actividad depende del
contenido de fenoles y flavonoides. Las infecciones fangicas invasivas del género
Candida, constituyen una de las principales causas de altos indices de morbilidad y
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mortalidad en pacientes inmunocomprometidos y hospitalizados. Para poder
colonizar 6rganos del hospedero humano, estos patdégenos requieren de varios
factores de virulencia entre los que se encuentra la respuesta al estrés oxidativo
(REO). La REO es considerada un factor de virulencia importante debido a que,
durante el proceso de infeccion, las especies de Candida tienen que hacer frente a
las especies reactivas de oxigeno (ERO), generadas durante el estallido respiratorio
(proceso donde algunas células son capaces de producir y liberar especies
reactivas de oxigeno) (Balz 1994). En las mismas condiciones en las que se
producen las ERO, los organismos producen una serie de biomoléculas de pequefio
y elevado peso molecular que actian como parte de un complejo sistema
antioxidante enzimatico y no enzimatico, que permite mantener la homeostasis del
estado redox del organismo. Sin embargo, en situaciones en las que se establece
un desbalance entre estos dos mecanismos se produce un estado de estrés
oxidativo. Cuando la defensa antioxidante es insuficiente para proteger al organismo
del efecto dafino de los radicales libres puede conducirlo al estrés oxidativo,
condicion que esta estrechamente vinculada a una gran diversidad de patologias.
Este desbalance tiene consecuencias citopatolégicas que incluyen modificaciones
en las proteinas, lipidos y ADN, produciendo lipoperoxidacion, oxidacion de los
grupos sulthidrilos de las proteinas y fragmentacion o formacion de enlaces
covalentes cruzado en las ribonucleoproteinas, entre otros (Tapia, 2018). Los
antioxidantes utilizados en alimentos, previenen o inhiben el desarrollo de la
rancidez o la aparicion de otros compuestos de deterioro debido a la oxidacion. Es
probable que este sea también el caso del propdleo, ya que debido a su
composicion quimica es una fuente natural de antioxidantes. La capacidad
antioxidante del propdleo podria estar relacionada con algunos de sus efectos
biologicos. Las sustancias antioxidantes pueden ayudar a proteger el organismo
humano o animal contra varios tipos de dafios oxidativos, los antioxidantes juegan
un papel importante en la patogenia de un nimero importante de enfermedades
(Perea, 2007). Los antioxidantes, pueden formar complejos estables impidiendo la
accion catabdlica de los radicales libres en la membrana celular (Gonzalez y
Hernandez, 2015).

Debido a la composicién quimica del propdleo se procedié a cuantificar el contenido
de fenoles y flavonoides. Tras realizar una prueba cualitativa de los tres extractos,
la cual resulté negativa para el hexanico. En la cuantificacion de fenoles el extracto
metandlico presento mayor cantidad de fenoles 430 (mg (e AG) /g) que el extracto
cloroféormico 21.94 (mg (e AG) /g). Los constituyentes fendlicos de las plantas
conforman uno de los mayores grupos de compuestos que actuan como
antioxidantes primarios, entendiéndose como tal que pueden prevenir la formacién
de nuevos radicales libres, dado que los convierten en moléculas menos
perjudiciales antes de que puedan reaccionar o bien, pueden evitar la formacién de
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radicales libres a partir de otras moléculas; en general, estas propiedades dependen
de la habilidad para donar hidrégeno o un electrén a un radical libre (Perea, 2007).
En la cuantificacion de flavonoides, en el extracto metandlico fue menor la cantidad
de flavonoides 15.5103171 (mg (e Q) /g), comparado con el extracto cloroférmico
18.0623974 (mg (e Q) /g (Cuadro 7). Se sabe que el solvente empleado para la
extraccion influird en el contenido de fenoles y flavonoides y por lo tanto su
capacidad bioldgica, el hexano por su parte es un solvente no polar y disuelve
compuestos apolares como ceras, aceites y resinas (Murga et al., 2000). Los
flavonoides retiran oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones
superoxidos, radicales hidréxidos, peréxidos lipidicos o hidroperéxidos (Martinez et
al., 2002).

El contenido de fenoles y flavonoides en los extractos metandlico, cloroférmico y
hexanico es muy variable, por lo que se procedié hacer diferentes perfiles quimicos,
para determinar los compuestos que se encuentran interaccionando y que permitan
una comparacion. Se realizé una cromatografia liquida de alta resolucion, en el
caso del extracto metandlico se encontraron principalmente fenoles (flavonoides,
acidos fenodlicos y sus ésteres). Las funciones bioldgicas de los compuestos
fendlicos vegetales son muchas y muy variadas entendiendo desde sustancias
odoriferas y pigmentos que atraen a los agentes polinizadores, venenos y
disuasorios alimentarios, compuesto alelopaticos, componentes estructurales,
agentes antifingicos y antimicrobiales (Catalan y Montejo, 2006). No fue posible
identificar que compuestos exactos, sin embargo, Sales et al., en 2006,
determinaron que los &cidos fendlicos como el cafeico, ferdlico, cumarico y
cinamico, son comunes en los propodleos, dichas propiedades les proporciona
propiedades bactericidas, fungicidas y antivirales. EI propdleo se asocia a la
defensa de la colmena, sus propiedades protectoras provienen de componentes de
las plantas, consta de resinas, ceras volatiles y polenes de flores, y de acuerdo a
estudios bioquimicos también tiene alcoholes, aldehidos, fendlicos, ésteres y acidos
grasos (Salamanca et al., 2007).

En el analisis de HPLC-MS, se obtuvo para el extracto metandlico y los principales
flavonoides detectados fueron luteolina. naringenina, kaempferol, pinocembrina,
crisina y apigenina. Los flavonoides son productos de gran importancia, ya que son
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, por eso son tan abundantes en los
propdleos. Los flavonoides poseen caracteristicas antioxidantes, propiedades
guelantes, y estan asociadas a la prevencion de patologias crénicas y
enfermedades relacionadas con la edad. Cabe mencionar que la concentracion de
los flavonoides varia de acuerdo a la estacion, la vegetacion, clima y relieve (Edreva
2005). La pinocembrina es uno de los flavonoides primarios aislado de la variedad
de plantas, su amplia gama de actividades, antimicrobiana, antiinflamatoria,
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antifingica, antioxidante y anticancerigena (Bankova, et al., 2000). Los demas
flavonoides detectados tras el analisis tienen reportes previos de su actividad
bioldgica, como se muestran en el cuadro 9.

Respecto a la GC-MS, del extracto hexanico y cloroférmico, como se observa en las
figuras 10 y los cuadros 10y 11 se detectaron polioles, acidos y otros hidrocarburos.
Entre los &cidos se identificaron &cidos carboxilicos como el &cido palmitico, el &cido
eicosandico y el acido oleico. Estos tienen actividades anticancerigenas,
antioxidantes, antimicrobianas, prevencion de enfermedades cardiovasculares
(Herrera, et al., 2006; Castro, 2002; Gonzélez, et al., 1999). La presencia de &cidos
grasos saturados, insaturados, aromaticos derivados de fenilpropanoides ha sido
ampliamente demostrada en muestras de propoleos de diferentes origenes
geogréficos (Belmonte, 2018; Park et al., 2002: Rebiai et al., 2017). Dichos trabajos
demuestran que la actividad bioldgica de los propéleos, se debe a su composicién
guimica, lo que se debe a que provienen de diferentes regiones geograficas; sin
embargo, también puede estar influyendo la época de recoleccion del propoleo y la
especie de la abeja (Quintero et al., 2008). La accion sinérgica de varios
compuestos flavonoides en el propoleo mejora la accion de este producto natural
(Pefia, 2008)

Los beneficios para la salud, asi como las actividades biologicas de los propdleos
han sido conocidas y utilizados en la medicina popular, contiene sustancias
resinosas recolectadas por las abejas, formando asi un complejo de sustancias
bioldgicamente activo.

Finalmente se puede dar importancia al solvente empleado para la extraccion de un
propoleo influye en los compuestos que presentara dicho extracto y su actividad
biologica.
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IX.

N

CONCLUSION

El extracto metandlico presentd la mayor actividad anti-Candida

En general el extracto metandlico tuvo un efecto fungicida.

El extracto metandlico presenté diferentes compuestos fendlicos, como
luteolina. naringenina, kaemferol, pinocembrina, crisina y apigenina
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