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Resumen

1 Resumen.

El propoleo es un material multifuncional utilizado por las abejas
para la construcciéon, el mantenimiento y la proteccion de sus colmenas.
Desde la época antigua, este recurso natural ha sido aprovechado por el
hombre debido a sus propiedades antibacterianas, antibioéticas,
antifingicas, antivirales, antitumorales y antioxidantes, entre otras. Desde
el punto de vista quimico, el propoleo se compone basicamente de 50% de
resinas y balsamos vegetales; 30% de ceras; 10% de aceites esenciales y
aromaticos; 5% de polen y 5% de otras sustancias. En este sentido, en
literatura describe el aislamiento de mas de 300 compuestos entre los que
destacan compuestos de caracter fendlico, terpenoide, esteroide,

flavonoide, azuicares y aminoacidos.

Estudios farmacologicos previos han permitido demostrar que tanto
su actividad biolégica como su potencia estan relacionadas con su
composicion quimica. Esta composicion es altamente variable y se
encuentra intimamente ligada con la zona geografica, la vegetacion y la

época de recoleccion.

En este marco de referencia, nuestro grupo de investigacion se ha
enfocado en determinar la composicion quimica, la capacidad antioxidante
y la actividad antibacteriana de extractos etanédlicos preparados a partir de
diferentes muestras de propodleos colectados en la zona rural del Distrito

Federal.

En el presente trabajo se describe el estudio fitoquimico del extracto
etandlico de wuna muestra de propoleo proveniente del apiario
“Acuexcomatl” ubicado en la Delegacion Xochimilco del Distrito Federal. La

aplicacion de diferentes procedimientos cromatograficos permitio el




Resumen

aislamiento de pinocembrina (1), acacetina (2), alpinetina (3), 47,7-
galangina (4), dimetilnaringenina (5) y S-metileterpinobanksina (6). Como
ensayos biologicos se utilizaron: la capacidad antioxidante frente a los
radicales DPPH' y ABTS™, asi como capacidad de reducir a fierro (por sus
siglas en inglés FRAP, Ferric Reducing Ability of Plasma); ademas de
determinar su actividad sobre el crecimiento de la bacteria cariogénica
Streptococcus mutans.. La galangina (4) presentéo la mayor actividad
antioxidante y la pinocembrina (1) el mejor efecto antibacteriano, con

respecto a los otros compuestos aislados.

El trabajo también incluye la cuantificacion de pinocembrina (1), el
contenido de fenoles y flavonoides totales en el extracto etandlico de cinco
propodleos recolectados, siendo el extracto etandlico del apiario Buho quien
posee el mayor contenido de dicho flavonoide y dichos compuestos. Sin
embargo, los cinco propoleos cumplen con el contenido de fenoles y
flavonoides totales establecidos en las normas de calidad emitidas por

Argentina y Brasil.

Por otra parte, se realizé la determinacion de los compuestos volatiles
presentes en cada propéleo utilizando la técnica de microextraccion en
fase solida a partir de la fase gaseosa separada por cromatografia de gases
y analizada por espectrometria de masas en tiempo de vuelo (HS-SPME-
GC-MS-TOF). Dicho analisis permitio establecer que los terpenoides son

sus principales constituyentes.

Pagina 12 UN /M &z




Antecedentes

2 Antecedentes.

2.1Propodleo.

2.1.1 Definicion y generalidades.

La palabra propédleo deriva de los vocablos griegos “pro” (defensa de) y
“polis” (ciudad o colmena) de tal forma que propodleo significa “proteccion
de la colmena” (Ghisalberti, 1979). El propdleo es una sustancia resinosa
resultante de la mezcla de enzimas salivales de las abejas con materiales
de caracter lipofilico recolectados a partir de las yemas y las grietas de la
corteza de diversas plantas como son el alamo, el castano de Indias, los

abedules y las coniferas (Bankova, 2005; Gardana, 2007).

La recoleccion del propodleo a partir de las colmenas se realiza
raspando o colocando trampas, siendo este ultimo método el que produce
propodleos de mejor calidad y con menor contaminacion por plomo. En las
zonas templadas la obtencion del propodleo se realiza antes de la llegada del
invierno, mientras que en los climas tropicales se hace al inicio de la
estacion lluviosa que es cuando la propolizacion parece ser mas activa
(Farré et al.,, 2004). En este sentido, la época y el método de recoleccion
representan dos aspectos importantes para considerar, ya que la
recoleccion puede realizarse en la temporada donde se determine que
existen las concentraciones mas elevadas de los compuestos que poseen

las actividades biologicas de interés (Sforcin, 2007).

Fisicamente, el propoleo puede describirse como una sustancia dura y
quebradiza a bajas temperaturas, sin embargo, si es calentado levemente
se torna maleable y viscoso; su coloracion varia del amarillo-verdoso al

marron oscuro, lo cual se debe basicamente a las fuentes vegetales y a su




Antecedentes

antigiedad (Burdock, 1998). Generalmente, posee un sabor acre aunque a
veces es amargo y tiene un aroma semejante al de la miel debido a los
compuestos volatiles presentes en el mismo (Niraldo, 2005). Su punto de
fusion oscila entre 60-70 °C aunque en algunos casos puede llegar hasta
100 °C (Marcucci, 1995). En la Figura 1 se ilustra la apariencia fisica de
una muestra de propoleo recolectada en el apiario de Acuexcomatl de la

zona rural del Distrito Federal.

Figura 1. Apariencia fisica de la muestra de propédleo
recolectada en el apiario de Acuexcomatl.

2.1.2 Usos en la medicina tradicional: Propiedades biologicas y

farmacoloégicas.

El propodleo es utilizado por las abejas como antimicrobiano (Bankova,
20095), para suavizar las paredes internas y sellar agujeros en la colmena,
de esta forma se reduce la entrada de frio, viento y de posibles intrusos
(Burdok, 1998). Por otra parte, esta resina es utilizada para embalsamar
animales pequenos muertos que no pudieron ser retirados de la colmena,

evitando asi su putrefaccion (Niraldo, 2005).

Pagina 14 UN /M &z
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El propoleo ha sido aprovechado por el hombre desde la edad antigua,
ya que su uso se remonta a la época de los Egipcios, quienes al igual que
las abejas, lo utilizaban para embalsamar cadaveres (Ghisalberti, 1979);
por otra parte, los Incas lo utilizaban como antipirético; los griegos y los
romanos como antiinflamatorio en el tratamiento de heridas, ulceras y
abscesos (Castaldo y Caspaso, 2002). En los siglos XII-XV, se utiliz6 como
antiinflamatorio bucal y en el tratamiento de las caries dentales, resfriados
y forunculos (Castaldo y Capasso, 2002). En Europa, ente los siglos XVII-
XIX se destaco por sus propiedades antibacterianas y, finalmente, a partir
de 1900 el propoleo fue utilizado como desinfectante y cicatrizante
(Niraldo, 2005). Esta ultima propiedad es aprovechada en Africa, hace mas
de 90 anos, combinando esta resina con la vaselina para confeccionar

pomadas antibacterianas (Marcucci, 1996).

Es asi, que a través de los anos esta resina ha sido y contintia siendo
utilizada debido a sus maultiples y versatiles propiedades biologicas
antibacterianas, antibioticas, antifingicas (Hegazi, et al.,, 1996 y 2000),
antivirales (Volpi, 2006), antiprotozoarias (Castaldo y Caspaso, 2002),
antitumorales, inmunoestimulantes (Zhou, 2008), antiulcericas,
hipotensoras, citostaticas (Bruschi, 2003), antioxidantes, antineoplasicas,
antiinflamatorias (Pefia, 2008), anestésicas, antisépticas, cicatrizantes
(Hrobonova, 2009), bacteriostaticas, coléricas, espasmoliticas (Burdok,
1998), antihipertensivas (Niraldo, 2005), antidiabéticas (Sforcin y Bankova,
2011), regeneradoras de tejido cartilaginoso y tejido oseo (McLennan,
2008), ademas el propodleo pose accion desintoxicante en el higado

(Marcucci, 1996).
2.1.2.1 Actividad antimicrobiana.

Estudios previos han demostrado la eficacia del propédleo contra el

crecimiento de bacterias Gram positivo (Staphylococcus spp., Streptococcus

POSGRMDOE:




Antecedentes

spp., Bacillus spp.,) y bacterias Gram negativo (Helicobacter pylori,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Aerobacter aerogenes, Bordetella bronchiseptica, Serratia
marcescens) (Dobrowalski, 1991; Marcucci, 1996; Atag-Uzel, 2005;
Castaldo y Caspaso, 2002). Ademas, estudios previos han demostrado que
extractos derivados del propodleo presentan actividad contra el protozoario

Trypanosoma cruzi (Castaldo y Caspaso, 2002).

Por otra parte, extractos provenientes de propodleos demostraron
actividad contra Candida albicans, Microsporum sp., Alternaria alternata y
Penicillium digitatum (Marcucci, 1995; Farré, 2004; Castaldo y Caspaso,
2002). También, presentan actividad contra el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), del herpes, de las influenzas tipo A y B y de la viruela

(Marcucci, 1995; Castaldo y Caspaso, 2002).

Los principales componentes con actividad antimicrobiana presentes
en los propodleos son del tipo flavonoide, acido fendlico y los ésteres de los
acidos fenolicos (Hernandez y Bernal, 1990; Kujumgiev et al., 1999;
Sforcin, 2000). Sin embargo, se ha descrito que propodleos provenientes de
zonas tropicales que no contienen compuestos de este tipo presentan una
actividad antimicrobiana similar, lo que indica que la combinacion de
diferentes sustancias en el propoleo son esenciales para dicha actividad

biologica (Chang-Li, 2005).
2.1.2.2 Actividad antiinflamatoria.

La actividad antiinflamatoria del propodleo se encuentra descrita
principalmente para dolencias musculares y de las articulaciones, ademas
de inflamaciones ocasionadas por infecciones, reumatismo y torceduras
(Marcucci, 1996). Estudios previos realizados en ratones C57BL/6 a los

cuales se les administraron diferentes extractos de propoleo durante un
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periodo de 14 dias mostraron una inhibicion en la produccion de las

interleucinas IL-1p, IL-6, IL-2, IL-10 y del interferon IFN-y (Sforcin, 2011).

Por otra parte, estudios realizados utilizando como modelo ratones a
los cuales se les indujeron edemas con carragenina demostraron el efecto
antiinflamatorio de extractos acuosos y etandlicos de propodleo. Estos
estudios demostraron que el mecanismo responsable del efecto
antiinflamatorio se debe a una disminucion en los niveles de
prostaglandina E2 (PGE2) y de 6xido nitrico (NO). Otros estudios utilizando
ratas a las cuales se les indujo artritis permitieron determinar que la
administracion de extractos de propodleo inhibian de forma significativa las
produccion de interleucina-6 (IIL-6) (Fuliang-Hu, 2005). Esta respuesta
antiinflamatoria en parte se encuentra relacionada con los flavonoides
presentes en los propodleos, puesto que algunos flavonoides poseen la
capacidad de modificar la sintesis de eicosanoides, lo cual esta relacionado

con dicho efecto (Florez, 2002).

2.1.2.3 Actividad inmunoestimulante.

Investigaciones previas realizadas utilizando extractos de propédleo
describen que la capacidad de secrecion de citocinas se incrementa
significativamente tras la administracion los mismos (Farré, 2004; Basim,
2006). Asimismo, existen estudios que han demostrado que extractos
etanodlicos de propoleo son capaces de activar las etapas iniciales de la
respuesta inmune mediante la expresion de los receptores TLR-2 y TLR-4,
asi como la produccion de las citocinas proinflamatorias IL-1 e IL-6
(Orsatti, 2010). Otras investigaciones en las cuales se administraron
extractos derivados del propoleo al 10% en ratones de la cepa BALB/c a
dosis de 5, 10 y 20 mg/kg describen un incremento en la produccion de

anticuerpos por los ratones (Sforcin, 2007).
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Recientemente, se demostré que la administracion como coadyuvante
de un extracto acuoso de propodleo al 13% a pacientes asmaticos por un
periodo de dos meses redujo el grado de incidencia y la severidad de los

ataques provocados por la misma (Sforcin, 2007).
2.1.2.4 Actividad citotoxica y antitumoral.

Estudios realizados in vivo con ratones a los cuales se les
administraron extractos de propoleo, han demostrado un incremento en la
actividad citotoxica de las células asesinas (NK), inhibiendo asi el
crecimiento celular y de la apoptosis en diferentes lineas tumorales
(Marcucci, 1995), como es el caso del carcinoma cervical humano
(Castaldo et al., 2002; Marcucci, 1996) y del linfoma murino (Sforcin y
Bankova, 2011).

2.1.2.5 Actividad anestésica, antiséptica y cicatrizante.

Las propiedades anestésicas del propoleo han sido aprovechadas por
cirujanos plasticos brasilefios para el tratamiento estético de pieles con
acné y arrugas superficiales. En la medicina dental se le utiliza para el
tratamiento de gingivitis y caries dental (Serra, 1995). Por otra parte,
preparados o extractos de propdoleo se utilizan ampliamente para el
tratamiento de infecciones en la garganta (Burdok, 1998; Niraldo, 2005;
Walgrave et al., 2005). Por ultimo, estudios recientes demuestran que el
propoleo favorece la reepitelizacion de heridas en roedores diabetizados

(McLennan, 2008).
2.1.2.6 Actividad antiulcerosa.

Estudios previos demuestran que algunos componentes del propoleo

como el acido cafeico, el acido p-cumarico y el acido cinamico, compuestos
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de caracter fenolico poseen propiedades antiulcéricas. Asimismo, se ha
reportado que extractos de propodleos presentan un efecto gastroprotector

(Sforcin, 2011).

Por otra parte el grupo de trabajo de Primon (2007) ha demostrado
que el extracto etandlico de propoleo verde brasileno reduce de forma
significativa las lesiones gastricas inducidas por indometacina, etanol y

estrés en una dosis de 500 mg/kg.
2.1.2.7 Actividad antidiabética.

Matsushige y colaboradores (1996) demostraron que el extracto
acuoso de propodleo posee un efecto preventivo en la destruccion de las
células B-pancreaticas al inhibir la generacion del IL-1f y la actividad de la
oxido nitrico sintasa. Otras investigaciones describen que la
administracion del extracto acuoso o etanélico por un periodo de 7 dias en
ratas diabetizadas permitié controlar su glicemia y modular sus niveles de

glucosa (Sforcin, 2011).
2.1.2.8 Capacidad antioxidante.

El propdleo es una fuente natural de antioxidantes que protegen a los
acidos grasos y lipoproteinas séricas de la oxidacion, debido a su
capacidad estabilizadora de radicales libres y a su efecto inhibidor sobre el
ion cuproso, iniciador de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad
(Farré et al., 2004). En este sentido existen estudios que demuestran que
el porcentaje de neutralizacion de radicales libres por esta resina es

equiparable al descrito para la vitamina C (Velazquez et al., 2007).

La excelente capacidad antioxidante descrita para el propoleo se

atribuye basicamente a su elevado contenido de flavonoides. Estos
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compuestos poseen en su estructura un numero variable de hidroxilos
fenolicos que poseen propiedades quelantes del hierro y otros metales de
transicion confiriéndoles una gran capacidad antioxidante (Havsteen,
1983). Por ello, los flavonoides desempenan un papel esencial en la
proteccion frente a danos provocados por el estrés oxidativo relacionado
con un elevado numero de patologias como cardiopatia isquémica,
aterosclerosis, cancer, entre otras mas (Florez, 2002). Las propiedades
antiradicales libres de los flavonoides se dirigen fundamentalmente hacia
los radicales hidroxilo y superoxido, especies reactivas implicadas en el

inicio de la cadena de peroxidacion lipidica (Florez, 2002).

2.1.3 Otras actividades del propéleo.

Ademas de las actividades biologicas descritas previamente, en la
literatura se ha reportado el efecto potenciador de extractos de propodleo
sobre la actividad de antibioticos como la biomicina, la tetraciclina, la
neomicina, la polimixina, la penicilina y la estreptomicina (Marcucci, 1996;
Sforcin, 2000). Existen estudios que han demostrado la actividad sinérgica
entre el ciproxacino y el propoleo en el tratamiento de la queratitis

experimental inducida por Staphylococcus aureus (Sforcin, 2011).

Ademas de las aplicaciones del propodleo en la medicina tradicional,
esta resina se ha incorporado en productos domésticos, cosmeéticos y
alimentarios, debido a sus propiedades biolégicas (Chan-Li, 2005). Por su
actividad cicatrizante ha sido aprovechado en la industria de cosméticos
para la elaboracion de cremas, faciales, pomadas, lociones (Niraldo, 2005),
shampoos, unglientos, acondicionadores, brillos labiales y barnices
(Walgrave et al., 2005). Por otro lado, debido a sus propiedades
antimicrobianas ha sido incorporado en hilos y cremas dentales, asi como

en enjuagues bucales (Burdok, 1998) para tratar diversas afecciones de la
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cavidad oral como la gingivitis y la caries dental, principalmente (Walgrave

et al., 2005).

En la industria alimentaria el propodleo se ha incorporado en
suplementos alimenticios y como aditivo en algunos alimentos y bebidas
(Valencia, 2012). En algunos paises, se adicionan unas gotas de una
solucion de propodleos en productos envasados o en alimentos frescos
(como pescados congelados, grasas y aceites), con la finalidad de prolongar
su vida util entre dos y tres veces mas. Ademas, la adicion de propdleo en
bebidas como el ron ayuda a mejorar la calidad del mismo. Por otro lado,
en algunos paises, se han efectuado estudios con resultados positivos para

la conservacion del mango con propoleos (Allende, 2012).

Cabe mencionar que antiguamente esta resina era utilizada por
famosos fabricantes de violines como un ingrediente de la composicion de
los barnices y pulidores de los mismos, de tal forma que la coloracion que
se observa en algunos violines hechos por antiguos maestros de Cremona

es debida en parte al propédleo (Marcucci, 1996).

2.1.4 Clasificacion del propoéleo de acuerdo a su origen.

Estudios farmacologicos previos han permitido demostrar que tanto la
actividad biologica como la potencia de cada propdleo dependen
basicamente de su composicion quimica, misma que es altamente variable
y se encuentra intimamente ligada con la zona geografica, la época de
recoleccion, ademas de la raza de abeja (Soleo de Funari, 2007; Bankova
2005; Chaillou, 2009; Atac-Uzel et al, 2005). Por otra parte, es necesario
considerar los disolventes y el método de extraccion ya que los extractos
etanolicos al 60-80% inhiben el crecimiento microbiano, mientras que al

70-80% tienen una mayor actividad antioxidante (Farré et al., 2004).
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La zona geografica es uno de los factores determinantes en la
composicion y por ende en la actividad biologica de los propéleos y aunque
las abejas de la misma colonia pueden visitar plantas de diferentes
especies, a menudo pareciera que hay una preferencia marcada con ciertas
resinas, observandose asi cinco patrones quimiogeograficos de los tipos de
propoleos a nivel mundial (Figura 2), los cuales se clasifican en propodleos
poplares o de climas templados, propoleos verdes o de climas tropicales,
propodleos derivados de Clusia, propodleos derivados de Macaranga o de la
region del pacifico y propoleos de las regiones orientales del Mediterraneo.

Cada uno de ellos posee una composicion caracteristica (Salatino, 2011).

Figura 2. Patrones quimiogeograficos de los tipos de propodleos. I. Propdleos
poplares o de climas templados. II. Propdleos verdes o de climas tropicales.
III. Propodleos derivados de Clusia. IV. Propéleos derivados de Macaranga o de
la region del pacifico. V. Propoéleos de las regiones orientales del Mediterraneo.

Los componentes caracteristicos de propoleos de climas templados o
poplares (I), tanto de los hemisferios norte y sur, son flavonoides sin
sustituyentes en el anillo B, acidos fenilpropanoides y sus ésteres. Las
fuentes de estos componentes son los exudados de las yemas apicales de

las especies de Populus principalmente P. nigra (Salatino, 2011).
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Propodleos de clima tropical o de tipo verde (II) como lo es el propodleo
mas importante de Brasil, tienen una composicion bastante distinta,
principalmente contienen fenilpropanoides prenilados, acidos caféico y
quinico, sustancias que derivan a partir de yemas vegetativas de Baccharis

dracunculifolia (Salatino, 2011).

Propdleos cuya fuente son los exudados de las flores de Clusia (III)
poseen en su composicion benzofenonas preniladas, como lo es el caso de
los propoleos de Venezuela, Cuba y de algunos propodleos de Brasil

(Salatino, 2011).

Flavanonas de geranilo han sido reportadas para muestras de
propodleos de la region del Pacifico (III), como es el caso de Taiwan y
Okinawa. Recientemente, compuestos similares se han reportado para el
propéleo de las regiones de Africa, como Egipto y Kenia. Los componentes
del propodleo de Okinawa derivan de los exudados de la fruta de Macaranga
tanarius, de la cual existen aproximadamente 280 variedades que
producen diversos compuestos derivados de geranilo. Por lo tanto, no es de
extrafar que el propéleo producido en Africa, Japén y Taiwan tenga

composiciones similares (Salatino, 2011).

Los propodleos de las regiones orientales del Mediterraneo (IV), como
Grecia, Creta y Turquia, pueden contener predominantemente diterpenos
o antraquinonas. La fuente de los diterpenos parece ser la especie
Cupressaceae, sin embargo, nada se ha sugerido con respecto a los

origenes de las antraquinonas (Salatino, 2011).

Con base a lo anterior, los propdleos mexicanos se ubican dentro de
los propoleos de clima templados o poplares, sin embargo es importante
destacar que el territorio mexicano comprende climas y regiones muy

diferentes, con lo cual es necesaria la clasificacion de los propoleos
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mexicanos. Sin embargo, en México solo existe una clasificacion de las
zonas apicolas: la region del Altiplano, la Costa del Pacifico, la Region del
Golfo, la region Norte y la region de la Peninsula de Yucatan (Figura 3).
Dentro de las cuales se ubica al Distrito Federal dentro de la zona
correspondiente al altiplano. Esta region se distingue por tener mieles
ambar y ambar claro de gran auge en el mercado europeo. Su origen floral
es el acahual, la acacetillam la jarilla, el toronjil morado y la espinocilla,

entre otros (Claridades, 2010).

Figura 3. Mapa de la Republica Mexicana en donde se muestran
las 5 regiones apicolas en que se divide el territorio nacional.

2.1.5 Composicion quimica.

Desde el punto de vista quimico el propoleo se compone de 50% de
resinas y balsamos vegetales; 30% de ceras; 10% de aceites esenciales y
aromaticos; 5% de polen y 5% de otras sustancias (Burdok, 1998). La
literatura quimica disponible a la fecha describe el aislamiento de mas de
300 compuestos entre los que destacan compuestos de caracter fendlico,
terpenoides, esteroides, flavonoides, azucares y  aminoacidos
(Kalogeropoulos et al., 2009). En la Tabla 1 ilustran algunos de los

compuestos mas representativos aislados del propodleo.
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Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos compuestos representativos

aislados a partir del propodleo.

Compuesto ) .
_ Estructura quimica Referencia
quimico
Totarol Popova, 2009
Geraniol OH OH Marcucci, 1996;
Bankova, 2000
PN
n
g
g Pineno 7@ Bankova, 2000
g
o,
—
[}
=
Fucosterol &i/Ol\\(\& Popova, 2009
Cedrol Silici, 2005
O .
Vainillina o Marcucci, 1996;
» y Mohammadzadeh,
:‘g H3;CO 2007
‘ﬂ 3
(&)
=
< o
H,CO
Isovainillina y Marcucci, 1996
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Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos compuestos representativos

aislados a partir del propoleo (continuacion).

Estructura quimica

Referencia

Compuesto
quimico
Sesamina

n
o
5 | Sesartenina
c
o
=)
NS
Yangambina

OCHg

HsCO

HsCO

H,CO
OCH;

HsCO

HsCO

H,CO

Bankova, 2000;
Silici, 2005

Bankova, 2000

Bankova, 2000

Acido oleico

n

o

n

g o

an Acido
2 palmitico
K]

Q

<

Acido
linoleico

CgH17

Marcucci, 1996;
Atac-Uzel, 2005

Atac-Uzel, 2005;
Marcucci, 1996

Marcucci, 1996;
Atac-Uzel, 2005
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Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos compuestos representativos

aislados a partir del propdleo (continuacion).

Compuesto quimico

Estructura quimica

Referencia

Naringenina
Acacetina
Pinocembrina
n
[®]
T
o
o
-
S
Q
by . .
P Apigenina
Galangina
Quercetina

Atac-Uzel, 2005;
Silici, 2005

Marcucci, 1996;
Silici, 2005

Marcucci, 1996;
Atac-Uzel, 2005;
Gardana, 2007; Silici,
2005

Marcucci, 1996;
Gardana, 2007

Marcucci, 1996;
Atacg-Uzel, 2005
Gardana, 2007; Silici,
2005

Atac-Uzel, 2005.
Silici, 2005.
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Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos compuestos representativos

aislados a partir del propdleo (continuacion).

Compuesto quimico Estructura quimica Referencia

Flavonoides (continuacion)

~
4°,7- o
Dimetilnaringenin ‘ Medina 2011
a Al

LA Medina 2011

Dimetilapigenina

Bankova
Canferol etal., 1983
Isokuranetina Tellez y Murillo

2011

HO. O. O
' ' Usia et al.,
Pinobanksina 0 2002
OH

OH (o)
Ho © \Q Usia et al
6-Cinamilcrisina O O 2002
Z

OH o

OH [¢]
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Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos compuestos representativos

aislados a partir del propdleo (continuacion).

Compuesto quimico Estructura quimica Referencia
. . . HO o \\\\©
3,7-Dihidroxi-5- Bankova,
metoxiflavanona 1983
OH
OCH; O
0
g o . H;CO 0.
2,5-Dihidroxi-7- Bankova et
metoxiflavanona al., 1983
OH [¢]
=)
i e \© Banskota
3) . . ,
g 7-Metilgalangina 2002
8
+—
g
o)
o
&
S 5-Metiléter Banskota,
g pinobanksina 2002
5
E OCH, o)
HaCO o \\\\\© At Uzel
. . ac-Uzel,
Pinostrobina 2005
OH o
3-Acetato de Atac-Uzel,
pinobanksina 2005
OCH; O /K
o
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Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos compuestos representativos

aislados a partir del propodleo (continuacion).

Compuesto quimico Estructura quimica Referencia

Marcucci, 1996

COOH
Atag-Uzel, 2005

N . Silici, 2005

Acido benzoico Mohammadzadeh,

2007
Amdq P \ Marcucci, 1996
cumarico
COCOH
Acido galico —@—COOH Marcucci, 1996

H5CO X _~COOH
Atac-Uzel, 2005

Acido ferulico Silici, 2005

COOH

OH
Acido salicilico é/ Marcucci, 1996
. HO. \ COOH
Acido cafeico Atacg-Uzel, 2005
Gardana, 2007
HO
Hidroquinona HO@OH Popova, 2009

\ COOH
Acido cinamico Gardana, 2007

Compuestos fenolicos
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Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos compuestos representativos

aislados a partir del propodleo (continuacion).

Compuesto quimico Estructura quimica Referencia

p-coumarato de Q Popova,
bencilo / 2005
—O
Ferulato de HCQ Q Popova,
bencilo O / 2005
HO o)

o
Cafeato de "o ~ O Popova,
feniletilo 2005

Cinamato de G 0\/\/© Popova,
o

Compuestos fenolicos (continuacion)

cinamilo 2005

Como se ilustro en la Tabla 1, el grupo de los flavonoides (flavanoles,
chalconas, flavonas y dihidroflavonas) son el tipo de compuestos aislados
con mayor frecuencia a partir de muestras de propodleo, seguidos de
compuestos fenolicos y todos ellos representan el grupo de productos
activos mas importantes presentes en el propoéleo. Otros compuestos
aislados son azucares como la galactosa y la xilosa (Marcucci, 1996);
vitaminas como la Bi, B2, Bs, C y E, minerales como la plata, el cesio, el
mercurio, el lantano, el antimonio, el cobre, el manganeso, el hierro, el
calcio, el aluminio, el vanadio y el silicio (Marcucci, 19935); y algunos
aminoacidos como la lisina, la fenilalanina, la cisteina, la glicina, la

leucina y la serina (Marcucci, 1996).
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2.1.6 Preparados que contienen propodleo en su composicion.

En Meéxico y el mundo, existen agroindustrias que manufacturan
preparados a base de propodleo, un ejemplo es la agroindustria del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria de la Estacion Experimental
Agropecuaria Famailla (INTA EEA Famailla), que ha montado una planta
piloto de procesamiento de propodleos desarrollando multiples productos.
Para ello, en primer término se prepara el extracto etandlico de los
propodleos y posteriormente se evapora el etanol con la finalidad de obtener
los componentes biologicamente activos. Posteriormente, a partir del
extracto obtenido se preparan tinturas, cremas, jabones, unguentos,
tabletas, etc. (Bedascarrasbure, 2001). En la Figura 4 se ilustran algunos
de los preparados desarrollados que contienen propoleo en su

composicion.

Figura 4. Muestra de productos disponibles en el mercado con propéleo
en su composicion.

Es importante mencionar que los productos desarrollados a base de
propodleo se combinan con otros derivados de la colmena como la miel y el
polen, asi como diversas plantas medicinales (ej. sauco, gordolobo,
bugambilia, equinacea, ajo, canela, etc.). Estos productos se utilizan con
frecuencia para tratar enfermedades respiratorias, bucales,
gastrointestinales, inflamatorias, ademas de fortalecer el sistema inmune.

La administracion de estas asociaciones se realiza utilizando diferentes
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presentaciones, entre las cuales se puede mencionar a los jarabes, gotas,
infusiones, extractos, tizanas, pastillas (caramelos), capsulas, jabones,
ampolletas, entre otras (Figura 5). En la Tabla 2 se describen algunos de
los preparados disponibles en el mercado en los cuales se incorporan
extractos de propoleo en combinacion con los de diversas especies

vegetales, ademas de su posologia y su uso recomendado.

Figura 5. Productos encontrados en el mercado a base de propdleo y de otras especies
vegetales. A. Gotas de ajo con propéleo, B. Tizana de abango con propodleo; C. Jabon de
propoéleo con manzanilla; D. Capsulas de propédleo con Echinacea y germen de trigo; E.
Jarabe de propdleo con eucalipto, gordolobo y miel de abeja; F. Jarabe de miel con
propoleo, eucalipto, gordolobo, sauco, polen y mentol; G. Propéleo en spray con esencia
de eucalipto, mentol y miel; H. Ampolletas de equinacea con propoéleo; I. Ampolletas a
base de extractos de propdleo, Sauco, Llantén, semilla de pomelo, Regaliz, Equinacea y
Astragalus; J. Jarabe de miel con aloe vera y propodleo; K. Spray de propodleo con
jengibre, miel de abeja y menta; L. Jarabe de miel con propdleo y melisa; M. Jarabe de
miel con propdleo y extracto de palto; N. Spray de propdleo con canela y miel de abeja.
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Tabla 2. Preparados comerciales a base de propodleo asociados con diversas plantas medicinales.

Preparado Asociacion Usos recomendados Posologia Nombr:e
(extracto) comercial
eucalipto adultos:

pto, afecciones del sistema 2 cucharadas/4 h .
Jarabe gordolobo y miel . . o Sin tos
de abeja respiratorio (tos) Ninos:
1 cucharada /4 h
tratamiento de problemas 1 a 2 cucharaditas . .
. . . . I Miel propdleo-
Jarabe melisa y miel gastrointestinales, colon irritable  dos a tres veces al Melisa
de origen nervioso. dia
fortalecimiento del sistema agregar 10 a 15
inmune. gotas a media taza
. Tratamiento de bronquitis y de agua tibia o Ajo propodleo
Gotas ajo . . .
afecciones respiratorias, dolor de leche. gotas
oido, presion alta, problemas administrar 3 veces
gastricos y dérmicos. al dia.
jengibre, miel de aplicar varias veces Nebulizador
Nebulizador ~JSU'8™TS tratamiento de tos y resfriados P B propoleo-
abeja y menta. al dia L
jengibre
ingerir una
ampolleta al dia
Ampolletas equinacea fortalecer el sistema inmune preferiblemente a la Master plant
hora del desayuno,
sola o disuelta en
agua o zumo
sauco, llantén, Tomar una
Ampolletas semilla de fortalecer el sistema inmune

pomelo, regaliz,

ampolleta diaria
por la manana

Inmunoguard

Pagina 34




Antecedentes

equinacea y

Astragalus
. tratamiento de los sintomas del . Abang? con
Tizana abango . B no especificada propoleo
resfriado comun,
(Therbal®)

Tabla 2. Preparados comerciales de propoleo asociados con diversas plantas medicinales (continuacion).

Preparado Asociacion Uso recomendado Posologia Nombr.e
(extracto) comercial
fortalecer el sistema inmune. adultos:
tratamiento de problemas del 2 tabletas antes de e e
. . L. . Antibiotil
Tabletas equinacea tipo alérgico, fiebre, tos, cada comida. .
. s propoleo
anginas y dolor de garganta. Ninos
Antibiotico. 2 tabletas al dia.
tomar una capsula al Propodleo con

equinacea y

Capsulas y fortalecer el sistema inmune dia antes del equinacea
germen de trigo
desayuno. 1.000mg
tratamiento de afecciones de
: . tomar de 4 a 6 .
Pastillas fresa y acerola  la garganta, boca y afecciones . . Propoéleo BIO
. . pastillas al dia
respiratorias
Jabon manzanilla Antibacteriano =000 - Protex propolis
Prevencion de placa Tom's of Maine
Pasta dental mirra dentobac teriﬁa ————— Toothpaste
' Propolis & Myrrh
aloe Aloe propolis
Crema manzanilla Para problemas de la piel = -——--- prop
crem
consuelda
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2.2 Estrés oxidante: definicion y generalidades.

En la mayor parte de las células, al menos un 90% del oxigeno
molecular consumido es utilizado para la fosforilacion oxidativa en la
produccion de ATP. El resto del Oz se emplea en una amplia gama de
reacciones metabdlicas especializadas. Existen al menos 200 enzimas
conocidas que utilizan Oz como sustrato y practicamente la totalidad de
estas utiliza un i6n metalico para potenciar la reactividad del oxigeno como

es el caso de la citocromo oxidasa (Mathews, 2002).

Sin embargo, la eficacia de estas enzimas oxidasas no suele ser del
100%, de tal forma que a menudo se generan especies de oxigeno
reducidas de forma incompleta: superoxido (O2-) que se forma a partir de
una reduccion del O2z; peroxido de hidrogeno (HOOH) que se forma a partir
de una reduccion de dos electrones; y el radical hidroxilo (OH) que se
forma por una reduccion de tres electrones). Estas especies radicales
producidas son mas reactivas que el Oz y son denominadas de forma
colectiva especies reactivas de oxigeno (ERO) (Finley, 2011). En la Figura 6
se muestran las reacciones de formacion y eliminacion de estas especies

radicales.

Especificamente, el radical hidroxilo es el mas reactivo y es el
responsable del dano de otras moléculas biologicas; dana a las proteinas
de varias formas, asi como a las membranas en un proceso denominado
peroxidacion lipidica, que es una reaccion en cadena, en la cual se pueden
generar radicales que inicien otra reaccion de peroxidacion. Asimismo, el
radical hidroxilo también dana a los acidos nucleicos, produciendo la
ruptura de la cadena de polinucledtidos y cambiando la estructura de las

bases del ADN (Saikat, 2011).
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Por otra parte, el radical superéxido que es relativamente atéxico
puede combinarse facilmente con otro radical libre, el 6xido nitrico (NO),
produciendo peroxinitrito (OONO-), que es considerada una especie
reactiva de oxigeno que también produce peroxidacion lipidica (Mathews,

2002).

Dehidro
ascorbato

Ascorbato

/\

Reacciones
xidativa

[ Vit. Ereq ] [ Vit. Eqy ]
=

@ Reaccién @
Fenton

=
reductasa

Figura 6. Reacciones de formacion y de eliminacion de las especies
reactivas de oxigeno. Antioxidantes como la vitamina E y algunas
enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD), catalasa o
glutation peroxidasa (GXP) pueden reducir a dichas especies; otros
cofactores como el glutation (GSH), el ascorbato y el NADPH y enzimas
como la glutation reductasa son importantes para la regeneracion de la
reduccién de estas moléculas y/o enzimas.

Cualquiera que sea su origen, la produccion a gran escala de especies
reactivas de oxigeno producen un dano considerable en los tejidos en los
que se producen, generando asi estrés oxidativo y para contrarrestarlo el

organismo emplea defensas enzimaticas y no enzimaticas.

El estrés oxidativo puede generarse mientras las células del
organismo transforman los alimentos en energia especialmente en
situaciones de hiperoxia, ejercicio intenso e isquemia y también por

exposicion a determinados agentes externos como las radiaciones

UN/M:
POSGRADO

Pagina 37




Antecedentes

ionizantes o luz ultravioleta, polucion ambiental, humo del tabaco, etc.

(Veiga, 1997).

2.2.1 Antioxidantes: definicion y clasificacion.

Para contrarrestar el dano provocado por el estrés oxidativo existen
sistemas enzimaticos antioxidantes y sistemas antioxidantes no
enzimaticos que son capaces de metabolizar a los radicales libres

generados en los procesos redox en las células (Guerra, 2002).

El término antioxidante tiene diferentes connotaciones segun el area
de especialidad, ya que por ejemplo en biologia un antioxidante es un
compuesto capaz de neutralizar especies reactivas generadas
metabolicamente; mientras que en el area de alimentos, el término implica
una sustancia utilizada por sus caracteristicas funcionales como lo es el
de retardar la oxidacion (Finley, 2011). De esta forma los antioxidantes
juegan un papel crucial en el mantenimiento de una salud 6ptima y en la
defensa del dano provocado por los radicales libres formados durante el

metabolismo. En la Tabla 3 se resume la clasificacion de los antioxidantes.
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Tabla 3. Clasificacion de los antioxidantes (Saikat, 2011).

Tipo de antioxidante

Ejemplos

De acuerdo a su

Naturaleza

Antioxidantes enzimaticos

Superoxido dismutasa (SOD), Catalasa
(CAT), Glutation peroxidasa (GPx),

Glutation reductasa (GR).

o Metabolicos
Antioxidante

Glutation reducido (GSH), L-arginina,
coenzima Q1o, bilirrubina, transferina,

acido uarico.

S Nno

enzimaticos )
Nutrimentales

Vitamina E, vitamina C, carotonoides,
flavonoides, omega-3, acidos grasos,

compuestos fenolicos.

De acuerdo a su fuente

Antioxidantes endogenos

Bilirrubina, glutation, acido lipoico,
N-acetilcisteina, NADPH y NADH,
ubiquinona, acido urico, enzimas

(SOD, CAT, GPx, GR)

Antioxidantes de la dieta

Viataminas E y C, B-caroteno y otros
carotenoides y oxicarotenoides,
polifenoles (flavonoides, flavonas,
proantocianidinas, flavanoles)

Metales unidos a proteinas

Albumina (cobre), ceruloplasmina
(cobre), metalotioneina (cobre),
ferritina (hierro), mioglobina (hierro),

transferina (ferretina).

De acuerdo a su mecanismo

de accion

Sistemas catalicos de
neutralizacion de diversas ERO

Superoxido dismutasa (SOD), Catalasa
(CAT), Glutation peroxidasa (GPx).

Unioén o inactivacion de los iones
metalicos que evitan la
produccion de ROS por medio de
la reaccion de Haber-Weiss

Ferritina y catequinas

Autodestruccion y ruptura de la
cadena de los antioxidantes de
barrido, destruccion de ERO.

Vitamina C, Vitamina E, acido turico,

flavonoides, glutation.

Neutralizacion de ERO

Carotenoides, antocianidinas.
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2.2.2 Patologias asociadas al estrés oxidante.

Existen una serie de patologias atribuibles al ataque de radicales
libres que estan implicados en algunas de sus fases o secuencias
bioquimicas (Guerra, 2001). A continuacion se describen algunas de estas

patologias:

° Envejecimiento prematuro: resulta de la acumulacion de

lesiones organicas debidas a las ERO. Ademas, se ha detectado una menor
actividad proteolitica que en las células jovenes, una disminucion de las
concentraciones de antioxidantes e inactivacion de las enzimas
detoxificadoras de ERO y una acumulacion de proteinas oxidadas no

degradadas (Rivet, 2000).

o Ateroesclerosis: la formacion de una placa de grasa y de otras

sustancias que cubren parcial o totalmente los vasos sanguineos. Esta
placa, se inicia con la captacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
por los macrofagos que se transforman asi en células espumosas. En
determinadas condiciones oxidativas las lipoproteinas se fragmentan y
determinados residuos de aminoacidos de la apoproteina de la LDL son
alterados. Estas LDL oxidadas o productos liberados de ellas, son
citotoxicas para el endotelio y estimulan la produccion de diversos factores
que inician o extienden la lesion ateroesclerética. Se ha demostrado una
estrecha relacion entre ERO y LDL, se sabe que su aumento tiene una

influencia directa en la aparicion de ateroesclerosis (Guerra, 2001).

J Cdancer: el desarrollo tumoral es un proceso altamente
complejo caracterizado por la presencia de necrosis celular del tejido sano,
crecimiento incontrolado de las células cancerosas, neovascularizacion del
area afectada para asegurar el aporte de oxigeno y nutrientes al tumor,

entre otros muchos fenomenos. Se ha sugerido la implicacion de los
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radicales libres en el desarrollo tumoral. Los radicales libres estimulan el
crecimiento de las células musculares lisas, lo que sugiere un papel del
estrés oxidativo en la neovascularizacion tumoral o angiogénesis. Por otra
parte, debe considerarse que la transformacion oncogénica esta
condicionada por la presencia de genes mutados u oncogenes que
controlan funciones celulares clave, y esto puede influenciarse por el

estado redox celular (Borek, 2004).

o La catarata senil: los radicales generados en el cristalino
producen entrecruzamiento, desnaturalizacion, degradacion de sus
proteinas y otros efectos, formandose granulos microscopicos de
composicion compleja por la aglomeracion desordenada de moléculas que
crecen en tamano y cantidad, produciendo inicialmente el efecto Tindall y

finalmente, la total opacificacion del cristalino (Fletcher, 2010).

o Diabetes mellitus: a concentraciones altas de glucosa, tipicas
de estados diabéticos, la produccion de ERO se incrementan. Sin embargo,
el incremento de estrés oxidativo descrito en los diabéticos, no soo6lo esta
relacionado con la aceleracion en la produccion de ERO, sino también con

la disminucion de antioxidantes. (Oberley, 1997; Roja, 2005).

. Hipertensiéon arterial (HTA): la HTA puede ser considerada

como un conjunto de resultados sistémicos de las lesiones producidas por
las ERO. En la HTA se ha encontrado aumento de la peroxidacion de
lipidos, tanto en plasma como en las membranas celulares, asi como un
aumento en la cantidad total de lipidos y una disminucion de la capacidad
antioxidante. La HTA predispone a acelerar la ateroesclerosis, al menos en
parte a causa de la sinergia entre elevacion de presion sanguinea y otros
estimulos aterogénicos que inducen estrés oxidante en los vasos arteriales

(Guerra, 2001).
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3 Justificacion y objetivos.

Desde tiempos inmemoriales, el propoleo ha jugado un rol importante
en la medicina tradicional para el tratamiento de diversos padecimientos
debido a sus multiples propiedades biologicas. Es por ello que paises como
Argentina y Brasil han emitido directivas que establecen los contenidos
minimos de resinas, fenoles y flavonoides totales (compuestos
responsables de la actividad biolégica), asi como los maximos admisibles
de diversas impurezas fisicas y quimicas que los propédleos y sus extractos
deben poseer para que puedan ser utilizados como materia prima en la
elaboracion de diversos productos farmacéuticos y cosméticos. Sin
embargo, en México no existe una norma que establezca los criterios de
calidad que deban poseer los propdleos mexicanos para dichos fines, a
pesar de ser un producto ampliamente utilizado en nuestro pais. Lo cual
se debe basicamente a que la informacion acerca de los propodleos

mexicanos es escasa.

Considerando el potencial productivo y el incremento en el consumo
de este producto a nivel mundial, surge la necesidad de ampliar el
conocimiento sobre la composicion quimica, las propiedades biologicas y
los limites de seguridad de los propdleos mexicanos que permitan a los

productores nacionales comercializar productos de calidad a base de ellos.

Con base en estas consideraciones, el objetivo general del presente
proyecto de investigacion es determinar la composicion quimica, la
capacidad antioxidante in vitro y el efecto sobre el crecimiento de la
bacteria cariogénica Streptococcus mutans de propoleos recolectados en la
zona melifera del altiplano mexicano. Para el cumplimiento del objetivo

general se plantearon los siguientes objetivos particulares:
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Colectar diversas muestras de propoleos de la zona melifera del
altiplano mexicano (zona rural del Distrito Federal).

Realizar el estudio quimico del extracto etandlico de uno de los
propoleos recolectados.

Aislar mediante técnicas cromatograficas los compuestos
mayoritarios presentes en el extracto del propoleo seleccionado.
Caracterizar los compuestos aislados empleando meétodos
espectroscopicos y espectrométricos, tales como espectrometria de
masas y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de
IH y 13C mono y bidimensional.

Determinar el contenido de fenoles totales y flavonoides totales en el
extracto, y las fracciones derivadas mediante el método desarrollado
por Folin y Kumasawa, respectivamente.

Evaluar la capacidad antioxidante in vitro del extracto, de las
fracciones derivadas y de los compuestos aislados, mediante la
actividad inhibitoria de los radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH"), 2,2 -azino-bis-(3-etilbenzoatiazolina)-6-sulfonato de amonio
(ABTS"), asi como de su capacidad para reducir a hierro (FRAP, por
sus siglas en inglés).

Determinar la actividad biologica, el contenido de fenoles y de
flavonoides totales de al menos otras cuatro muestras mas y
comparar los resultados obtenidos con el propodleo seleccionado.
Cuantificar mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) el compuesto mayoritario presente en el extracto del propoleo
seleccionado y de al menos otras cuatro muestras mas.

Establecer la composicion de volatiles presentes en las diferentes
muestras de propoleos utilizando la técnica de microextraccion en
fase solida de la fase gaseosa acoplada a cromatografia de gases con
espectrometria de masas en tiempo de vuelo (HS-SPME-CG-EM-
TOF).
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4 Desarrollo experimental.

4.1 Material vegetal.

Las muestras de los propodleos estudiados fueron obtenidas en los
apiarios Acuexcomatl, Trojes, Don Nico, Buho y Valentin ubicados en la
zona rural del Distrito Federal. La recoleccion de los mismos se realizo
2010 por investigadores de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, UNAM. En la Figura 7 y en la Tabla 4 se describe la ubicacion

donde se recolectaron los propodleos analizados.

Figura 7. Ubicaciéon grafica de los apiarios donde
se colectaron los diversos propoéleos analizados.

Tabla 4. Ubicacion geografica de los apiarios.

Apiario Ubicacién m.s.n.m*.

Acuexcomat] Pobla'do. de San Luis Tlaxialtemalco 9940
Xochimilco, D.F.
Don Nico  Topilejo, Tlalpan, D.F 2410
Baho Eoglado de San Pablo Ozotepec, Milpa Alta, 0420
. Poblado de san Antonio Tecomitl, Delegacion

Trojes Milpa Alta, D.F 2420
Valentin Poblado de San Pedro Atocpan, Milpa Alta, 2420

D.F.

*m.s.n.m: metros sobre el nivel del mar
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4.2 Procedimientos generales de analisis.

4.2.1 Analisis cromatograficos.

La cromatografia por adsorcion en columna abierta se realizo sobre
gel de silice 60 Merck con tamano de particula 0.063-0.200mm, 70-230
mesh ASTM y Sephadex LH-20 (Fluka). Los analisis cromatograficos en
capa fina (CCF) de tipo analitica o preparativa se realizaron segun las
técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion y placas
de aluminio y/o de vidrio de diversas dimensiones, las cuales estan
recubiertas con gel de silice (60F254 Merck ®, tamano de particula 0.063-
0.200mm, 70-230 mesh ASTM) de 0.25 mm de espesor. Las placas fueron
reveladas con vainillina sulfurica, seguido de calentamiento
(aproximadamente 110 ° C) hasta la visualizacion completa. Cabe destacar
que antes de ser reveladas, dichas placas fueron visualizadas a dos

longitudes de onda (254 y 365 nm).

4.2.2 Determinacion de 1las constantes espectroscopicas y

espectrométricas de los compuestos aislados.

La determinacion de las constantes espectroscopicas y
espectrométricas se realizo en la Unidad de Servicio de Apoyo a la
Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM. Los espectros de
masas generados por la técnica de impacto electronico (EM/IE) se
determinaron en un espectrometro Thermo Electron DFS (Double Focus
Sector) introduccion directa a 70 eV. Los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear Protonica (RMN-!H) y de Carbono 13 (RMN-13C) se
generaron en un equipo marca Varian, modelo VNMRS el cual se oper6 a
una radiofrecuencia de 400 y 100 MHz, respectivamente. Los espectros se

registraron utilizando CDCl3, MeOH-ds, DMSO-ds y acetona-des y los
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desplazamientos quimicos se reportan en ppm referidas al tetrametilsilano

(TMS).

4.3 Cromatografia de liquidos de alta eficiencia.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia se realizo en un
cromatografo Shimadzu modelo 10 AVP equipado con un detector UV dual.
El control del equipo, la adquisicion de los datos, el procesamiento y la
manipulacion de la informacion se realizaron utilizando el programa de
software LC-solution version 1.22 SP1. Los perfiles cromatograficos se
registraron empleando una columna Purospher® STAR RP-18, con un
tamano de particula de 5 um, 4.6 mm de diametro interno y 15 cm de
longitud para los propodleos de los apiarios de Valentin y Don Nico,
mientras que para los propoleos de Acuexcomatl, Buho y Trojes se utilizo
una columna Waters, X-bridge Cis, con un tamano de particula de 5 pm,
4.6 mm de diametro interno y S cm de longitud. La deteccion se ajusto a

290 y 254 nm.

4.3.1 Identificacion de la presencia de pinocembrina.

La identificacion de pinocembrina en los extractos de los propoleos se
realizo mediante la comparacion de los tiempos de retencion y la
absorbancia del estandar con las senales presentes en el cromatograma
obtenido con el extracto. Para ello, se prepararon las disoluciones de los
extractos y del estandar a una concentracion de 1 mg/mL en etanol. La
fase movil utilizada consistié en una mezcla binaria de MeOH/(H20:TFA
0.1%) en proporcion 55:45. El flujo de la fase movil fue de 1.0 mL/min, el

volumen de inyeccion de 10 uL y una temperatura de 25 °C.
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4.3.2 Cuantificacion de la pinocembrina.

Para la cuantificacion de pinocembrina presente en los extractos
etanolicos de los propoleos se prepararon las disoluciones de cada extracto
a una concentracion de 2 mg/mL para los propodleos “Acuexcomatl”’, “Don
Nico”, “Trojes” y “Valentin”, mientras que para el propodleo “Buho” la
concentracion del extracto fue de 1 mg/mL. Las condiciones
cromatograficas fueron las mismas que se describen en el punto 4.3.1
excepto para los propoleos de Valentin y Don Nico. En este caso, la fase
movil consistio en una mezcla ternaria = compuesta  por
MeOH/ACN/(H20/TFA 0.1%) en proporcion 30:20:50. Para cada sistema
se realizo una curva de calibracion de pinocembrina con seis niveles de

concentracion (5, 10, 25, 50, 100 y 150 ug/mL).
4.4 Cuantificacion del contenido de fenoles totales.

La cuantificacion del contenido de fenoles totales se realizo utilizando
el método descrito por Singleton y Rossi (1965) con ligeras modificaciones.
En el tubo de reaccion se adicionaron 100 uL de solucion metanoélica de las
muestras a analizar (1 mg/mL), 800 uL de agua y 100 uL de reactivo Folin-
Ciocalteu (1:1). Se agito y se dejo en reposo por 8 minutos. Posteriormente,
se adicionaron 50 uL de Na>COs al 20%. Por ultimo, se incub6 por una
hora en ausencia de luz y se midi6 la absorbancia a 760 nm en un

espectrofotometro Beckman Coulter D4® 530 Life science UV /VIS.

Con la finalidad de expresar los resultados como equivalentes de
acido galico (mg de acido galico/g de muestra), se construy6 una curva de
calibracion en un intervalo de concentracion entre 10-200 ug/mL. En
todos los casos, se realizaron tres réplicas independientes y los resultados
se muestran como el promedio de las determinaciones + desviacion

estandar.

POSGRMDOE:
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4.5 Cuantificacion del contenido de flavonoides totales.

El contenido de flavonoides totales se calculo wutilizando la
metodologia descrita por Kumazawa y colaboradores (2004). El ensayo se
realizo en una placa de 96 pozos. Para ello, se colocaron 100 uL de la
solucion muestra (1 mg/mL) y se adicionaron 100 uL de la solucion
etanolica de AICls al 2%. Después de una hora de incubacion a
temperatura ambiente se midio, la absorbencia a 420 nm en un lector de

Elisa Labsystem Multiskan® MCC/340.

El contenido de flavonoides totales fue calculado como equivalentes
de quercetina (mg de quercetina/g de muestra) a partir de una curva de
calibracion realizada con este compuesto, en un intervalo de concentracion
de 10-60 ug/mL. Las evaluaciones de cada muestra se realiz6 por
triplicado y los resultados se expresaron como el promedio de las

determinaciones * desviacion estandar.
4.6 Evaluacion de la actividad antioxidante.

4.6.1 Actividad inhibidora del radical libre 2,2-difenil-1-picril
hidrazilo (DPPH’).

La actividad antioxidante de las muestras se evaluaron mediante la
capacidad atrapadora del radical DPPH" utilizando la metodologia descrita
por Rojano y colaboradores (2008) con algunas modificaciones. El ensayo
se realizo en una placa de 96 pozos. Se colocaron 100 uL de solucion de
cada muestra (1 mg/mlL) y, posteriormente, se adicionaron 100 uL de
solucion etandlica de DPPH- 0.208 mM. La absorbancia fue medida
después de incubar a temperatura ambiente por un periodo de 20 min a
515 nm en un lector de Elisa Labsystem Multiskan® MCC/340. Los

resultados fueron convertidos a porcentaje de inhibicion y expresados
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como equivalentes de Trolox por miligramo de muestra (mMrtrolox/g muestra),
de acuerdo con una curva de calibracion realizada con el antioxidante

comercial Trolox en un intervalo de 3.2 a 200 mMtrolox.

4.6.2 Actividad inhibidora del radical 2,2’-azino-bis-(3-

etilbenzotiazolina)-6 sulfonato de amonio (ABTS™).

La capacidad atrapadora del radical ABTS** de las muestras se midio
empleando el método de Kriengsak y colaboradores (2006) con ligeras
modificaciones. El radical ABTS™* se gener6o por reaccion de oxidacion de
una solucion 7mM de ABTS con una solucion 2.45 mM de persulfato de
potasio. La solucion resultante se conservo en ausencia de luz por 12
horas antes de su uso. Posteriormente, esta solucion se diluyé con MeOH
hasta obtener una absorbencia inicial de al menos 0.70 a 734 nm. Para
realizar el bioensayo se colocaron 20 uL de solucion de cada muestra (1
mg/mL) en cada pozo. Posteriormente, se adicionaron 180 uL de la
solucion con el radical ABTS** ajustada a una absorbancia de 0.70. La
absorbancia final se midi6 a 700 nm después de 6 minutos de incubacion
a temperatura ambiente. Se construyé una curva de calibracion de Trolox
como estandar en un intervalo de 12.8 a 500 mMtwolox y los resultados se
expresaron en equivalentes de Trolox por miligramo de muestra (mMrtrolox/g

muestra) .

4.6.3 Medida de la capacidad reductora: Ensayo FRAP.

La evaluacion de la actividad reductora se realizo siguiendo el método
de Strain (1996) con modificaciones. Para realizar la determinacion se
adicionaron a cada pozo 20 uL de la solucion de propodleo (1 mg/mL), 180
uL del reactivo FRAP (2.5 mL de solucion 2,4,6-tripiridil-S-triazina 10 mM
en HCI 40 mM, 2.5 mL de FeClz 20 mM y 25 mL de buffer acetato 300 mM

a un pH de 3.6). La mezcla resultante se incubo durante 30 minutos a

POSGR/TDO =%
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temperatura ambiente; al término de este proceso se registré la
absorbancia a 593 nm. La capacidad reductora se expresé como capacidad
antioxidante en equivalentes de acido ascorbico (mMacido ascorbico/ Emuestra) de
acuerdo a una curva de calibracion de acido ascorbico realizada en un

intervalo 10 a 1500 mM.

4.7 Evaluacion de la actividad antibacteriana.

4.7.1 Microorganismo de prueba.

Para realizar la determinacion del efecto de los extractos y
compuestos aislados sobre el crecimiento bacteriano se utilizo6 como
microorganismo de prueba a la bacteria cariogénica Streptococcus mutans

(ATCC 10499).

4.7.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

(CMI).

El efecto de los compuestos y los extractos etanodlicos sobre el
crecimiento de la bacteria Streptococcus mutans se determiné utilizando el
método de microdilucion en placa de 96 pozos. La cepa de S. mutans
utilizada se conservé en glicerol a -64°C a partir del cultivo original ATCC.
Para reactivar la cepa, se incubo un inoéculo de la bacteria original
criopreservada por 24 h en caldo infusion cerebro-corazon (BHI, por sus
siglas en inglés). En seguida, se resembraron las bacterias que crecieron
utilizando de nueva cuenta caldo BHI y se incubo por 4 horas.
Posteriormente, la suspension celular se ajustdé a 2 en la escala de Mc.
Farland correspondiente a una concentracion de 1x10% UFC/mL utilizando
un espectrofotometro Agilent, modelo 8453E. El valor de CMI se definio
como la concentracion minima del compuesto o extracto de prueba que

limitaba la turbidez a menos de 0.05 Agso nm.
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4.7.3 Procedimiento general del ensayo.

En los 96 pozos de la placa se colocaron 100 uL del medio de cultivo.
Posteriormente, se adicionaron en la linea A 100 uL de la muestra (2.0
mg/mlL) y se realizaron diluciones seriadas transfiriendo 100 ul de linea en
linea (A-H) desechando los ultimos 100 pL. Como paso siguiente se
agregaron 80 uL de medio de cultivo enriquecido con 1% de sacarosa e
inmediatamente se adicionaron 20 uL de la bacteria S. mutans (1x10°
UFC/mL). Como controles se utilizaron: el medio de cultivo inoculado con
la bacteria de prueba (control negativo), el medio sin inocular (control de
esterilidad) y el medio de cultivo con indéculo y disolvente (control de
disolvente) y el medio con inoculo y gluconato de clorhexidina al 0.12%
como muestra (control positivo) (Tabla 5). Las placas fueron incubadas
durante 24 horas a 37°C en una incubadora Labnet 211DS. Por ultimo se
leyeron en una lectora de placas de Elisa a 660 nm para determinar su

CMI. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Tabla 5. Testigos utilizados en el ensayo biologico, para determinar la CMI.

Medio de
Control ' Compuesto de prueba
cultivo
Control de
Con inoculo Agua-DMSO (1mL:100uL)
disolvente
Control negativo Con inoculo Medio BHI
Control de
Sin inéculo Medio BHI
esterilidad
Gluconato de clorhexidina (CHX) al
Control positivo Con inoculo
0.12%
UN /Mg Pagina 51
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4.8 Microextraccion en fase sodlida de la fase gaseosa acoplada a
cromatografia de gases con espectrometria de masas en tiempo
de vuelo (HS-SPME-CG-EM-TOF).

4.8.1 Microextraccion.

La microextraccion se realizo6 empleando fibras de 50/30 um de
divinilbencen-carboxen-polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), 100 um de
polidimetilsiloxano (PDMS) y 75 um de divinilbencen-polidimetilsiloxano
(DVB/PDMS). Las fibras se activaron siguiendo las instrucciones del

fabricante (Supelco).

Para cada extraccion se emplearon aproximadamente 200 mg de cada
propoleos, 5 mL de agua y 20 mg de NaCl. Cada muestra se coloco por
separado en un vial de 40 mL con séptum de politetrafluoroetileno (PTFE).
Posteriormente, cada vial fue sometido a agitacion a una temperatura de
45-50°C y la fibra para la microextraccion se expuso en la fase gaseosa del
vial para la sorcion de los analitos durante 45 minutos. Una vez
transcurrido este tiempo, se retir6é la fibra del vial y se introdujo en el
inyector del cromatégrafo por 3 minutos para su desorcion y su analisis.
Para evitar cualquier sesgo experimental en el analisis, el proceso se

realizo por triplicado para cada muestra y para cada una de las fibras.

4.8.2 Cromatografia de gases-Espectrometria de masas (CG-EM).

Para la realizacion del analisis se emple6 el espectrometro de masas
marca LECO, modelo Pegasus 4D, acoplado a un cromatografo de gases
Agilent, modelo Agilent 6890N equipado con una columna capilar DB-5
(S%fenil-polimetilsiloxano de 10 m x 0.18 mm x 0.18um). La temperatura
del inyector se mantuvo a 300°C; utilizando como gas acarreador Helio

(Praxair, 5.0) a una velocidad lineal de 1 mL/min (medido a 250°C). La
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temperatura del horno se programo6 a 40°C (durante 1 minuto) y se
incrementé la temperatura a 20°C/min hasta los 300°C durante 5
minutos. Las inyecciones fueron realizadas mediante el modo de inyeccion

“split” (1:20).

La ionizacion se llevo a cabo mediante impacto electronico a 70eV; la
temperatura de la camara de ionizacion fue de 200°C y la de la linea de
transferencia de 250°C. Se programoé una velocidad espectral de 20
espectros/seg. El barrido de masas fue de 33-400 uma (unidad de masa
atomica). En la Tabla 6 se resumen las condiciones bajo las cuales las

muestras fueron preparadas y analizadas.
4.8.3 Obtencion del indice de concentracion (Fj;).

El coeficiente Fij se obtuvo realizando el procedimiento del inciso
4.8.1 para cada una de las fibras. Este indice fue introducido inicialmente
por Zuba et al., (2002) y fue modificado posteriormente por Hamm et al.

(2003) de la siguiente manera:

siHij
Fij= ——2
il

Doénde: Fij es el indice de la capacidad de concentracion de la fibra j
para los analitos i, k es el numero de fibras empleadas y, Hij el area o pico

del analito i para la fibra j.
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Tabla 6. Resumen de las condiciones de preparacion y analisis de las

muestras mediante HS-SPME-CG-EM-TOF.

Parametro Condicion

Técnica de preparacion de la Microextraccion en fase so6lida en la fase gaseosa

Preparacién de la muestra

muestra
Microfibra utilizada

Tiempo de exposicion de la fibra
Temperatura de la muestra

Posicion de la fibra en la extraccion

(HS-SPME)
2cm 50/30um DVB/CAR/PDMS
Marca Supelco Lote P340030 No. Cat. 573-48-U.
45 minutos
45-50°C (bano de agua)

En fase gaseosa (Headspace)

Andadlisis de la muestra

Tiempo de sorcion en el inyector 3 minutos
Marca y modelo del equipo LECO Pegasus 4D
Técnica analitica CG-EM-TOF
Temperatura del inyector 300°C

Cromatografo de gases
Columna capilar (fase)
Programacion de la temperatura del
horno
Tipo de inyeccion
Gas acarreador
Flujo del gas acarreador
Temperatura de la linea de
transferencia
Tipo de ionizacion
Analizador masico
Velocidad de adquisicién espectral
Retraso/encendido del filamento
Intervalo masas
Temperatura de la camara de
ionizacion

Compuestos de calibraciéon

Agilent 6890N
DBS5S 10m x 0,18mm dii x 0,18um
40°C (1 minuto), 20°C/minuto hasta 300°C (5
minutos)
Split (con division de flujo) 1:20
Helio, Praxair, grado 5.0 (Ultra Alta Pureza)

1 mL/minuto
250°C

Ionizacion electronica (IE)
Tiempo de vuelo (TOF)
20 espectros/segundo

0 minutos

45-400u
200°C

Perfluoroterbutilamina (PFTBA)
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4.8.4 Identificacion de los compuestos volatiles.

La identificacion de los compuestos volatiles se realizo por medio de la
comparacion de sus espectros de masas y de sus indices de retencion con
los reportados en la biblioteca electronica NIST (Instituto Nacional de

Estandares y Tecnologia) y en la biblioteca Wiley Version 2.0.

4.9Estudio fitoquimico biodirigido del propdleo obtenido en el

apiario de “Acuexcomatl”.

4.9.1 Preparacion del extracto.

El material vegetal (200 g) se someti6 a una extraccion por
maceracion a temperatura ambiente utilizando 1000 mL de etanol por un
periodo de 48 horas. Posteriormente, el extracto obtenido se filtro al vacio y
se recupero el disolvente a presion reducida para finalmente obtener 85.4

g del extracto total.

4.9.2 Fraccionamiento primario del extracto etandlico.

El extracto etandlico se someti6 a un proceso de fraccionamiento
utilizando un método de particion liquido-liquido. Para ello, el extracto
etandlico se suspendi6 en 700 mL de metanol-agua (95:5) y
posteriormente, se someti6 a un proceso de reparto utilizando
secuencialmente hexano (300 mL x 3) y acetato de etilo (AcOEt, 300 mL x
3). Las particiones resultantes fueron concentradas a presion reducida.
Este proceso condujo a la obtencion de las fracciones primarias F-Hex, F-

AcOEt y F-MeOH.
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4.9.3 Fraccionamiento secundario.

Los 58.0 g de la fraccion F-AcOEt se sometieron a un segundo
fraccionamiento via cromatografia en columna abierta sobre 500 g de gel
de silice. El proceso de elucion se llevo a cabo con CH2Cls y se incremento
gradualmente con acetona. Se colectaron 95 fracciones de 500 mL cada
uno y se reunieron aquellas que resultaron ser cromatograficamente
similares. De esta forma se generaron 14 fracciones combinadas (F-A a F-

N). En el Tabla 7 se resume este proceso.

Tabla 7. Resumen del fraccionamiento secundario mediante

cromatografica en columna abierta de la fraccion F-AcOEt.

Proporcién Fracciones
Fase mévil Fracciones ) Clave
(%) combinadas
CH2Cl2 100 1-10 1 F-A
99:1 11-25 2 F-B
98:2 26-33 3-10 F-C
97:3 34-41 11-12 F-D
95:5 42-46 13 F-E
CH2Cl»-
90:10 47-53 14-20 F-F
Acetona
85:15 54-63 21-37 F-G
80:20 64-70 38-44 F-H
70:30 71-84 45-48 F-1
50:50 85-89 49-52 F-J
Acetona 100 90-95 53-61 F-K
62-72 F-L
73-79 F-M
80-95 F-N
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4.9.4 Aislamiento y purificacion de los compuestos flavonoides.

A partir de las fracciones F-E, F-G y F-J precipitaron los compuestos
denominados F-E1, F-G1, F-J1 y F-J2, respectivamente. Estos compuestos
fueron purificados mediante recristalizacion por par de disolventes
utilizando CH2Cl>-metanol en diferentes proporciones. Los compuestos
denominados previamente como F-E1, F-G1 y F-J1 fueron caracterizados
mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas como la
pinocembrina (1), la acacetina (2), y la 47,7-dimetilnaringenina (5),
respectivamente. El compuesto con la clave F-J2 fue caracterizado como
una mezcla de alpinetina (3) y S-metileterpinobanksina (6) en proporcion

4:1.

Por otra parte, la fraccion F-F se recromatografio utilizando una
columna abierta de Sephadex LH-20 (24 x 5 cm) como adsorbente y
MeOH como fase movil. Se recolectaron 15 fracciones de 50 mL. Cada
fraccion se analiz6 mediante CCF y se reunieron aquellas que resultaron
similares. De esta forma, se generaron 6 fracciones (F-I a F-VI). Las
fracciones F-FIII y F-FV fueron caracterizadas como pinocembrina (1) y
galangina (4), respectivamente. En el Tabla 8 se resume el fraccionamiento
terciario por cromatografia en columna abierta de la fraccion F-F. En el
Diagrama 1 se resume el proceso de purificacion de los compuestos

mayoritarios presentes en el propodleo seleccionado.
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Tabla 8. Resumen del fraccionamiento terciario por cromatografia en

columna abierta de la fraccion F-F.

Fase movil  Fracciones Fracciones reunidas

Clave

1
2
3-8
9
10-13
14-15

MeOH 1-15

I
II
11
v

VI
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Diagrama 1. Proceso de aislamiento y purificacion de los compuestos
presentes en el propoleo del apiario “Acuexcomatl”.

Pronodleo “Acuexcomatl”

1) Maceraciéon en EtOH por 48 h
2) Filtrar y concentrar.

Extracto de Pronodleo

3) Resuspender en MeOH-H20

4) Particionar con 300 mL de hexano (x3)
5) Particionar con 300 mL de AcOEt (x3)
6) Concentrar

F-Hexano F-AcOEt F-MeOH

7) Fraccionamiento secundario por CCA (con gel de silice y
CH2Clz, CH2Cl2-acetona y acetona como fase movil)

A B C D E F G H I J K L M N
10) Recristalizaciéon
(CH2Cl2-acetona)
8) Recristalizacion F-G1 FJ-1
(CH2Cl2-acetona) ACACETINA (2) 4" 7-DIMETILNARINGENINA (5)
F-E1
PINOCEMBRINA (1)
FJ-2
ALPINETINA (3) y 5-METILETERPINOBANKSINA (6)
9) Purificacién por CCA con Sephadex y MeOH como fase movil
F-FI F-FII F-FIII F-FIV F-FV F-FVI
GALANGINA (4)
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5 Resultados y discusion.

Los resultados de la presente disertacion se dividen en cuatro partes.
La primera abarca aquellos aspectos concernientes a la investigacion
quimica biodirigida de la muestra de propoleo recolectada en el Centro
Ecologico Acuexcomatl, que comprende la determinacion sobre el
crecimiento de la bacteria cariogénica Streptococcus mutans, la evaluacion
del potencial antioxidante y el contenido de fenoles y flavonoides totales
del extracto etandlico derivado, de las fracciones y de los compuestos
aislados. La segunda concierne en la comparacion de la actividad
biologica, el contenido de fenoles y de flavonoides totales en las muestras
de propoleos recolectadas. La tercera se refiere a la cuantificacion
mediante HPLC del flavonoide pinocembrina y por ultimo, la cuarta parte
comprende la determinacion de la composicion de los compuestos volatiles
utilizando la técnica acoplada HS-SPME-GC-MS-TOF en cinco muestras
independientes recolectadas en diferentes apiarios ubicados en la Zona

Rural del Distrito Federal (Zona melifera del Altiplano de México).

Antes de discutir los resultados, es importante destacar que la
seleccion del propoleo como material de estudio se realizé con base en un
criterio etnomédico, el cual ha demostrado, ser un buen punto de partida
para el descubrimiento de compuestos bioactivos de interés medicinal

(Rosas-Pinon et al., 2012).

Durante la fase inicial del proyecto, se realizé una cuidadosa revision
en la literatura sobre diversos aspectos relacionados con el propoleo. Esta
actividad indic6 que en México existen seis zonas meliferas (Claridades,
2010, Salatino et al, 2011) y diferentes clases de propodleo (Salatino,

2011). Por otra parte, esta revision arrojo como resultados la ausencia de
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estudios en propodleos producidos en la zona melifera del Altiplano de

Meéxico.

A partir de uno de los propoleos recolectados y desecados
(Acuexcomatl) se preparo el extracto etanodlico y se ensayo con la finalidad
de determinar su actividad contra el crecimiento de S. mutans y su
capacidad antioxidante. La actividad antibacteriana se determino
utilizando el método de microdilucion en placa de 96 pozos, siguiendo la

metodologia descrita por Hernandez y colaboradores (2012).

La capacidad antioxidante se determiné utilizando los ensayos de
DPPH, ABTS y FRAP (Prior et al., 2005). Los resultados se expresaron en
unidades aceptadas internacionalmente como son: los equivalentes Trolox
(TEAC = mMrrolox/gmta) para los ensayos de DPPH y ABTS, y los
equivalentes de acido ascorbico (AEAC = mMac. ascorbico/ Emta) para el ensayo

de FRAP.

Por otra parte, se determind el contenido de fenoles y flavonoides
totales debido a que ambos son parametros importantes en el control de
calidad de los propdleos (Alzaga, 2011). EI contenido de fenoles totales fue
calculado como equivalentes de acido galico por miligramo de muestra
(Mgac.galico/ Emta.); mientras que el contenido de flavonoides como

equivalentes de quercetina (mgquercetina/ Emta)-

Con la finalidad de comparar la actividad biologica y el contenido
quimico del extracto etandlico del propodleo de Acuexcomatl se preparon a
pequena escala extractos etandlicos de otras muestras de propodleos
recolectadas y se ensayaron de la misma forma. En la Tabla 9 se resumen
las ecuaciones resultantes de las curvas de calibracion realizadas para

cada ensayo.
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Tabla 9. Ecuaciones de las rectas obtenidas para los ensayos de ABTS,

DPPH, FRAP, fenoles y flavonoides totales.

Ensayo [ntervalo de la Ecuacion de la recta (r?)
curva

Fenoles totales (A=760nm) 10 - 200 pug/mL ABS = 0.0036*Cac.gatico 0.0098 0.9954
Flavonoides totales (A.=420nm) 10 - 60 ug/mL  ABS = 0.0226*Cgquercetina ~ 0.0099  0.9992

ABTS (A=700nm) 3.2-75mM ABS =  0.0012*Crroox + 0.7928  0.9970
DPPH (A=490nm) 12.8 - 500 mM ABS = 0.0043*Crroox + 0.4298  0.9983
FRAP (A=595nm) 10 - 1500 mM ABS = 0.0006*Csc. asc. + 0.0382 0.9955

ABS : Absorbencia

5.1Estudio fitoquimico biodirigido del propoleo Acuexcomatl.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el ensayo de fenoles (44.5
Mgsc.galico/ Emta) Y flavonoides totales (16.65 mgquercetina/gmta), €l propoleo de
Acuexcomatl cumple con las especificaciones de control de calidad
establecidas por las normas de Argentina y Brasil. En estos documentos se
establece que el contenido minimo de compuestos fenédlicos y flavonoides
totales debe ser de 40 mgac.galico/ Emta ¥ S MEquercetina/ Emta, respectivamente
para que el propodleo o sus extractos puedan ser utilizados como materia

prima para elaborar productos de uso farmacéutico y cosmeético.

La actividad antioxidante mostrada por el extracto en los ensayos de
DPPH" y ABTS* fue de 62.2 mMtuolox/8mta ¥ 344.8mMMtrolox/Emta,
respectivamente. Por otra parte, mostro una actividad reductora en el
ensayo de FRAP de 348.8 mMacascorbico/ Emta. Por ultimo, el extracto
presentd una CMI de 261 ug/mL sobre el crecimiento de la bacteria
cariogénica Streptococcus mutans. Es importante mencionar que un
extracto preparado a partir de materiales vegetales es considerado activo si
presenta una CMI menor a 1000 ug/mL (Rivero-Cruz, 2008; Rosas-Pinon,

2012). Sin embargo, la potencia exibida por los extractos no se compara
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con el gluconato de clorhexidina (contro positivo), antimicrobiano topico
utilizado en los enjuagues bucales para el tratamiento de la gingivitis y

periodontitis, cuya CMI es de 1.2 pg/mL.

Con base en los resultados anteriores se decidio realizar el estudio
fitoquimico biodirigido del extracto etanodlico preparado a partir del
propodleo recolectado en el apiario de Acuexcomatl. Para ello, el extracto
total se fraccioné utilizando un meétodo de particion liquido-liquido
utilizando como disolventes hexano, acetato de etilo y metanol acuoso
(9:1). Como resultado de este proceso se obtuvieron las fracciones
primarias F-Hex, F-AcOEt y F-MeOH. En seguida, se determinoé su
capacidad antioxidante, el efecto sobre el crecimiento de la bacteria S.
mutans y el contenido de fenoles y flavonoides totales para cada fraccion

obtenida.

La fraccion F-AcOEt presento la mejor actividad antibacteriana (CMI
de 275 ug/mlL) y la mejor capacidad antioxidante (356.5 mMtrolox/ Emta, 76.0
MMtrolox/Emta ¥ 1202.1 mMac.ascorbico/ Emta €n los ensayos ABTS, DPPH y
FRAP, respectivamente). En las Graficas 1A a 1F, se ilustran dichos

resultados.

Por este motivo, la fraccion F-AcOEt se sometié a un fraccionamiento
secundario utilizando gel de silice como adsorbente y mezclas de
diclorometano y acetona en un gradiente de polaridad como fase movil.
Como resultado de este proceso se obtuvieron catorce fracciones
secundarias (FA - FN). Dichas fracciones fueron evaluadas para
determinar de nueva cuenta su actividad antibacteriana, capacidad
antioxidante, contenido de fenoles y flavonoides totales. En las Graficas

1A a 1F se ilustran los resultados correspondientes.
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Las fracciones F-A a F-F presentaron un contenido de fenoles mayor a
80 mgsc. galico /Emta €N comparacion con el resto de las fracciones cuyos
contenidos fueron menores a 60 mgac. gilico /Emta (Grafica 1A). Por otra
parte, es importante mencionar que la fraccion F-F presento la mayor
concentracion de flavonoides (47.5 mgquercetina/ €mta) con respecto al resto de
las fracciones cuyos contenidos se encuentran por debajo de 25

Mgquercetina/ gmta (Grafica 1B).

La tendencia de los resultados obtenidos para las fracciones
secundarias en los ensayos de DPPH y ABTS son similares (Graficas 1C y
1D). Esta tendencia puede explicarse con el mecanismo de accion por el
cual los antioxidantes neutralizan a ambos radicales, el cual es
practicamente el mismo (Figura 8). Asi, las fracciones secundarias F-A, F-
B, F-E, F-F, F-K, F-L y F-M presentaron la mejor capacidad de
neutralizacion para ambos radicales. Sin embargo, la capacidad
antioxidante determinada en el ensayo de ABTS es significativamente
mayor en comparacion con la capacidad antioxidante determinada en el
ensayo de DPPH. Estos resultados se encuentran en armonia con los
reportados por Flogel en el 2011. En esta oportunidad el autor sugiere que
el ensayo de ABTS puede ser una mejor opcion con respecto al ensayo de

DPPH para determinar la capacidad antioxidante.

Por otro lado, se determiné la habilidad de las fracciones secundarias
para reducir al hierro. Los resultados indican que estas fracciones reducen
al cation hierro IIl en un intervalo de concentracion de 28 a 260 mMac.
asc./8mta. Las fracciones F-B - F-F y F-M fueron las mas activas mientras

que, las fracciones F-H y F-I fueron inactivas (Grafica 1E).
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Figura 8. A. Mecanismo de accion de los antioxidantes frente al radical cati6nico ABTS™.
B. Mecanismo de accién de los antioxidantes frente al radical DPPH.

Por ultimo, el efecto encontrado al ensayar las fracciones secundarias
(F-A a F-M) sobre el crecimiento de la bacteria cariogénica S. mutans se
encontr6 en un rango de 4 a 1300 pg/mL. Las fracciones F-A y F-B
mostraron la mejor actividad con un valor de CMI de 4.26 ug/mL y 6.92,

respectivamente (Grafica 1F).

Con base en los resultados anteriores, se decidi6é continuar el estudio
quimico con las fracciones F-E, F-F y F-G ya que presentaron la mejor
actividad antioxidante y antibacteriana, asi como la mayor concentracion
de fenoles y flavonoides. Aunque las fracciones F-A y F-B presentaron la
mayor potencia antibacteriana y las mejores actividades antioxidantes, no
fue posible continuar con su estudio quimico debido a que la cantidad de
muestra con la que se contaba era insuficiente. Sin emargo, se puede

inferir que el contenido quimico de ambas fracciones es del tipo fenolico.
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Grafica 1. Actividad antioxidante y contenido de fenoles y flavonoides totales en el extracto
etanolico y las fracciones derivadas del fraccionamiento del propoleo de Acuexcomatl. A.
Contenido de fenoles totales. B Contenido de flavonoides totales. C. Capacidad de
neutralizar al radical DPPH'. D. Capacidad de neutralizar al radical cationico ABTS*. E.
Capacidad de reducir a fierro. F. determinacién del efecto sobre el crecimiento de la
bacteria cariogénica Streptococcus mutans.
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A partir de las fracciones F-E y F-G se purificaron los compuestos F-
El y F-Gl, caracterizados como pinocembrina (1) y acacetina (2)
respectivamente. La fraccion F-F fue recromatografiada como se describe
en el desarrollo experimental en el punto 4.9.4, obteniendo seis fracciones
(F-FI a F-FVI). A partir de las fracciones F-FIII y F-FV se aislaron
cantidades adicionales de pinocembrina (1) y el compuesto F-FV1,
caracterizado como galangina (4). Por otra parte, a partir de la fraccion F-J
se aislo el compuesto F-J1, caracterizado como 4’,7-dimetilnaringenina y
una mezcla constituida por los compuestos alpinetina (3) y S-metileter-
pinobanksina (6) denominada F-J2. En la Figura 9 se ilustran las

estructuras quimicas de los compuestos aislados.

0.5760 g 0.0796 g 0.0436 g (mezcla)

Rendimiento: 0.94% Rendimiento: 0.13% o\ Rendimiento: 0.07%
HO. 0. ‘\\\\\\\ HO. (¢] D HO 0. N @
H H
H
OH (o] OH o
pinocembrina (1) acacetina (2)
0.2600 g 0.0240 g

L . o

Rendimiento: 0.42% Rendimiento: 0.04% ~

HO. (0] ‘\\\\\\\ /O 0] \\\\\\\
OH E
OH

galangina (4) 4", 7-dimetilnaringenina (5)

S-metileterpinobanksina
(6)

Figura 9. Estructuras quimicas y rendimientos (%) de los seis compuestos aislados a partir del extracto
etanolico del propodleo colectado en el apiario Acuexcomatl.

En las Graficas 2A a 2C se ilustran los resultados obtenidos de la
evaluacion biologica obtenida con los compuestos ensayados. Es
importante mencionar que la 4°,7-dimetilnaringenina (5) no fue ensayada

debido a que la cantidad que se aislo no fue suficiente para realizar dichos

ensayos.
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Como se observa en las Graficas 2A a 2C, la galangina (4) presento la
mejor actividad en los tres ensayos realizados. Este flavonoide presento
una capacidad de inhibicion de los radicales ABTS* y DPPH" de 636 y 78
mMirolox/ Emta, respectivamente, ademas de presentar una habilidad
reductora de 1144 mMacasc/Emta €n €l ensayo de FRAP. Por otra parte, la
acacetina (2) mostro una buena capacidad antioxidante frente a los
radicales DPPH" y ABTS™* (17.3 y 219 mMtrolox/ gmta, respectivamente) y un
poder reductor moderado con respecto a la galangina. Por ultimo, la
pinocembrina (1) y la mezcla de alpinetina (3) y S-metileterpinobanksina
(6) presentaron las menores actividades antioxidantes y reductoras en los

ensayos realizados.

En este sentido, estudios previos realizados por Pieta (2000) sobre la
relacion entre la estructura y la actividad biologica demuestran que los
flavonoides con mejor actividad antioxidante poseen las siguientes

caracteristicas estructurales:

1) Presencia de grupos hidroxilo en los carbonos C-3" y C-4" del anillo
B. Esta caracteristica le confiere una mayor estabilidad a la forma
radical y participa en la deslocalizacion de los electrones.

2) Un doble enlace en los carbonos C-2 y C-3, asi como un carbonilo
en la posicion C-4. Estas caracteristicas permiten Ila
deslocalizacion de electrones desde el anillo C.

3) La presencia de grupos hidroxilo en los carbonos C-3 y C-5 (Pieta,

2000).
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2A Capacidad de neutralizar al radical DPPH’ 2B capacidad de neutralizar al radical ABTS™*
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2C Capacidad de reducir a fierro 2D Actividad antibacteriana frente a S. mutans
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Grafica 2. Actividad antioxidante y antibacteriana de pinocembrina (1), acacetina (2), galangina (4) y
de la mezcla F-J2 (alpinetina (3) y 5-metileterpinobanksina (6) a una concentracion de 1000 ppm.
2A. Capacidad de neutralizar al radical DPPH'. 2B. Capacidad de neutralizar al radical cationico
ABTS*. 2C. Capacidad de reducir a fierro. 2D. Capacidad inhibitoria frente a S. mutans.

En este sentido la galangina (4) que presenté la mejor capacidad
antioxidante reune dos de las tres -caracteristicas mencionadas
anteriormente, ya que presenta un doble enlace entre los carbonos C-2 y
C-3, un grupo carbonilo en C-4 y grupos hidroxilos en C-3 y C-5. Por otra
parte, la acacetina (2), que presento una actividad antioxidante moderada,
presenta casi las mismas caracteristicas que galangina (4) con excepcion
del hidroxilo en C-3. Por ultimo, la pinocembrina (1), la alpinetina (3) y la
S-metileterpinonaksina (6) no presentan la doble ligadura en C-2 y C-3, ni
el grupo hidroxilo en C-3 y C-5, lo cual explica su menor capacidad

antioxidante.
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5.1.1 Caracterizacion estructural de los metabolitos aislados.

La elucidacion estructural de los compuestos obtenidos se realizo
mediante la aplicacion de métodos espectroscopicos y espectrométricos.
En esta seccion, se discutira a elucidacion de las estructuras de los

compuestos pinocembrina (1), alpinetina (3) y 5-metileterpinobanksina (6).

La pinocembrina (1) (Figura 10) ha sido previamente aislada de las
especies vegetales Boesenbergia pandurata (rizoma) y Flourensia oolepis
(partes aéreas), ademas de haber sido ampliamente aislada del propéleo.
Esta flavona, se aislé como un sélido cristalino amarillo palido. Su féormula
molecular se establecio como Ci15H1204 con base en su espectro de masas,
que mostréo un ion molecular con una relacion masa carga de 256. Las
caracteristicas mas importantes observadas en los espectros de RMN !H y

RMN 13C del producto 1 se resumen a continuacion:

OH (@)

EMIE m/z (pinocembrina): 256 (62), 255 (43), 179 (96), 153 (26) ,152 (100),
124 (55), 104 (22), 103 (20), 77 (19), 69 (23), 51 (11).

Figura 10. Estructura quimica de la pinocembrina y sus datos de espectrometria de
masas.

1. En la region aromatica del espectro de RMN!H se aprecia un doble
de dobles en 6y 7.48 (2H, dd, J= 8.0 y 4.0 Hz, H-2y H-6") y un multiplete
en ou 7.42 — 7.35 (3H, m, H-3’- H-5"). Estas senales correlacionan en el
espectro de HSQC con las absorciones en oc 128.27 (C-2y C-67), 128.19
(C-47) y 125.91 (C-37y C-57). Las senales son asignables al anillo B de la

flavona.
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2. Por otra parte, en el espectro de RMN!H se aprecian dos senales
dobles en 6u 5.93 (1H, d, J= 4.0 Hz, H-6) y en ou 5.90 (1H, d, J= 4.0 Hz, H-
8), las cuales se correlacionan con las senales del espectro de HSQC d&c
95.75 (C-6) y en doc 94.81 (C-8), respectivamente. Estas senales son

asignables al anillo A de la flavona.

3. En la region alifatica del espectro se aprecian tres dobles de dobles
en og2.76 (1H, dd, J=16.0 y 4.0 Hz, H-3b), 3.1 (1H, dd, J= 16.0 y 12.0
Hz, H-3a) y 5.44 (1H, dd, J =16.0 y 4.0 Hz, H-2), los dos primeros
correlacionan en el espectro de HSQC con la senal en d¢c 42.75 (C-3) y el
tercero con la senal en d¢c 79.01 (C-2). Estas senales son asignables a las
posiciones 2 y 3 del anillo C de la flavona. En las Figuras 11 y 12 se
muestran los espectros de RMN !'H y RMN 13C obtenidos para la
pinocembrina (1) y en la Tabla 10 se resumen sus constantes

espectroscopicas.

Las constantes descritas anteriormente, fueron comparadas con las

descritas en la literatura por Wawer y Zielinska (2001).
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Figura 11. Espectro de RMN !H de la pinocembrina (1)

T T T T T T T T
20 110 100 a0 80 70 60 50 40

Figura 12. Espectro de RMN 13C de la pinocembrina (1)
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La alpinetina (3) (Figura 13A) se separ6 en mezcla con la 5-
metileterpinobanksina (6) (Figura 13B) como un solido blanco. La
alpinetina (3) ha sido previamente aislada de las especies vegetales del
genero Alpinia y de la especie Boesnbergia rotunda. Sin embargo, solo
existe un reporte en el cual se describe el aislamiento de alpinetina (3) a
partir de una muestra de propdoleo argentino. Mientras tanto, la 5-
metileterpinobanksina (6) ha sido aislada en muestras de propodleos

brasilenos y en la especie Lychnophora staavioides Mart (Takeara, 2003).

Las formulas moleculares de la alpinetina (3) y de la pinobanksina-5-
metileter (6) se establecieron como CigH1404 y Ci16H1405 con base en el
espectro de masas obtenido para la mezcla. Este espectro mostré iones
moleculares en una relacion masa carga de 270 y 286. La proporcion de
los compuestos en la mezcla se calculé como 4:1 utilizando el espectro de
RMN!H. Las caracteristicas mas importantes observadas en los espectros

de RMN !H y RMN 13C de los productos 3 y 6 se resumen a continuacion:

OCH; O OCH3 o

Figura 13. (A). Estructura quimica de la alpinetina (3). (B). Estructura quimica de la 5-
metileterpinobanksina (6).
1. En la region aromatica del espectro de RMNI!H (Figura 14) se
aprecian dos multipletes en du 7.47 — 7.49 (2H, m, H-2'y H-6") y en
Ou 7.35 - 7.46 (3H, m, H-3"- H-5"). Estas senales correlacionan en el
espectro de HSQC con las absorciones en 6c 128.75 (C-27y C-6),
128.60 (C-4) y 126.86 (C-3" y C-5") para el compuesto mayoritario
alpinetina (3). Por otra parte, las senales de los protones H-2" - H-6"

de la 5-metiléterpinobaksina (6) se encuentran sobrepuestas con las
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de los protones H-2-H-6" de la alpinetina (3). Las senales
correspondientes a la S-metileterpinobanksina (6) presentan
correlaciones en el espectro HSQC con las absorciones en d¢c 128.93
(C-27y C-67), 128.32 (C-4) y 126.86 (C-37y C-57). Ademas, se aprecian
dos senales diles en 0on 6.05 (1H, d, J= 2.0 Hz, H-8) y 5.98 (1H, d, J
= 2.0 Hz, H-6). Estas senales correlacionan en el espectro de HSQC
con las absorciones en d¢c 95.06 (C-8) y 93.90 (C-6). Este grupo de
senales son asignables al anillo A de la alpinetina (3). Por ultimo, se
observan dos senales dobles en 6u 6.08 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8) y
5.93 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-6) que correlacionan con las senales en dc
93.70 (C-6) y en 6c 95.91 (C-8), respectivamente. Estas senales son
asignables a los protones del anillo A de la S-metileterpinobanksina

(6).

2. En la region comprendida en el intervalo de du 5.46 a 2.60 del
espectro de RMNIH se aprecian tres dobles de dobles y una senal
simple. La senales en 6u 5.46 (1H, dd, J=16.0 y 4.0 Hz, H-2), 2.96
(1H, dd, J= 16.0 y 12.0 Hz, H-3a) y 2.60 (1H, dd, J= 4.0 y 16.0 Hz,
H-3b) correlacionan en el espectro de HSQC con las absorciones dc
78.46 (C-2) y 45.28 (C-3). Por ultimo, se aprecia un singulete en
O0u/dc 3.72/56.06 (3H, s) asignable a un grupo metoxilo. Este
sustituyente fue ubicado en la posicion C-5 con base en los
resultados obtenidos en el espectro de NOE (Figura 16), en el cual
se observa claramente que al irradiar el singulete en ou 3.72, se
intensifica la senal en 6u 6.05 (H-6). Esta observacion es consistente

con la ubicacion del metoxilo en la posicion S.

3. Con respecto a las senales de la 5-metileterpinobanksina (6) en los
espectros de RMN se observan en 06u/dc 4.31 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-
2)/82.80 (C-2), 3.75 (3H, s)/ 56.17 y 5.06 (1H, dd, J = 12 Hz, H-
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3)/72.99 (C-3). El grupo metoxilo se ubicéo en C-5 utilizando una
estrategia similar a la descrita para la alpinetina (3). En las Figuras
14, 15 y 16 se muestran los espectros obtenidos de RMN H, RMN
13C y NOE para la alpinetina (3) y la 5-metileterpinobanksina (6) y
en la Tabla 10 se resumen sus constantes espectroscopicas. Los
datos espectroscopicos y espectrométricos son idénticos a los

descritos previamente por Ching y colaboradores (2007).

S N I -
Wl dox 2 U

T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 3.0 28 26
1 (ppm)

Figura 14. Espectro de RMN !H de la mezcla de alpinetina (3) y 5-metileterpinobanksina (6)

O-CH;
6 2
4 1 8 3
O-CH
10 ) 3 }
1
4 10 ' ‘
i i i Wi Wit ‘ ) Ll
1‘90 1‘80 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 1‘00 9‘0 éO 7‘0 6‘0 5‘0 ‘;0
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Figura 15. Espectro de RMN 13C de la mezcla de alpinetina (3) y 5-metileterpinobanksina (6).
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5-OCH;

5-OCH,

H-6

Figura 16. Espectro NOE de la mezcla de alpinetina (3) y 5-metileterpinobanksina (6).
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La acacetina (2), la galangina (4) y la 4°,7-dimetilnaringenina (5) se
asilaron como solidos y sus formulas moleculares se establecieron como
C16H120s5 (M*284), C16H120s5 (M*282) y C17H160s5 (M*300), respectivamente
mediante espectroscopia de masas. Las constantes espectroscopicas para
cada producto se resumen en la Tabla 10 y en la Figura B del Anexo 1 se
muestran los espectros de masas, RMN 1H y RMN 13C. Todos los
resultados espectroscopicos y espectrométricos son consistentes con los
reportados en la literatura (Wawer y Zielinska, 2001; Medina, 2011;
Pinzoén, et. al., 2011).

La acacetina (2), ha sido previamente aislada a partir de las hojas de
Robinia pseudacacia y de muestras de propoleo de Sonora (Valencia, 2012)
y de Brasil (Alencar, 2007). La galangina (4) ha sido aislada de la especie
vegetal Helichrysum aureonitens (Meyer, 1997) y de algunas muestras de
propoleos. Por ultimo, a partir de la especie vegetal Terminalia fagifolia
(Garcez, 2006) y de una muetsra de propoleo mexicano (Tellez y Murillo,

2011) se ha asilado al flavonoide 4°,7-dimetilnaringenina (5).
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos y contantes de acoplamiento de los compuestos aislados en RMN 1H.

Pinocembrina (1) Alpinetina (3) 5-metileterpinobanksina (6)  4’,7-dimetilnaringenina (5)
: e O 2 oY
\9 HO 8 o i s HO. N ol W s HO N o a 5 HaCO L o! X 5
. 8 7 9 B ‘ 7 9 .\\2“\\ v 7 9 _;\\ g 7 9 ";\\\ v
8 2 6 x 6 ; 6 6
Q_‘ 6 2 10 : 6 4 10 7 : 6 7 10 ; oH 6 10 ;
5 (3 Hz) 5 (3 Hz) 5 (J Hz) 5 (J Hz)

2 544 (IH, dd, J=16.0,4.0) 546 (1H, dd, J =16.0, 4.0) 431(1H, d, J = 8.0) 5.37 (1H, dd, J=16.0, 4.0)

322.76 (1M, dd, J= 4.0, 16.0) 2260 (11% g)d’ 1=4.0, 322.79 (1H, dd, J = 4.0, 16.0)
3 0 5.06 (1H, d, J = 12)

3b3.1 (1H, dd, J=16.0, 12.0) P 2'96(11}12’8;1"]_16'0’ 3b 3.1 (1H, dd, J=16.0, 12.0)
4 - — — —

5-OH 12.0 (1H)
5-OCH, 3.72 GH, ) 3.75 3H, s)

6 5.90 (1H, d, J = 4.0) 5.98 (1H, d, J = 2.0) 5.93 (1H, d, J = 2.0) 6.05 (1H, d, J = 4.0)
7 - . - -
8 5.93 (1H, d, J = 4.0) 6.05 (1H, d, J = 2.0) 6.08 (1H, d, J = 2.0) 6.07 (1H, d, J = 4.0)
9 - - - —
10
1 - — - —

2.6 7.48 (2H, dd, ] =8.0, 4.0) 7.47-7.49 (2H, m) 7.47-7.49 (2H, m) 7.39 (2H, dd, 1 =8.0, 4.0)
3, 4,5 7.35-7.41 (3H, m) 7.32-7.46 (3H, m) 7.32-7.46 (3H, m)

3,5 6.96 (2H, dd, J =8.0, 4.0)
4-OCH, 3.81 (3H, s)
7"-OCH, 3.83 (3H. s)

400 MHz, CD,0D 400 MHz, DMSO-d, 400 MHz, DMSO-d, 400 MHz, CDCl,
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de los compuestos aislados en RMN 13C (Continuacion).

Pinocembrina (1)

Alpinetina (3)

5-metileterpinobanksina (6)

4’ 7-dimetilnaringenina (5)

OCH;4
: r
S y
3
Q_‘ 3
o
2 79.01 78.46 82.80 79.0
3 42.75 45.28 72.99 43.0
4 195.87 187.76 190.06 196.0
5 164.05 164.45 164.02 164.1
6 94.81 93.90 93.70 96.0
7 167.00 165.18 164.79 167.9
8 95.76 95.06 95.91 98.4
9 163.22 162.63 162.56 162.9
10 102.5 104.92 102.94 -
1 138.98 137.99 139.59 130.0
2,6 128.27 128.75 128.93 128.5
4 128.19 128.60 128.32 160.0
3,5 125.91 126.86 126.86 115.0

4"-OCHs 55.7

5-OCH; 56.07 56.17

7°-OCH, 55.4

100 MHz, CDsOD

100 MHz, DMSO-ds

100 MHz, DMSO-ds

100 MHz, CDCls
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de los compuestos aislados en RMN 'H y RMN 13C (Continuacion).

Galangina (4) Acacetina (2) Galangina (4) Acacetina (2)
N
NS
2
3
e
d (JHz) d (J Hz) ) o
2 --- --- 145.15 164.64
3 6.16 (1H, s) 136.99 103.92
4 --- --- 175.87 182.69
5-OH 12.09 (1H) 12.88 (1H) 161.27 162.68
6 6.3 (1H, d, J = 4.0) 6.45 (1H, d, J = 4.0) 98.28 99.30
7 --- - 164.28 163.66
8 6.57 (1H, d, J = 4.0) 6.81 (1H, d, J = 4.0) 93.68 94.44
9 --- - 157.13 157.74
10 -—- - 103.39 104.16
1 --- - 131.18 123.21
2,6’ 8.26 (2H, dd, J =8.0, 4.0) 7.98 (2H, dd, J =8.0, 4.0) 129.08 128.69
3 54 | 7.55(3H, m, J=8.0, 4.0) -
4 127.59 161.85
3,5 --- 7.05 (2H, dd, J =8.0, 4.0) 129.95 114.95
4'-
OCH, 3.81 (3H, s) 55.95
400 MHz, , CD;0D 400 MHz, DMSO-d, 100 MHz, CDsOD 100 MHz, DMSO-ds
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5.2 Comparacion de la actividad biologica, del contenido de fenoles y

flavonoides totales del extracto etandlico de los propéleos.

El efecto observado sobre el crecimiento de S. mutans de los cinco
extractos etanolicos, se encontré6 dentro de un intervalo de 261 a 1200
pg/mL. Los extractos etanodlicos de los propodleos provenientes de los
apiarios Acuexcomatl y Buho fueron los que presentaron la mejor actividad
con una CMI de 261 pg/mL y 295 ug/mL, respectivamente. El extracto del
propoleo Valentin presento una CMI de 596 ug/mL y es considerada como
una actividad moderada, mientras que los extractos de los propoéleos Don
Nico y Trojes presentaron una actividad mayor a 1000 ug/mL, considerada

como baja (Rivero, 2008; Rosas-Pinon. 2012).

Los resultados del contenido de fenoles y flavonoides totales presentes
en los extractos etanodlicos de los cinco propodleos recolectados, se resumen
en la Tabla 11. Como se deduce de estos resultados el extracto derivado
del apiario El Buho presenta la mayor concentracion de fenoles y
flavonoides totales. En contraste el extracto etanodlico del propodleo de
Acuexcomatl presenté las concentraciones mas bajas. Sin embargo, los

valores cumplen con las normas de calidad tomadas como referencia.

Tabla 11. Contenido de fenoles y flavonoides totales presentes en los

extractos etanélicos de los propoleos colectados.

Mucsira  Fenoles iidlec Flavonoides iofalcs
Buho 115.04 £ 0.14 43.64 £ 0.08
Don Nico 83.69 £ 0.03 43.09 £ 0.05
Trojes 60.19 £ 0.01 23.08 £ 0.04
Valentin 69.55 £ 0.07 17.40 £ 0.05
Acuexcomatl 44.53 £ 0.04 16.65 £ 0.01
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La capacidad antioxidante mostrada por los extractos en los ensayos
de DPPH y ABTS se encuentra en los intervalos de 62-78 mMrtrolox/E8mta ¥
184-450 mMrrolox/gmta, respectivamente (Tabla 12). Las diferencias
obtenidas en el ensayo de DPPH para los diferentes extractos, no resultan
tan evidentes como las observadas en el ensayo de ABTS. Estos resultados
indican que los extractos de los propodleos de los apiarios Buho, Don Nico y
Acuexcomatl poseen la mejor habilidad para neutralizar al radical ABTS*
(336.78 mMrtrolox/Emta, 450.94 mMrrolox/Emta ¥ 344.83 mMrtrolox/ Emta,
respectivamente), mientras que los propodleos de los apiarios Trojes y
Valentin presentaron la menor capacidad de neutralizacion de estos

radicales (184 mMrrolox/ Emta).

Por otra parte, la capacidad de los extractos para reducir a hierro en
el ensayo de FRAP se encuentra en un rango de 348 y 1258 mMac.asc./ Emta
(Tabla 12). Los resultados obtenidos indican que el extracto del propdleo
recolectado en el apiario de Don Nico presentéo la mejor habilidad

reductora del Fierro (1258 mMac.asc./ Emta).

Tabla 12. Actividad inhibidora de los extractos etanolicos de los propoleos
en estudio frente a los radicales DPPH' y ABTS'* y habilidad reductora por
el ensayo de FRAP.

TEACpppH TEACaBTS AEACrFrap
Muestra
( MMrotox/ gmta. T DE) ( MMrotox/ gmta. £ DE) ( mMac.asc./ gmta. T DE)

Buho 78.33 £ 0.003 336. 78 £ 0.032 680.22 £ 0.040
Don Nico 76.54 £ 0.001 450.94 = 0.039 1258.56 £ 0.037
Trojes 77.94 £ 0.001 184.00 £ 0.016 460.22 = 0.082
Valentin 77.01 £0.003 184.72 £ 0.038 560.22 £ 0.090
Acuexcomatl 62.21 £ 0.008 344. 83 £0.017 348.83 £ 0.029




Resultados y discusion

5.3 Cuantificacion por HPLC del flavonoide pinocembrina (1).

Considerando que la pinocembrina (1) es el metabolito secundario
aislado en mayor abundancia en el extracto estudiado. Se decidio
cuantificar a la pinocembrina (1) en las cinco muestras de propodleos
recolectados en la zona melifera del Altiplano de México, ademas de que
esta flavona se considera como un marcador de los propodleos poplares.
Esta cuantificacion se realizé a partir de los extractos etandlicos de cada
uno de los propodleos recolectados. Como estandar de trabajo, se utilizo la

pinocembrina (1) aislada y caracterizada en este estudio.

La identificacion de la presencia de la pinocembrina (1) en los
extractos se realizo6 mediante la comparacion del tiempo de retencion y la
absorbancia presentada por la pinocembrina (1) con las senales presentes

en los cromatogramas obtenidos con los extractos.

Utilizando un sistema de elucion MeOH-(H2O:TFA al 0.1%) en
proporcion 55:45, la pinocembrina (1) presento un tiempo de retencion de
9.0 minutos y una absorbancia de 290 nm. Por su parte, la pinocembrina
(1) presente en el extracto de los propoleos Acuexcomatl, Buho y Trojes

registré un tiempo de retencion de 8.7 minutos.

Por otro lado, con el sistema MeOH-ACN-(H20:TFA al 0.1%) en
proporcion 3:2:5 la pinocembrina (1) presento un tiempo de retencion de
18.9 minutos y en el extracto de los propodleos de Valentin y Don Nico un
tiempo de retencion de 19.2 minutos. En la Figuras 17A a 17D se ilustran
los cromatogramas obtenidos durante la determinacion de la presencia de

pinocembrina (1) presente en los extractos para cada sistema utilizado.
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Figura 17. Identificacion por HPLC de pinocembrina en los extractos etandlicos. A.
Cromatograma obtenido con una soluciéon etandlica de 10 ug/mL de pinocembrina
utilizando como fase movil MeOH-(H2O:TFA al 0.1%). B. Perfil cromatografico del extracto
etanodlico del propdleo de Acuexccomatl utilizando como fase movil MeOH-(H2O:TFA al
0.1%). €. Cromatograma obtenido con una solucion etandlica de 10 pg/mL de
pinocembrina utilizando como fase movil MeOH-ACN-(H20:TFA al 0.1%) en proporcion
55:45. D. Perfil cromatografico del extracto etanélico del propéleo de Valentin. utilizando
como fase movil MeOH-(H2O:TFA al 0.1%) en proporcion 30:20:50.

Una vez realizada la identificacion de la pinocembrina (1) en los
diferentes extractos, se procedioé a cuantificar su contenido en las matrices
seleccionadas. Para ello, se realizo una curva de calibracion con seis
niveles de concentracion (5, 10, 25, 50, 100 y 150 pug/mL) en dos sistemas
de elucion diferentes. Los resultados obtenidos para este ensayo de

valoracion se resumen en la Tabla 13.
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Tabla 13. Ecuaciones de las curvas de calibracion de pinocembrina

realizadas para los dos sistemas cromatograficos.

Coeficiente de

Fase movil Ecuacion de la recta correlacion (R2)
MeOH-(H20:TFA al 0.1%) A = 67.619*Cpinocembrina 97.348 0.9944
MeOH-ACN-(H2O:TFA al 0.1%) A = 67.162*Cpinocembrina 94.689 0.9944

Como se observa en la Tabla 14 el mayor contenido de pinocembrina
se concentra en la muestra del apiario Buho, mientras que el menor
contenido del flavonoide se encontr6 en el propdleo de Trojes. Cabe senalar
que el contenido de pinocembrina (1) en el extracto del propoleo Don Nico
no pudo cuantificarse debido a la escasa resolucion del pico
correspondiente. Los cromatogramas obtenidos para cada matriz se

ilustran en la Figura 18.

Tabla 14. Contenido de pinocembrina en los extractos.

Extracto Contenido de pinocembrina
etandélico (M@pinocembrina/ Gmta * DE)
Buho 37.24+£4.3
Valentin 16.5+ 1.9
Trojes 6.19 £ 3.2
Don Nico ND
Acuexcomatl 6.97 £ 4.2

ND: no determinado

El contenido de pinocembrina (1) en los extractos es congruente con
la actividad antibacteriana presentada por los mismos, ya que estudios
previos han demostrado que la pinocembrina (1) posee la mayor potencia
antibacteriana con respecto a otros flavonoides. Con base a ello, el
propdoleo de Buho que posee el mayor contenido de pinocembrina (1)
también presenta la mejor actividad antibacteriana. Sin embargo, la
actividad antibacteriana mostrada por el propoleo de Acuexcomatl, puede

ser debido a un efecto sinérgico de los compuestos presentes en el mismo.
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Figura 18. Perfiles

cromatograficos obtenidos para los extractos

etanolicos de los propodleos evaluados a una concentracion de 2.0 mg/mL
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5.4 Analisis de la composicion de volatiles.

Con el objetivo de determinar la composicion de los compuestos
volatiles presentes en las muestras recolectadas se realizo el analisis
independiente de cada una de las muestras utilizando la técnica acoplada
de HS-SPME-CG-EM-TOF. Como primer paso de este analisis se
determinaron las condiciones Optimas de analisis, mismas que se
obtuvieron variando el tiempo de exposicion de las fibras, la agitacion, la
temperatura de extraccion y el tipo de fibra utilizada. Las fibras utilizadas
fueron la DVB/CAR/PDMS, DVB/PDMS y PDMS. La seleccion de la fibra
con la mejor capacidad de adsorcion se determinoé utilizando el coeficiente

de concentracion (Fj) para cada fibra.

Utilizando las areas totales obtenidas para cada fibra se calculo el
indice de capacidad de concentracion (Fj) para las fibras utilizadas. La
fibra de DVB/CAR/PDMS presenté el mayor Fj con respecto a las otras
dos fibras probadas. Los valores obtenidos de Fj se resumen en la Tabla
15.

Tabla 15. Valores del indice de capacidad de concentracion Fj del propoleo

colectado en el apiario Acuexcomatl para las tres fibras empleadas.

o ) Color  Superficie
Composicién Acrénimo ) Fy
de fibra (um)

Divinilbencen-carboxen-polidimetilsiloxano DVB / CAR/PDMS Gris 50/30 8.7
Divinilbencen- polidimetilsiloxano DVB/PDMS Negra 75 5.7
Polidimetilsiloxano PDMS Roja 100 3.6
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En la Figura 19 se ilustran los cromatogramas ionicos totales y en la
Tabla 16 los componentes volatiles obtenidos utilizando las tres fibras

diferentes para el propoleo colectado en Acuexcomatl.
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Figura 19. Cromatograma iénico total de los compuestos volatiles presentes en el propéleo
colectado en el apiario Acuexcomatl obtenido por la técnica HS-SPME-CG-EM-TOF
utilizando tres fibras diferentes.

Tabla 16. Compuestos volatiles obtenidos para las 3 fibras empleadas en

el propodleo “Acuexcomatl”.

Fibra Nombre del compuesto Area

a-pineno 1018257

B-pineno 571224

'g Alcanfor 1005526

8 (R)- 4-metil-1-(1-metiletil)-3-Ciclohexen-1-ol 496373

= Acetato de bornilo 415457
g [1S-(1a,30,40,8a)]-decahidro-4,8,8-trimetil-9-metileno-

E 1,4-Metanoazuleno 261149

1,2,3,4-tetraidro-1,1,6-trimetil- Naftaleno 989696

4-Heptin-3-ol 736712

Pagina 88




Resultados y discusion

Tabla 16. Compuestos volatiles obtenidos para las tres fibras empleadas

en el propoleo colectado en el apiario Acuexcomatl (Continuacion).

Fibra Nombre del compuesto Area
Heptanal 25577920
a-Tujeno 6348425
a-Pineno 23377514
Benzaldehido 15541415
m-Cimeno 22974539
Sabeneno 22556670
E,E-2,6-Dimetil-1,3,5,7-octatetraeno 6411251
o) 3-Careno 13117753
Q Octanal 13007609
a a-Terpineno 5857455
féi o-Cimeno 12316513
E 2-Etil-1-hexanol 606428
E o-felandreno 7863700
8 cis-a-Terpineol 3156630
E Terpinoleno 1189452
E Dehidro-p-Cimeno 2680941
Nonanal 38780087
feniletil Alcohol 3554235
B-pineno 3888560
L-trans-Pinocarveol 4484474
Alcanfor 9719501
6,6-dimetil-2-metilen- Biciclo[2.2.1]heptan-3-ona 3067017
2-Metoxi-1-propanol 4231258
4-Terpinenol 17895646
p-Cimen-8-ol 10231040
S-Metilguaiacol 707647
p-menth-1-en-8-ol 4416175
Decanal 12488423
cis-Verbenona 2733313
O-Metiltimol 652604
L- acetato de bornilo 2843341
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Tabla 16. Compuestos volatiles obtenidos para las 3 fibras empleadas en

el propoleo “Acuexcomatl” (Continuacion).

Fibra Nombre del compuesto Area
Etil nonanoato 17481523
2,6,10,10-Tetrametil-1-oxa-spiro[4.5]dec-6-ena 2555373
Cadina-1,4-dieno 3207703
) Acetato de terpinilo 3207703
2 Germacreno D 1454301
a Etil decanoato 2520469
n Aromadendreno 4747202
E L-calameneno 849663
s 4-propil-1,6-Heptadien-4-ol 540037
3 Epicedrol 3597873
E 1,2,3,4,5,6,7,8-octahidro-a,a,3,8-tetrametil-5-Azulenemetanol, 1850774
z o-Eudesmol 3839776
Eicosano 2287469
Etil pentadecanoato 895241
Isopropil Palmitato 1910441
o-Pineno 1014022
B-Pineno 837627
a-Terpineno 903719
g o-Cimeno 2293316
E B—01S—Oc1menc.> 4386542
; p-Menta-2,4(8)-dieno 4386211
E Terpmfen—4—ol 1395187
& Anisol 2736287
g Formlat.o de Geranilo 4032451
A Cipereno 7466458
(-)-B-Bourboneno 4708090
Calareno 4885495
Germacreno D 9508127
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La identificacion de los compuestos se realizd6 en primera instancia

mediante la comparacion de sus espectros de masas experimentales con

los que se encuentran descritos en la base de datos NIST 2.0. A manera de

ejemplo se ilustra en la Figuras 20 (A y B) los espectros de masas de la

base de datos NIST 2.0 y los obtenidos para el a-pineno y el 3-careno.

Como se observa, los espectros de masas de ambos compuestos presentan

un patron de fragmentacion similar,

lo cual no permite la adecuada

identificacion de los componentes utilizando el tiempo de retencion y el

patron de fragmentacion. Como paso siguiente, se decidi6o implementar la

metodologia de Kovats para realizar la identificacion de los compuestos

utilizando sus indices de retencion

compuestos isomeéricos.
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Figura 20A. En la parte superior se ilustra
el espectro de masas experimental y en la
parte inferior el espectro contro para el a-
pineno.

Figura 20B. En la parte superior se ilustra
el espectro de masas experimental y en la
parte inferior el espectro control para el 3-
careno.

Pagina 91



Resultados y discusion

Para utilizar la metodologia de Kovats en primer lugar se inyect6é una
serie de estandares de n-alcanos (Cs-Co24), de tal forma que la separacion
de los compuestos se realizdé con base en el numero de atomos de carbono
que contienen cada uno de ellos y al tiempo de retencion de cada
componente. Enseguida, se inyectaron cada una de las muestras en las
mismas condiciones de separacion utilizadas para la mezcla de alcanos y
posteriormente, se realizo el calculo de los indices de retencion (Kovats)
utilizando el algoritmo disponible en el programa ChromaTOF LECO 3.34.
Por ultimo, se compararon los indices de Kovats obtenidos
experimentalmente con aquellos almacenados en las bases de datos
electronicas (NIST) y descritos por Adams (2007). En la Figura 21 se
ilustra la sobreposicion de los cromatogramas obtenidos para la serie de

alcanos y la muestra de propoéleo de Acuexcomatl.

1e+006 -
800000 -
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T

200000

o 1 T T T T T T
Time (s) 100 200 600 700
AIC 150410 ESTANDARES:1

Figura 21. Comparacion del cromatograma ionico total de los estandares empleados
(color azul) con el cromatograma idnico total obtenido de la muestra del propédleo
proveniente del apiario Acuexcomatl (color rojo) para la obtencién de los indices de
Kovats.

AIC OT4827-ACUEX-FI-G:1

Una vez establecidas las mejores condiciones de trabajo, una porcion
de cada propoleo recolectado en los diferentes apiarios (Acuexcomatl,
Ecosur, Choy, Don Nico y Valentin) ubicados dentro de la zona rural del

Distrito Federal fueron analizadas independientemente y por triplicado.
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El analisis del propoéleo del apiario Acuexcomatl, permitié la deteccion
de cuarenta y cuatro compuestos volatiles, entre los cuales se destacan
como componentes mayoritarios al a-pineno, el 4-terpineol, el (1a,2a,50)-
2-metil-5-(1-metiletil)-biciclo [3.1.0]hex-3-en-2-o0l, el 3-careno, al limoneno,

el B-pineno y el p-menta-2,4(8)-dieno.

En el propodleo recolectado en el apiario Buho se identificaron ochenta
compuestos, entre los que se destacan como compuestos mas afines a la
fibra el a-dimetilletilbenceno, al B-pineno, al o-cimeno, al B-felandreno, el
benzaldehido, al D-limoneno y a la 6-metil-5-Hepten-2-ona, por tan soélo

mencionar algunos.

Por otra parte, el analisis de volatiles del propoleo obtenido del apiario
Don Nico permiti6é la identificacion de cincuenta y ocho compuestos, entre
los que se destacan como compuestos mas afines a la fibra el o-cimeno, el
D-limoneno, el B-felandreno, el a-dimetiletilbenceno, el p-pineno, el

benzaldehido, el a-terpineol y el linalol.

En el propodleo proveniente del apiario Valentin, se identificaron
cuarenta y seis compuestos de los cuales el a y B-pineno, el p-menten-8-ol,
el m-menta-6,8-dieno, el camfor y el 1-(2-hidroxifenil)-etanona, se

encuentran en mayor proporcion en comparacion con el resto.

Finalmente, en el propoleo colectado en el apiario Trojes se
identificaron veintisiete compuestos, destacandose la 6-metil-5-hepten-2-
ona, al citronelol, al octanal, el 2,4-octadienal, la trans-geranilacetona y el

a-copaeno.

Al sobreponer el cromatograma ionico total de cada uno de los

propoleos estudiados es posible observar que la composicion de estos es
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muy similar (Figura 22), ya que los cromatogramas obtenidos presentan
multiples coincidencias como puede observarse en la Tabla 17 en la que

se comparan los compuestos presentes en cada caso.

Es importante destacar que los terpenos a y B-pineno se encuentran
presentes en mayor proporcion en cuatro de las cinco muestras
analizadas. Estos compuestos han sido previamente reportados en los
compuestos volatiles de diversos propodleos provenientes de Europa y de
climas tropicales (Melliou, 2007). Por otra parte el octanal, el nonanal, el
decanal y el a-copaeno son compuestos que coinciden en la composicion
de al menos cuatro de los propoleos analizados, mientras que el 4-terpinol

fue el iinico compuesto que esta presente en los cinco propdleos.
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Figura 22. Comparacion de los cromatogramas ionicos totales de los
propoleos estudiados.

Los resultados muestran que existe una gran similitud entre las
diversas muestras de propoleo provenientes de la zona del altiplano y que
los compuestos que predominan en las muestras analizadas son los
terpenoides. Estos resultados son similares a los reportados previamente

en la literatura por Melliou (2007) para propoleos poplares.
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Tabla 17. Comparacion de los compuestos volatiles presentes en las muestras de propodleos analizadas.

Trojes | Valentin | Don Nico | Bitho | Acuexcomatl
# Compuestos identificados 27 46 58 80 44 _
e | o [t e

1 Metilbenceno 0.01 787.4 | 787.94 IR/EM
2 hexanal 0.06 0.16 804 804.97 IR/EM
3 cara-2,4-dieno 0.08 900 891.66 IR/EM
4 Heptanal 0.28 901 |902.66 IR/EM
5 1,7,7-trimetil-triciclo[2.2.1.0(2,6)|heptano 0.26 930.3 | 929.14 IR/EM
6 2-metil-5-(1-metiletil)-biciclo[3.1.0]hex-2-eno, 1.44 935 936.98 IR/EM
7 a-pineno 20.84 8.05 3.74 35.23 944 945.49 IR/EM
8 Camfeno 0.13 1.77 953 | 956.48 IR/EM
9 Artemiseol 0.71 970 962.4 IR/EM
10 Benzaldehido 6.02 978 977.13 IR/EM
11 a-dimetiletilbenceno 5.16 979.6 | 979.1 IR/EM
12 Verbeneno 1.83 980 979.2 IR/EM
13 B-pineno 27.95 12.18 5.16 2.13 981 982.09 IR/EM
14 2,6,10,10-tetrametil-1-Oxaspiro[4.5]deca-3,6-dieno 12.13 - 984 .48 EM
15 6-metil-5-Hepten-2-ona, 21.40 3.73 994 996.52 IR/EM
16 1,2,3-trimetil-Benceno 4.14 996 | 998.72 IR/EM
17 2,2,5-trimetil-Hexano 0.02 - 1006.7 EM
18 acido etil éster Hexanoico 0.04 1005 | 1008.1 IR/EM

R. T. (s): Tiempo de retencion en segundos.
(a): Indice de retencion experimental.
(b): Indice de retencién teérico.

(c): EM= Espectrometria de masas y IR= Indice de retencién.

--: no encontrado.
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Tabla 17. Comparacion de los compuestos volatiles presentes en las muestras de propoleos analizadas

(Continuacion).

4 Compuestos identificados Trojes | Valentin | N‘;:: rela Buho | Acuexcomatl | | RI¢ aRL i; g:zfoi‘i: :i:n
19 m-cimeno 1.71 1012 |1009.5 IR/EM
20 3-Careno 0.80 2.23 8.77 1013 |1013.6 IR/EM
21 Octanal 14.27 1.27 1.71 8.77 1014 |1014.3 IR/EM
22 3-Nonin-2-ol 0.39 1021 |1016.7 IR/EM
23 m-Menta-6,8-dieno 3.85 1.88 1027 | 1026 IR/EM
24 p-cimeno 1.11 0.29 0.91 1029 |1028.3 IR/EM
25 o-Cimeno 0.49 5.45 3.90 1033 |1032.8 IR/EM
26 D-Limoneno 2.51 5.34 3.10 1039 |1038.9 IR/EM
27 B-felandreno 5.34 1044 |1042.4 IR/EM
8 3-metil-6-(1-metiletil)-, (14,24,34,6a)-1,2- s 34 B 1043.3 EM

Ciclohexanediol
29 2-Etilhexan-1-ol 0.03 1045 |1046.1 IR/EM
30 cis-B-Ocimeno 0.18 1048 |1051.7 IR/EM
31 Butilbenceno 0.01 0.03 0.06 1055.9 | 1056.7 IR/EM
32 3,3,6-trimetil-1,5-Heptadieno 0.19 -- 1069 EM
33 p-Menta-2,4(8)-dieno 0.15 0.19 2.06 1077 |1074.2 IR/EM
34 Linalool oxido 1.68 0.97 0.20 1087 | 1087.1 IR/EM

R. T. (s): Tiempo de retencién en segundos.
(a): Indice de retencién experimental.
(b): Indice de retencién teérico.

(c): EM= Espectrometria de masas y IR= Indice de retencién.

--: no encontrado.
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Resultados y discusion

Tabla 17. Comparacion de los compuestos volatiles presentes en las muestras de propoleos analizadas

(Continuacion).

4 Compuestos identificados Trojes | Valentin &c:rel Buho ‘ Acuexcomatl BRIt aRL i; e]lrflif:foii: jizn
35 cis-4-Tujanol 0.70 1093 | 1092.3 IR/EM
36 1-Octanol 0.11 1094 | 1097.8 IR/EM
37 a- Terpinolen 0.28 0.16 0.80 1098 | 1100.6 IR/EM
38 Fenchona 0.28 0.28 1100 | 1104.3 IR/EM
39 2’6’6'tri$?i;ii§;1;’;;exen' I- 0.36 1103 | 1107.3 IR/EM
40 o-Guayacol 1.30 1106 1108 IR/EM
41 Nonanal 1.30 2.05 1108 | 1108.3 IR/EM
42 2-Metil-5-propionilfurano 2.05 1.24 1109 | 1110.6 IR/EM
43 trans-Verbenol 0.56 1.54 1114 1114 IR/EM
44 linalol 2.73 1122 | 1123.9 IR/EM
45| cis-4-Isopropil-1-metil-2-ciclohexen-1-ol 0.44 1121 1124.8 IR/EM
46 Nonanal 0.81 12.51 2.40 0.44 1128 | 1127.5 IR/EM
47 4,5-dimethyl-1-Hexene 6.32 - 1126.9 EM
48 6-Metil-3,5-heptadien-2-ona 6.21 2.42 - 1127.7 IR/EM
49 3-Metil-3-butenil isovalerato 6.13 1123 | 1129.4 IR/EM
50 2,4-octadienal 7.01 1125 | 1129.9 IR/EM

R. T. (s): Tiempo de retencién en segundos.
(a): Indice de retencién experimental.
(b): Indice de retencién teérico.

(c): EM= Espectrometria de masas y IR= Indice de retencién.
--: no encontrado.
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Resultados y discusion

Tabla 17. Comparacion de los compuestos volatiles presentes en las muestras

de propodleos analizadas

(Continuacion).

4 Compuestos identificados Trojes | Valentin | Iizc:real Buho | Acuexcomatl sRIt aRL i; g:zfoi‘:: :i:n
51 1-Acetilciclohexen oxido 0.25 -- 1131 EM
52 acido Pentanoico 0.59 -- 1138.7 EM
53 feniletil Alcohol 0.71 1140 | 1139.1 IR/EM
54 exo-Fenchol 0.47 1122 | 1140.2 IR/EM
55 Allo-Ocimeno 0.77 0.58 1.34 1142 | 1144.9 IR/EM
56 cis-verbenol 1.34 1144 | 1145.7 IR/EM
57 tuj-4(10)-en-3-ol 0.77 1146 | 1147.4 IR/EM
58 L-trans-Pinocarveol 2.08 2.39 0.77 1157 | 1159.9 IR/EM
59 (1R)-(+)-Nopinona 2.28 1158 | 1161.2 IR/EM
60 R-pinocamfona 1.19 1162 | 1162.8 IR/EM
61 camfor 2.18 1.05 1163 | 1163.8 IR/EM
62 cis-crisanteol 0.82 1164 1166 IR/EM
63 Bencil isopentil eter 1.05 -- 1167.3 EM
64 3-Metilcamfenilol 0.10 1169 | 1171.6 IR/EM
65 2,6-Dimetil-3,7-octadien-2,6-diol 0.16 1173 | 1173.7 IR/EM
66 cis-3-Pinanona 1.03 2.20 0.61 0.19 1176 | 1176.1 IR/EM
67 Pinocarvona 1.03 1.02 0.59 1177 | 1177.9 IR/EM

R. T. (s): Tiempo de retencion en segundos.
(a): Indice de retencién experimental.
(b): Indice de retencién teérico.

(c): EM= Espectrometria de masas y IR= Indice de retencién.

--: no encontrado.
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Resultados y discusion

Tabla 17. Comparacion de los compuestos volatiles presentes en las muestras de propoleos analizadas

(Continuacion).

# Compuestos identificados Trojes l Valentin l Iizc:real Biho l Acuexcomatl bRIt aRI. i;ﬁi:ﬁi‘;c‘i:n
68 p-Cimen-8-ol 0.06 0.59 0.19 1183 | 1180.3 IR/EM
69 1-metil-1,4-Ciclohexadieno 0.44 0.09 1186 | 1188.4 IR/EM
70 borneol 1.24 1.31 0.44 1191 1190 IR/EM
71 2-Isopropenil-5-metilhex-4-enal 0.70 -- 1193.7 EM
72 4-Terpinenol 0.56 1.24 1.83 0.70 9.30 1194 | 1195.5 IR/EM
73 Mirtenol 6.81 3.87 0.90 1196 | 1197.2 IR/EM
74 p-Cimen-8-ol 0.04 1198 | 1201.9 IR/EM
75 Creosol 0.54 1207 1204 IR/EM
76 | 3-(1-metil-2-propenil)-1,5-Ciclooctadieno 0.04 -- 1205.9 EM
77 1,8-p-mentenol 6.87 1.35 1201 | 1205.9 IR/EM
78 Mirtenal 2.18 3.07 1.35 1209 | 1210.9 IR/EM
79 1,2-Epoxiundecano 0.32 - 1211.5 EM
80 a-terpineol 10.14 2.99 1.49 1210 | 1214.8 IR/EM
81 Verbenona 0.39 0.56 0.65 1.49 1214 | 1215.3 IR/EM
82 Citronelol 15.83 1228 | 1221.5 IR/EM
83 Decanal 2.31 1.92 0.98 0.34 1219 | 1221.9 IR/EM
84 3,3,5,5-Tetrametilciclopenteno 0.98 -- 1222.7 EM

R. T. (s): Tiempo de retencién en segundos.

(a): Indice de retencién experimental.

(b): Indice de retencién teérico.

(c): EM= Espectrometria de masas y IR= Indice de retencién.
--: no encontrado.
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Resultados y discusion

Tabla 17. Comparacion de los compuestos volatiles presentes en las muestras de propoleos analizadas

(Continuacion).

4 Compuestos identificados Trojes | Valentin | N‘;oczrel Buho | Acuexcomatl BRI, aRL i; g:zfoi‘i: :i:n
85 1-(3-hidroxifenil)-Etanona 6.87 -- 1225 EM
86 2-metil-cis-Ciclohexanol-acetato 0.61 -- 1230.9 EM
87 Acido nonanoico metil éster 0.02 1237 1237.3 IR/EM
88 cis-Carveol 0.15 0.54 1241 | 1240.1 IR/EM
89 1-(2,5-dimetilfenil)-Etanona 0.24 NE 1242.9 IR/EM
90 Anisol 0.24 0.15 0.18 1245 | 1246.3 IR/EM
91 acido 2,3—bis(acet0xi)propﬂ. este.r (2,2,2)- 9,12,15- 0.16 B 1252 4 EM

Octadecatrienoico

92 (-)-trans-Pinocarvil acetato 0.09 1297 1254 IR/EM
93 2-metoxi-4-metil-1-(1-metiletil)-Benceno 0.60 1245 | 1257.1 IR/EM
94 Metil veratrol 0.16 1230 | 1257.9 IR/EM
95 Cumaldehido 0.46 1256 1262 IR/EM
926 Carvona 0.46 0.46 1254 | 1262.8 IR/EM
97 1,5-Decadino 0.46 0.25 -- 1266.5 EM

98 p-1,3-mentenona 0.46 1270 | 1275.6 IR/EM
99 2,5,5-Trimethyl-3-hexyn-2-ol 0.21 NE 1278.9 IR/EM
100 (2)-2-Decenal 0.06 1279 | 1280.2 IR/EM

R. T. (s): Tiempo de retencion en segundos.

(2):
(b):

Indice de retencién experimental.
Indice de retencién teérico.

(c): EM= Espectrometria de masas y IR= Indice de retencién.
--: no encontrado.
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Tabla 17. Comparacion de los compuestos volatiles presentes en las muestras de propoleos analizadas

(Continuacion).

4 Compuestos identificados Trojes | Valentin | Nloc/ooérLa Buho | Acuexcomatl| RI, aRI. ,-:::::::;
101 p-Etilguayacol 0.34 0.51 1288 | 1291.2 IR/EM
102 Perillal 1.02 1294 1298 IR/EM
103 bornil acetato 0.51 1.84 0.39 1296 | 1299.4 IR/EM
104 Geraniol formiato 0.61 1301 | 1302.7 IR/EM
105 2-metil- Undecanal 0.30 1306 | 1306.1 IR/EM
106 3-Etenilheptan-2,6-diona 0.42 -- 1308.4 EM
107 2-metil-3-(1-metiletil)-Ciclopentanona 0.40 - 1309.2 EM
108 acido etil ester Nonanoico 1.07 0.42 1320 | 1309.3 IR/EM
109 Timol 0.03 1290 | 1320.2 IR/EM
110| metil ester (Z,Z,Z)-8,11,14-Eicosatrienoico acido 0.21 -- 1323 EM
111 (S)-(-)-(4-Isopropenil-1-ciclohexenil)metanol 0.24 -- 1323.9 EM
112 acido Acético butoxihidroxi-butil éster 0.83 1331 | 1335.7 IR/EM
113 (-)-Mirtenil acetato 0.36 -- 1337 EM
114 acido Tridecanoico metil ester 0.12 1335 | 1337.1 IR/EM
115 a-Cubebeno 0.06 0.18 0.61 0.18 1355 1358 IR/EM
116 a-Longipineno 0.30 2.35 1358 | 1362.3 IR/EM
117 b-elemeno 0.18 1375 1376 IR/EM

R. T. (s): Tiempo de retencion en segundos.
(a): Indice de retencién experimental.

(b): Indice de retencién teérico.

(c): EM= Espectrometria de masas y IR= Indice de retencién.
--: no encontrado.
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Tabla 17. Comparacion de los compuestos volatiles presentes en las muestras de propoleos analizadas

(Continuacion).

4 Compuestos identificados Tro_]esl Valenttnl Nloc/ooérLa Buho |Acuexcomatl BRIt aRI. i(; eIl'I:::tfoiiZ ;Zn
118 (+)-Cicloisosativeno 1378 | 1379.7 IR/EM
119 a-Copaeno 3.10 0.17 0.25 0.62 0.24 1383 | 1385.1 IR/EM
120 Cariofileno 1.88 0.18 1395 | 1392.9 IR/EM
121 (-)-B-Bourboneno 0.11 0.22 0.22 1393 | 1393.5 IR/EM
122 etil ester decanoico acido, 0.11 0.05 1398 | 1403.9 IR/EM
123 Tetradecano 0.02 - 1407.4 EM
124 Dodecanal 0.67 1420 | 1419.2 IR/EM
125 Longifoleno 1.02 1.46 1421 | 1422.1 IR/EM
126 germacreno D 0.12 1450 | 1441.4 IR/EM
127 Geranil acetona 16.63 0.43 0.31 1461 1461 IR/EM
128 1-(2,4,5-trietilfenil)-Etanona 0.32 -- 1466.3 EM
129 y-Muroleno 0.10 0.29 1486 | 1487.6 IR/EM
130 a-Selineno 0.20 0.26 1501 | 1503.4 IR/EM
131 e (1 metietent) Amuleno i R
132 a-Murolene 0.68 0.11 0.22 0.11 1503 | 1510.2 IR/EM
133 §-Cadineno 0.94 0.62 1530 | 1531 IR/EM
134 5-Metil-2-fenil-2-hexenal 1.47 1535 | 1534.5 IR/EM

R. T. (s): Tiempo de retencién en segundos.
(a): Indice de retencién experimental.
(b): Indice de retencién teérico.

(c): EM= Espectrometria de masas y IR= Indice de retencién.

--: no encontrado.
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Tabla 17. Comparacion de los compuestos volatiles presentes en las muestras de propoleos analizadas

(Continuacion).

u Compuestos identificados Trojes | Valentin | Nt;oérLa Buho | Acuexcomatl| RIt aRL. i‘; e]lrflizfoiciz :li:n
135 Calameneno 0.16 0.20 0.62 0.21 1532 | 1535.1 IR/EM
136 Triciclo[4.4.0.0(2,7)]d'ec—8—ene—?.>—metanol, a,0,6,8- 0.21 B 1550.9 EM

tetrametil-, estereoisomer
137 Calacoreno 0.35 0.02 1546 | 1553.8 IR/EM
138 Nerolidol 0.19 1574 | 1573.4 IR/EM
139 oxido Cariofileno 1.95 1588 1591 IR/EM
140 trans-Z-a-Bisaboleno epoxido 0.41 -- 1596.3 IR/EM
141 Decanoico acido, etil ester 0.03 0.41 1405 1603 IR/EM
142 | 8-(2-Acetiloxiran-2-il)-6,6-dimetilocta-3,4-dien-2-ona 0.11 - 1607.9 EM
143 1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro-a,B,3,8-tetramethyl-5- 0.09 B 1650.6 EM
Azulenemethanol,
144 B-Selinenol 0.41 0.29 1674 | 1677.9 IR/EM
145 Cadaleno 0.12 1680 | 1696.6 IR/EM
146 Butil ciclohexil ftalato 0.05 0.14 - 1985.3 EM

R. T. (s): Tiempo de retencién en segundos.
(a): Indice de retencién experimental.
(b): Indice de retencién teérico.

(c): EM= Espectrometria de masas y IR= Indice de retencién.

--: no encontrado.
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Conclusiones

6 Conclusiones.

v

El analisis quimico del propdleo recolectado en el apiario
Acuexcomatl permitio el aislamiento y la caracterizacion de los
siguientes flavonoides: pinocembrina (1), acacetina (2), galangina (4),
4’,7-dimetilnaringenina (5) y una mezcla de alpinetina (3) y
pinobanksina 5-metileter (6) como sus principales componentes
activos.

La galangina (4) presento la mayor actividad antioxidante y la
pinocembrina (1) el mejor efecto de inhibicion sobre el crecimiento
de la bateria cariogénica S. mutans.

El extracto etandlico del apiario Buhé posee el mayor contenido de
pinocembrina (1) y la mejor actividad antibacteriana, estos
resultados se encuentran en armonia con los resultados reportados
en la literatura.

Los cinco propédleos colectados cumplen con el contenido de fenoles
y flavonoides totales establecidos en las normas de calidad emitidas
por Argentina y Brasil. E1 método desarrollado por cromatografia de
liquidos de alta eficiencia (HPLC) para cuantificar flavonoides, revelo
que la pinocembrina es uno de los compuestos mayoritarios y su
contenido podria ser de utilidad para propositos de control de
calidad.

El analisis de los compuestos volatiles en las diferentes muestras
permitio establecer que los terpenoides son sus principales
constituyentes. Los perfiles cromatograficos obtenidos con la técnica
HS-SPME-CG-EM-TOF, presentan gran similitud y representan una
valiosa herramienta para identificar propodleos colectados en la zona

poplar de México.
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Perspectivas

7 Perspectivas.

v' Cuantificar el contenido de galangina mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC).

v’ Identificar y cuantificar los flavonoides mayoritarios presentes en los
extractos etanédlicos de diversas muestras de propéleos colectadas en
las diversas regiones apicolas de Meéxico con la finalidad de
estandarizar su contenido quimico.

v" Una vez estandarizados, evaluar su efecto sobre el crecimiento de

otros patogenos de la cavidad oral como P. gingivalis.
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Anexo 1

Figura A. Curvas de calibracion utilizadas para la determinacion de la capacidad antioxidante, fenoles y flavonoides totales.
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Grafico 1. Curva de calibracion para determinar la
capacidad inhibitoria del radical DPPH".

Curva de calibracion de fenoles totales

Grafico 2. Curva de calibracién para determinar la
capacidad inhibitoria del radical catiénico ABTS'*.

Grafico 3. Curva de calibracion para determinar la
capacidad reductora de fierro (FRAP).
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Grafico 15. Curva de calibracion para determinar el contenido
de fenoles totales de acuerdo al compuesto fenélico acido galico.

Grafico 17. Curva de calibraciéon para determinar el contenido
de flavonoides totales de acuerdo al flavonoide quercetina.
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Anexo 1

Tabla A. Resumen de los valores obtenidos en la actividad antibacteriana y antioxidante para los cinco

propodleos evaluados, asi como para el fraccionamiento biodirigido del propodleo seleccionado.

Fenoles totales Flc;l;‘;;lfei ges TEACpppH TEACasrs AEACrrap Ji rergilil S
Muestra (mgdi ggig)/ Gmta Mguercetina/ Gta. + (thmloDx E{) g mta £ (thmlo[;C ]55 g mta t (rrLMgLiaDSEE j g mta i " Peso (g)
} DE) - (ug/mL)
2 Buho 115.04 + 6.24 43.64 + 0.08 78.326 + 0.003  336.778 £ 0.03  680.222 * 0.04 295 nd
3 g 2 Don Nico 83.69 + 4.83 43.09 + 0.05 76.543 + 0.001  450.944 + 0.04 1258.556 + 0.04  >1000 nd
§ 8% Trojes 60.19 + 2.59 23.08 £ 0.04 77.938 £ 0.001  184.000 + 0.02  460.222 + 0.08 >1000 nd
& g &| Valentin 69.55 + 1.14 17.40 + 0.05 77.008 £ 0.003  183.722 £ 0.04  560.222 * 0.90 596 nd
© Acuexcomatl ~ 44.53 £2.18 16.65 £ 0.01 62.202 £ 0.008  344.833+0.02  348.833 £ 0.30 260 85.40
9 F-Hex 21.61 + 0.08 5.98 £0.01 26.775 + 0.003  247.750 = 0.01 318.0 £ 0.12 1200 14.494
. g F-AcOEt 57.74 + 2.34 33.36 £ 0.02 76.000 £ 0.004  356.500 = 0.03 1202.167 + 0.01 275 61.260
% = F-MeOH 72.12 £ 1.28 7.96 £ 0.02 70.729 + 0.004  341.500 + 0.05 1243.000 + 0.04 1000 6.8290
B F-A 96.74 £ 3.75 2.09 + 0.03 57.008 +0.026  614.000 + 0.01  87.444 + 0.01 4.26 0.2173
o g F-B 100.16+ 5.36 1.53 £ 0.02 52.357 +0.002 610.111 £0.01  269.111 % 0.02 6.92 0.1211
28 F-C 138.88+0.59  9.58+0.02  32.667 +0.016  249.833%0.02  258.000 * 0.01 1022 0.8943
g § ;g F-D 55.05 £ 5.69 10.22 £ 0.02 17.705+0.003  121.778 £0.01  233.000 * 0.05 579.5 4.2739
§°] 2 F-E 109.54 + 5.21 21.46 £0.13 27.008 + 0.005 130.111+0.01 226.333 + 0.01 255.6 2.5943
g Z F-F 109.38 £5.69  47.49+0.07  48.093+0.011  242.333+0.02  184.111%0.02 4659  ©-3855
= F-G 45.78 + 1.81 9.05 + 0.02 16.698 +0.003 0 28.000 + 0.01 522.7 7.7569
F-H 16.70 + 1.28 2.46 £ 0.01 5.147 + 0.006 13.444 + 0.01 0 1227 8.6424

Nd: no determinado
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Anexo 1

Tabla A. Resumen de los valores obtenidos en la actividad antibacteriana y antioxidante para los cinco

propodleos evaluados, asi como para el fraccionamiento biodirigido del propodleo seleccionado (continuacion).

AEAC cMI
Muestra Fenoles Flavonoides TEACpppu TEACagts (mM; FRA/P frente a S. Peso (g)
totales totales (MMrolox./ G mta)  (MMirotox./ g mta) ac'izsc)' g mutans g
muestra, (ug/mL)
. F-I 19.10 + 1.77  3.93%0.01 8.558 + 0.005  30.389 £ 0.01 0 1113 4.830
gl o F-J 33.20+0.20 17.15+0.02 17.860 + 0.004 0 71.889 % 0.01 647.7 2.040
g ¢
= ks F-K 44.40 £0.41 19.29+0.03 43.364%0.009 117.056%0.01 100.778 +0.01 1000 2.438
=1 (=]
213 F-L 28.27 +2.24  9.11+0.01  41.659+0.013 157.333+0.02 82.444 £ 0.01 1227 1.746
8 @ F-M 20.64 +2.76  6.74+0.01  38.326 £ 0.004 145.944 + 0.03 163.000 + 0.01 1075 2.010
Q
& F-N 55.14+ 1.48  6.82+0.02 25.845+0.006 73.167+0.01 40.778 +0.01 1075 2.570
o,
3 2 Pinocembrina (1) na na 3.752 £ 0.001 175.944 £ 0.02 65.778 £0.03 67.5 0.576
T o]
*g % Acacetina (2) na na 17.318 £ 0.043 219.000 £ 0.02 59.667 £ 0.01 525 0.0796
g |
g § 4’ 7-dimetilnaringenina (5) na na nd nd nd Nd 0.0240
g | 8
§ 2 Galangina (4) na na 78.093+0.93 636.222+0.71 1144.11+0.18 125 0.2600
@ g ..
=8 Alpinetina (3) y na na 0 173.444 + 0.02 875.222 £ 0.17 Nd 0.0436
S-metilnaringenina (6)
Na: no aplica
Nd: no determinado
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Anexo 1

Figura B. Espectros de RMN!H y RMN!3C de la 4°,7-dimetilnaringenina (5).
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Anexo 1

Figura Ba. Espectro NOE de la 4°,7-dimetilnaringenina (5).
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Figura C. Espectros de RMN!H y RMN1!3C de la acacetina (2).
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Anexo 1

Figura Cb. Espectro NOE de la acacetina (2).
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Figura D. Espectros de RMN!H y RMN13C de la galangina (4).
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Referencias

Figura E. Rectas utilizadas para la determinacion del contenido de

pinocembrina en los extractos etanélicos de los propoleos recolectados.

A Curva de pinocembrina

A=67.619C-97.348
r?=0.9944

-10 10 30 50 70 90 110 130 150

Concentracién de pinocembrina (ug/mL)
2000 Curva de pinocembrina

7000 A =67.162xC- 94.689
r?=0.9944

w
o

edS(UA)S

o

1600

2000

-10 10 30 50 70 90 110 130 150

Concentracién de pinocembrina (ug/mL)

A. Curva de pinocembrina utilizando como fase moévil MeOH-(H2O:TFA al
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