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Introduccién

1. INTRODUCCION

El término propdleo se identifica como una sustancia de la defensa de la colmena.
El propdleo es una resina de composicion compleja, propia de las abejas,
recolectada de las grietas en las cortezas de los arboles como: abedul, alamo,
pino, aliso, sauce y palma, asi como brotes de hojas, flores y exudados de plantas.
Esta resina es procesada por las abejas mediante enzimas salivales y mezclada
con cera de la colmena (Castaldo et al., 2002)

El propdleo tiene un olor caracteristico, su color varia desde el verde, rojo, café y
hasta el negro dependiendo de la fuente y su edad donde es recolectado (Lotti et
al., 2010). La funcién principal del propdleo al ser depositado sobre las grietas de

la colmena es evitar la pérdida de calor durante el invierno.

Esta resina se ha utilizado en la medicina popular desde tiempos antiguos, debido
a sus propiedades bioldégicas como: antisépticas, antitumorales, antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias, y vasorrelajantes. Las mdultiples y variadas
propiedades benéficas de esta resina justifican la necesidad de medir su actividad
biolégica (Pena, 2008).

La composicion general del propdleo es de 50% de resinas y balsamo vegetal,
30% de cera, 10% de aceites esenciales y aromaticos, 5% de polen y 5% de otras
sustancias (Sforcin et al., 2011). Estudios previos han permitido el aislamiento de
mas de 300 compuestos. La composicion quimica de esta resina, varia por
factores como la flora local, la época del afno, la cantidad de resina disponible en
las hojas y cortezas, la region donde los insectos hacen sus colectas, e incluso de
los contaminantes como: cera, polen y sustancias secretadas por las abejas
(Ashraf et al., 2009).
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Los flavonoides son compuestos de importancia en el campo cardiovascular, se ha
demostrado que hay una asociacion inversa entra la ingesta diaria de flavonoides
y la mortalidad a causa de una enfermedad coronaria. Este efecto cardioprotector
podria explicarse por la combinacidén de propiedades antioxidantes, antiagregantes
plaquetarios y vasodilatadores (Carroll et al., 1998; Ko et al., 1991; Duarte et al.,
2001).

Recientemente se ha reportado que ejercen efectos antihipertensivos y reducen la
hipertrofia del ventriculo izquierdo, la disfuncién endotelial y mejoran el estatus
oxidativo, plasmatico y hepatico (Duarte et al., 2001; Perez et al., 2002).

Existen varios flavonoides con accién vasorrelajante cuyos mecanismos de accion
no estan claros; la activacion de canales de potasio se ha indicado como una
posible via (Khalil, 2006).

La activacion de muchos tipos de canales de potasio, expresado en el musculo
liso vascular, representa una accién vasorrelajante, pequenas moléculas sintéticas
o naturales, actian como potasio abridores de canales, herramientas
prometedoras para el tratamiento terapéutico de varios trastornos para los
padecimientos coronarios y vasculares (Calderone et al., 2004).

En resumen, los flavonoides, ejercen mayoritariamente un efecto vasodilatador en
el musculo liso vascular aislado. El principal mecanismo de esta accion parece
estar relacionado con la inhibicion de la PKC o con alguno de los procesos
activados por ésta, aunque la inhibicion de otras cinasas, de las PDE de
nucleétidos ciclicos y el bloqueo de la entrada de calcio, puede contribuir al efecto
en mayor o menor medida.

Por lo que es importante el estudio de productos naturales como un posible
tratamiento de enfermedades cardiovasculares siendo esta la principal causa de
muerte en todo el mundo. Por lo tanto, este trabajo tiene como objetivo evaluar la
actividad vasorrelajante en el modelo de aorta aislada de rata, los flavonoides
aislados a partir de un extracto etandlico de un propoéleo recolectado en el apiario
“Valentin” en la Delegacion Milpa Alta.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Propdleo

2.1.1 Definicion y generalidades
El término propdleo deriva de los vocablos griegos pro (“por delante de”) y polis

(“comunidad” o “ciudad”) y se identifica como una sustancia de la defensa de la
colmena. El prop6leo es una resina de composicibn compleja, propia de las
abejas, recolectada de las grietas en las cortezas de los arboles como: abedul,
alamo, pino, aliso, sauce y palma, asi como brotes de hojas, flores y exudados de
plantas. Esta resina es procesada por las abejas mediante enzimas salivales y
mezclada con cera de la colmena (Castaldo, 2002).

La funcion principal del propdleo al ser depositado sobre las grietas de la colmena
es evitar la pérdida de calor durante el invierno. Por otra parte, reduce la piquera y
aisla de las particulas extranas que se depositan dentro de la colonia para evitar
su descomposicién (Pena, 2008).

El propdleo es de caracter lipofilico, duro y quebradizo a bajas temperaturas, con
un leve calentamiento se torna maleable y viscoso; su coloracién varia del
amarillo-verdoso a marrén oscuro, lo cual se debe basicamente a su habitat y a su
antigledad (Burdock, 1998). Por lo general, posee un sabor acre aunque a veces
es amargo y tiene un aroma semejante al de la miel debido a los aceites
aromaticos presentes en el mismo (Niraldo, 2005). Su punto de fusion oscila entre
60-70 °C aunque en algunos casos puede llegar hasta 100 °C (Marcucci, 1995).

Para la recoleccion del propdleo a partir de las colmenas el apicultor puede
emplear el método de trampa o raspado, siendo el primero el que ofrece mejor
calidad y menor contaminacion. En las zonas templadas la recoleccion 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 propolizaciéon parece ser mas activa

3
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(Farré et al, 2004). En este sentido, la época y el medio de recoleccién son
aspectos practicos a considerar, ya que la recoleccién podria llevarse a cabo en
las épocas del afno donde se obtengan las mas altas concentraciones de los
compuestos que posean la mayor actividad biolégica (Sforcin, 2007).

2.1.2 Aspectos historicos
Desde tiempos antiguos se han reconocido las propiedades terapéuticas del

propdleo. Los egipcios conocian sus propiedades antiputrefactivas y lo usaban
para embalsamar cadaveres; los Incas lo utilizaban como agente antipirético; En
Grecia y Roma se empleaba como antiséptico, cicatrizante, en el tratamiento de
heridas (Castaldo et al., 2007).

En los siglos XII-XV se utilizé como antiinflamatorio bucal y en el tratamiento de
las caries dentales, resfriados y forunculos (Castaldo y Capasso, 2002).

Europa entre los siglos XVII-XIX se destaco por sus propiedades antibacterianas y
finalmente, a partir de 1900 el propdleo fue utilizado como desinfectante (Niraldo,
2005) y cicatrizante, esta Ultima propiedad fue aprovechada en Africa, hace mas
de 90 afnos, combinando esta resina con la vaselina para confeccionar pomadas
antibacterianas (Marcucci, 1996).

Algunos anos atras, famosos fabricantes de violines usaban todavia el propdleo
como un ingrediente en la composicion de barnices y pulidores, cuya coloracién
especial se observa en algunos violines hechos por antiguos maestros de
Cremona (Marcucci, 1996).

Adicionalmente, la farmacopea Inglesa en el siglo XVII, incluy6 el propéleos en el
listado de medicamentos oficiales (Castaldo y Capasso, 2002).

Con el posterior desarrollo de la quimica farmacéutica, y al igual que ocurrié con
los tratamientos fitoterapicos, el propdleo dejé practicamente de utilizarse, aunque
recientemente, se observa un resurgimiento en su uso y actualmente se investigan

sus acciones, efectos y posibles usos en diversos campos (Farré ef al., 2004).
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2.1.3 Composicion quimica

La composicion general del propdleo es de 50% de resinas y balsamo vegetal,
30% de cera, 10% de aceites esenciales y aromaticos, 5% de polen y 5% de otras
sustancias (Sforcin, 2012). Cabe decir que las ceras pueden ser removidas por
medio de extracciones etandlicas las cuales contendran los constituyentes
bioactivos (Papotti, 2012).

Estudios previos han permitido el aislamiento de mas de 300 compuestos, entre
los cuales podemos destacar los polifenoles (flavonoides, acidos fendlicos,
esteres, aldehidos fendlicos, alcoholes y cetonas), terpenos (principalmente
sesquiterpenos), esteroides, aminoacidos, y compuestos inorganicos (Viuda et al,
2008). Dentro de los acidos aromaticos identificados se encuentran el caféico,
ferdlico, isoferurico, benzoico y sinapico. Los cumaratos de bencilo son los esteres
aromaticos mas abundantes y los flavonoides de mayor actividad son la galangina,
pinocembrina, quercetina y miricetina (Coneac et al., 2008). La composicidén
quimica de esta resina, varia por factores como la flora local, la época del ano, la
cantidad de resina disponible en las hojas y cortezas, la regién donde los insectos
hacen sus colectas, e incluso de los contaminantes como: cera, polen y sustancias
secretadas por las abejas (Ashraf et al., 2009).

Los flavonoides son el grupo de compuestos mayoritariamente aislados del
propdleo. Se les denomina flavonoides ya que los primeros aislados tenian un
color amarillo (del latin flavus “amarillo”), pero en la actualidad se han encontrado
flavonoides de colores rojos, violetas y azules. Son quimicamente clasificados de
acuerdo a la presencia o no del anillo C, la doble ligadura entre los carbonos C-2
y C-3 en el anillo y de un grupo hidroxilo en C-3 (Niraldo, 2005) (Figura 1).
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R=OHO6H

Figura 1. Estructura base de un flavonoide.

Los flavonoides son ubicuos en el reino de las plantas. Por lo anterior, no es

sorprendente que de diferentes muestras de propdleo se hayan aislado el mismo

tipo de flavonoides (Burdok, 1998). Se cree que los flavonoides son responsables

de la mayoria de las actividades bioldgicas (Atag-Uzel et al., 2005).

Ademas de los flavonoides, los compuestos fenélicos y aromaticos representan un

grupo de productos activos farmacolégicamente importantes presentes en el

propdleo. Estudios realizados a propdleos europeos han demostrado que tanto los

compuestos fendlicos como los aromaticos, son compuestos ampliamente

encontrados en las plantas de manera natural (Atag-Uzel et al., 2005), representan

mas de la mitad de los 160 compuestos identificados en esta resina (Farré et al.,

2004).

Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos de los compuestos encontrados en el propdleo.

Compuesto Estructuras Referencia
Quimico
Terpenos
Totarol Popova, et al.,

2009.
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Geraniol

Marcucci,
1996.
Bankova, et
al., 2000.

Cedrol

QU

Silici, et al.,
2005.

Fucosterol

Popova, et al.,
2009.

Pineno

&

Bankova, et al.,
2000.

Compuesto Fendlicos

Acido caféico

Atacg-Uzel, et
al., 2005.
Gardana, et al.,
2005

Hidroquinona

Popova, et al.,
2009.

Acido cinamico

OH
OY\/@(}H
OH
OHOOH
o)
O/\)J\OH

Gardana, et al.,
2005.
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Flavonoides

Naringenina

OH
HO o \\\\\O/

Atac-Uzel, et
al., 2005.
Silici, et al.,
2005.

Galangina

Marcucci,
1996.
Silici, et al.,
2005.
Gardana, et al.,
2005.

Acacetina

Marcucci,
1996.
Silici, et al.,
2005.

Quercetina

Atacg-Uzel, et
al., 2005.
Silici, et al.,
2005.

Pinocembrina

Marcucci,
1996.
Silici, et al.,
2005.
Gardana, et al.,
2005.

Apigenina

Marcucci,
1996.
Gardana, et al.,
2005
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Crisina Gardana, et al.,
2005
OH O
Lignanos
Sesamina 07 Bankova, et al.,
O 2000.
ro Hy, .....C}/O Silici, et al.,
/ / 2005.
O\Gllm 'IH
(0]
Yangambina ,CHj3 Bankova, et al.,
Q 2000.
Q O~cH
1y A
% o)
H
H3C\O O ‘CH3
O~CH,
Sesartenina Bankova, et al.,
C|:H3 O’CH3 2000.
H 0
H3C\ /// 7
O 4 ‘s, O\
(Q //C( CHs
Z 0
o—/
Aldehidos
Vainillina O H Marcucci,
1996.
Mohammadzad
_CH, eh, et al., 2007.
(@]
OH
Isovainillina O H Marcucci,
1996.
OH
N
CH,
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Compuestos aromaticos

Acido
Benzoico

Atac-Uzel, et
al., 2005.
Marcucci,

1996.
Silici, et al.,
2005.
Mohammadzad
eh, et al., 2007.

Acido p-
cumarico

Marcucci,
1996.

Acido galico

0
©)J\OH
0 OH
/z
OH
O~__OH
HO” E ~OH

Marcucci,
1996.

Acido salicilico

Marcucci,
1996.

Acido ferulico

Os_OH
EjOH
O
H3C,Oj©/\/u\OH
HO

Atac-Uzel, et
al., 2005.
Silici, et al.,
2005

Acidos Grasos

Acido oléico

ch/\/\/\/\/\/\/\/\)j\OH

Atacg-Uzel, et
al., 2005.
Marcucci,

1996.

Acido palmitico

Atacg-Uzel, et
al., 2005.
Marcucci,

1996.

Acido linoléico

Atac-Uzel, et
al., 2005.
Marcucci,

1996.
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2.1.4 Tipos de propodleos

De acuerdo al origen vegetal y componentes principales
Tabla 2. (Sforcin et al. 2011)

Tipo de Origen Origen Vegetal Componentes Autores
Propoleo Geografico mayoritarios
Alamo Europa, Norte Populus spp. de la Flavonas, Nagy et al.,
America, Nueva seccién Aigeiros, flavononas, 1986,
Zelanda, Brasil. mas a menudo acidos cinamicos  Greenaway et
P. nigra L. y sus ésteres al., 1988,
Markham et al.,
1996,
Bankova et al.,
2000.
Verde Brasil Baccharis spp, Acido p-cumarico Salatino et al.,
Brasilefio Predominantemente prenilado, &cidos  2005.
B. dracunculifolia diterpénicos
DC.
Abedul Rusia Betula verrucosa Flavonas y Popravko, 1978.
Ehrh flavononas
(diferentes al de
alamo)
Rojo Cuba, Brasil, Dalbergia spp. Isoflavonoides Campo
México (isoflavonas, Fernandez et al.,
pterocarpanos) 2008,
Daugsch et al.,
2008, Lotti et al.,
2010.
Mediterraneo  Sicilia, Grecia, Cupressaceae Diterpenos Trusheva et al.
Creta, Malta (especies no (principalmente 2003, Melliou y
identificadas) acidos de Chinou 2004,
tipo labdano) Popova et al.,
2010

Clusia Cuba, Venezuela  Clusia spp. Benzofenonas Cuesta-Rubio et
polipreniladas al., 2002,
Trusheva et al.,
2004.
Pacifico Regiones del Macaranga tanarius  C-prenil- Chen et al.,
Pacifico flavanonas 2008, Kumazawa
(Okinawa, et al., 2008.
Taiwan,
Indonesia)
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2.1.5 Propiedades bioldgicas y farmacoldgicas

2.1.5.1 Actividad inmunomoduladora
En los modelos de inmunosupresién, la administracién de propdleo a ratones

previene los efectos de la ciclofosfamida y mejora la tasa de supervivencia de los
animales (Dimov et al., 1991). También se sugiere que el prop6leo modula la
inmunidad no especifica a través de la activacién de macrofagos.

Ensayos in vitro mostraron que el propédleo inhibe las vias clasica y alterna del
sistema del complemento (Ilvanovska et al., 1995a). C3 era uno de los objetivos de
la accién propoéleos, los flavonoides y los compuestos fendlicos fueron sefialados
como los principales compuestos anticomplementarios (Georgieva et al., 1997).

2.1.5.2 Actividad antitumoral
Extractos de propoleo han sido examinados in vivo sobre diferentes lineas

celulares. Se ha determinado que extractos etandlicos de propdleo poseen la
mayor actividad citotoxica contra el carcinoma cervical humano (Castaldo et al.,
2007; Marcucci, 1996).

2.1.5.3 Actividad antimicrobiana
La actividad antimicrobiana de propdleos se ha observado en bacterias como

Helicobacter pylori (Atal1-Uzel et al., 2005) , bacterias Gram-positivas tales como
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus brevis, B. cereus, B.
megatherium, B. pumilus, B. subtilis, Leuconostoc mesenteroides, Micrococcus
lysodeikticus (Marcucci, 1996); bacterias Gram-negativas: Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa (Castaldo et
al., 2007), Aerobacter aerogenes, Alcaligenes spp., Bordetella bronchiseptica ,

Bordetella bronchisepticay Serratia marcescens (Marcucci, 1996).

Actividad atribuida a sus contenidos en ésteres y acidos fendlicos, aunque los

componentes cinamicos y flavonicos del propéleo, que alteran las membranas e
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inhiben la motilidad bacteriana, probablemente también contribuyen a esta accion
(Farré et al., 2004).

2.1.5.4 Actividad antioxidante
Desde el punto de vista quimico, un antioxidante es un compuesto quimico que

previene la oxidacion de otra especie quimica. Bajo una consideracion biologica,
un antioxidante puede definirse como aquella sustancia que cuando se encuentra
presente a concentraciones mucho menores que las de un sustrato oxidable,
disminuye o inhibe significativamente la oxidacion de dicho sustrato, por lo que los
antioxidantes desempefan un papel fundamental en la proteccién de estructuras
celulares que pudiesen ser dafadas en reacciones que involucren radicales libres
(Atoui AK et al., 2005).

El propdleo en estudios previos a demostrado ser capaz de estabilizar o desactivar
a los radicales libres antes de que ejerzan un dano a un 6rgano blanco, al parecer
también son capaces de regular la sintesis de glutatién, importante antioxidante
celular endégeno( Moskaug et al., 2005).

2.1.5.5 Actividad cardioprotectora

El consumo de propdleos como un suplemento nutricional ha mostrado una
disminucién de la peroxidacién de lipidos libres inducida por radicales, asi como
un aumento de la actividad de la superéxido dismutasa (Jasprica | et al., 2007).
Los efectos cardioprotectores de los extractos de propéleos han sido informados,
pero el mecanismo de accion de los polifenoles no es bien definido (Hu F et al.,
2005; Rocha KK et al., 2009).

Estudios han demostrado que los polifenoles de propdleos inhibe la progresion de
la aterosclerosis, mejorando el perfil lipidico y regulando citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas y factores angiogénicos (Beltrame et al., 2010).

Es bien sabido que la modificacién del perfil lipidico es altamente asociado con
enfermedades cardiovasculares (Gonzalez et al., 2006). Estudios previos han
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corroborado la regulacién del metabolismo de lipidos por propdéleos de diferentes
fuentes (Koya-Miyata et al.,, 2009).

En conjunto, se ha demostrado el potencial de los polifenoles de propdleos no sélo
como agentes preventivos sino también como componentes terapéuticos
nutricionales contra el avance de aterosclerosis. Los polifenoles del propdleo,
puede tener acciones benéficas para prevenir o reducir lesiones ateroscleréticas a
través de la modulacién de la inflamacion y factores angiogénicos (Beltrame et al.,
2010).

2.1.5.6 Actividad antidiabética

El grupo de trabajo de Matsushige (1996) demostré que el extracto acuoso de
propoleo posee un efecto preventivo en la destrucciébn de las células B-
pancreaticas al inhibir la generacién del IL-1B y la actividad de la éxido nitrico
sintasa.

A su vez estudios anteriores demostraron que la administraciéon del extracto
acuoso o etandlico, por un periodo de 7 dias en ratas diabetizadas controla la
glicemia y modula los niveles de glucosa (Sforcin, 2011).

2.2 Enfermedades cardiovasculares.

Las enfermedades cardiovasculares se refieren a las enfermedades del corazén y
de los vasos sanguineos, unas de las mas comunes son:
> La cardiopatia coronaria: enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan
el musculo cardiaco (miocardio).
> Las enfermedades cerebrovasculares: enfermedades de los vasos
sanguineos que irrigan el cerebro.
> Las arteriopatias periféricas: enfermedades de los vasos sanguineos que

irrigan los miembros superiores e inferiores.
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Los ataques al corazén y los accidentes vasculares cerebrales (AVC) suelen ser
fenémenos agudos que se deben sobre todo a obstrucciones que impiden que la
sangre fluya hacia el corazén o el cerebro (OMS, 2007).

Los principales factores de riesgo son una dieta malsana, la inactividad fisica, el
consumo de tabaco y el consumo nocivo de alcohol. Los principales factores de
riesgo modificables son responsables de aproximadamente un 80% de los casos
de cardiopatia coronaria y enfermedad cerebrovascular (OMS, 2007).

Las ECV son la principal causa de muerte en todo el mundo. Cada afio mueren
mas personas por ECV que por cualquier otra causa. Las muertes por ECV
afectan por igual a ambos sexos, y mas del 80% se producen en paises de
ingresos bajos y medios (OMS, 2007).

Se calcula que en 2030 moriran cerca de 25 millones de personas por ECV, sobre
todo por cardiopatias y AVC, y se prevé que sigan siendo la principal causa de
muerte (OMS, 2007).

2.3 Mecanismos de vasorrelajacion.

Varios flavonoides tienen propiedades vasorrelajante, debido a diferentes
mecanismos de accién aun no aclarado por completo. Por ejemplo, una flavona
apigenina vasodilatador, que muestra tanto un mecanismo de accion dependiente
del endotelio debido a la liberacién de 6xido nitrico endotelial (NO), y una actividad
independiente de endotelio, probablemente mediada por la proteina cinasa via C
(Zhang et al. 2002). También crisina, otra flavona estrechamente relacionado con
apigenina, posee tanto accién dependiente como independiente de endotelio, pero
al igual presentando efectos vasorrelajante (Duarte et al., 1993; Herrera et al.,
1996).

La activacion de muchos tipos de canales de potasio, expresado en el musculo
liso vascular, representa un mecanismo de accién vasorrelajante, lo que hizo

pequenas moléculas sintéticas o naturales, en calidad de potasio abridores de
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canal, prometiendo herramientas para el abordaje terapéutico de varios trastornos.
Realmente, esta clase de farmacos se pueden unir a las otras clases de
vasodilatadores disponibles, con el fin de ofrecer una mayor variedad de enfoques
terapéuticos para el tratamiento clinico de la hipertension.

En cuanto al mecanismo mediante el cual los flavonoides disminuyen la presién
arterial, se ha propuesto que el canal de sodio epitelial (EnaC) tiene un papel
crucial en la regulacién de la presién sanguinea, contribuyendo ademas al
mecanismo de reabsorcion de sodio (Na+) en los tubulos renales.

Ademas, se ha observado que a una edad las arterias coronarias tanto de los
seres humanos como de las ratas muestran una expresién media reducida de gran
conductancia activados por calcio en los canales de potasio (BK) y una
disminucién significativa de su modulacién fisiolégica (Marijic et al. 2001). Por lo
tanto, la activacion de los canales BK residuales por farmacos especificos podria
ser visto como una estrategia terapéutica para compensar el deterioro de la
capacidad vasodilatadora, que representa una causa del vaso espasmo coronario.

2.3.1 Relajacion dependiente del endotelio
El endotelio vascular ejerce un importante control en la homeostasis

cardiovascular. El equilibrio entre vasodilatadores y vasoconstrictores, factores
protrombdticos y antitrombéticos, y factores proliferativos y antiproliferativos esta
desplazado en las enfermedades cardiovasculares, lo cual conduce a
hipertension, aterosclerosis, agregacién plaguetaria e isquemia. La difusion
endotelial esta caracterizada por un deterioro en la vasodilatacién dependiente del
endotelio, la reduccién de la actividad éxido nitrico sintasa (NOS) y un estado
protrombotico y proinflamatorio de las células endoteliales. (Schachinger et al.,
2000; Widlansky et al., 2003).

Algunos flavonoides ejercen directamente efectos vasodilatadores agudos en
aorta de rata (Duarte et al., 1993a; Duarte et al., 1993b). En vasos sanos, estos
efectos son independientes del endotelio y se producen de manera similar, aunque
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con diferente potencia, en aortas contraidas con diferentes estimulos

# eto).

(noradrenalina, cloruro potasico (KCI), altas concentraciones de Ca
Curiosamente los metabolitos metilados son mas potentes en las arterias
coronarias (lbarra et al., 2002) y en las arterias de resistencia, que en los vasos de
conductancia (Pérez-Vizcaino et al, 2002). Estos efectos dependientes del
endotelio estan relacionados con un efecto prooxidante, ya que pueden ser
inhibidos por las enzimas SOD y catalasa, que elevaria los niveles intracelulares
del O%, con el consiguiente aumento en los niveles de Ca®* endotelial citosélico

(Andriambeloson et al., 1998).

2.3.2 Relajacién independiente del endotelio
Los mecanismos que pueden explicar estos efectos son varios y engloban la

accion sobre la proteina cinasa C (PKC) y otras cinasas, la entrada de calcio en la
célula y la actividad fosfodiesterasa (PDE). Los canales de potasio de la
membrana no parecen intervenir en la respuesta vasodilatadora de los
flavonoides.

La actividad de determinadas cinasas esta relacionada con la funcién contractil de
las células musculares y los flavonoides pueden modificar el funcionamiento de
estas enzimas. Tanto los requerimientos estructurales para la inhibicién como la
potencia de esta inhibicion (Ferriola et al., 1989), sobre la PKC de cerebro de rata,
se correlacionan bastante bien con los requerimientos y la potencia de la accién
vasodilatadora. Los flavonoles y flavonas son los inhibidores mas activos. Las
chalconas se comportan como inhibidores mas débiles y las flavanonas son
generalmente inactivas. Sin embargo, no disponemos de informacion sobre los
efectos de los flavonoides en las diversas isoenzimas de la PKC presentes en el
tejido vascular (Alvarez y Orallo, 2003).

La cinasa, de la cadena ligera de miosina, es otra enzima esencial en el desarrollo

de la contraccion en el musculo liso.
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Parte del efecto vasodilatador de los flavonoides se puede atribuir al bloqueo de
los canales de calcio activados por voltaje.

La inhibicion de la respuesta a la liberacidén del calcio intracelular que se observa
con algunos flavonoides puede deberse a la disminucidn de la sensibilidad a este
ion como resultado de la inhibicién de la PKC mas que al vaciamiento de los
depdsitos intracelulares.

El incremento en los valores celulares de nucle6tidos ciclicos participa en la
relajacién del musculo liso vascular. Algunos flavonoides son capaces de inhibir la
actividad de las PDE de 3,5’ monofosfato de guanosina ciclico (GMP'c) y de 3’,5-
monofosfato de adenosina ciclico (AMP'c), enzimas responsables de la
degradacion de estos nucle6tidos que incrementan de ese modo su concentracion,
lo que puede contribuir a la accioén relajante. Parece, ademas, que existe una
relacion entre la estructura del flavonoide y su accidon sobre las distintas isoformas

de este tipo de enzimas (Alvarez y Orallo, 2003).
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Figura 2. Mecanismos de relajacion y contracciéon del musculo liso vascular y potenciales
lugares de accién de los flavonoides (Alvarez y Orallo 2003).
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3. JUSTIFICACION
En la actualidad las ECV son la principal causa de muerte a nivel mundial segun la
OMS, afectan por igual a ambos sexos, y mas del 80% se producen en paises de
ingresos bajos y medios. Se calcula que en 2030 moriran cerca de 25 millones de
personas por ECV, y se prevé que sigan siendo la principal causa de muerte.
La modificacion de los factores de riesgo puede reducir los episodios
cardiovasculares y la muerte prematura tanto en las personas con enfermedad
cardiovascular establecida como en aquellas con alto riesgo cardiovascular debido
a uno o mas factores de riesgo. Los principales factores de riesgo son una dieta
malsana, la inactividad fisica, el consumo de tabaco y el consumo nocivo de
alcohol.
En nuestro pais en particular no hay una cultura de prevencién para este tipo de
padecimientos, ya que aun habiendo campafas contra la obesidad, estas no
sirven de mucho si no se inculca desde pequefios una alimentacién sana,
actividades fisicas, y bajo consumo en sustancias de abuso.
Por lo antes mencionado se ha intensificado la busqueda de diferentes alternativas
a los tratamientos ya existentes, debido a los efectos adversos que presentan
algunos de ellos, una de estas alternativas es el empleo de productos derivados
de plantas. En este sentido los productos derivados de la colmena como el
propoleo tienen gran relevancia en la medicina tradicional en el tratamiento de
diversos padecimientos debido a sus multiples actividades bioldgicas.
Con base en los antecedentes descritos previamente, este proyecto de
investigacién se enfoc6 en determinar la composicion quimica y la actividad
vasorrelajante del extracto etandlico derivado de un propéleo recolectado en la
zona rural del Distrito Federal y del compuesto mayoritario aislado.
Los posibles hallazgos, en conjunto con la gran diversidad de propdleos en
México, practicamente inexplorados como fuentes de compuestos activos,
constituyen un punto de partida valioso para el descubrimiento de compuestos con
actividad vasorrelajante.
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4. OBJETIVOS

4.1 Generales.

El objetivo general del presente proyecto de investigacion consiste en evaluar la

actividad vasorrelajante y determinar la composicion quimica de un extracto

etanodlico de propoleo recolectado en el apiario “Valentin” de la Delegacién de
Milpa Alta.

4.2 Especificos.

>

Preparar el extracto etandlico a partir de la muestra recolectada de propéleo
del apiario “Valentin” en la Delegacién Milpa Alta.

Determinar el efecto del extracto etanélico de propdleo sobre el tono del
musculo liso vascular de la aorta aislada de rata, intacta y sin endotelio.
Realizar el fraccionamiento primario del extracto, empleando procesos de
particion. Esta actividad conducira a la obtencion de una serie de fracciones
de menor complejidad que el extracto original.

Aislar los compuestos activos a partir de las fracciones primarias. Esta
actividad permitira obtener los compuestos en forma pura.

Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios aislados
mediante la aplicacién de técnicas espectroscopicas y espectrométricas
contemporaneas.

Evaluar la actividad vasorrelajante de los compuestos aislados en un
modelo de aorta aislada de rata.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
5.1 Procedimientos generales

5.1.1 Analisis cromatograficos.
Se utilizaron dos tipos de cromatografia en columna abierta (CCA) y tres

diferentes adsorbentes para cada una:
» Cromatografia en columna (12 cm x 9 cm) sobre gel de silice Kieselgel 60
Merck con tamano de particula de 0.063—0.200 mm, 70—-230 mesh ASTM.
» Cromatografia en columna sobre Sephadex LH-20 (Merck) empacado en
una columna de vidrio (4.77x37 cm).
Los andlisis cromatograficos en capa fina (CCF) de tipo analitica o preparativa se
realizaron segun las técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas de
elucién y placas de aluminio y/o de vidrio de diversas dimensiones, las cuales
estan recubiertas con gel de silice (60F2s4 Merck ®, tamafo de particula 0.063-
0.200 mm, 70-230 mesh ASTM) de 0.25 mm de espesor. Las placas se
visualizaron bajo luz ultravioleta (onda corta a 254 nm y onda larga a 365 nm).
Posteriormente fueron reveladas con vainillina sulfirica al 1%, seguido de

calentamiento (aproximadamente 110 °C) hasta la visualizacién completa.

5.1.2 Determinacion de las constantes espectroscopicas y espectrométricas
de los compuestos aislados.

La determinacion de las constantes espectroscépicas y espectrométricas se
realizd en la Unidad de Servicio de Apoyo a la Investigacion (USAI) en el edificio B
de la Facultad de Quimica, UNAM. Los espectros de masas generados por la
técnica de impacto electrénico (EM/IE) se determinaron en un Thermo Electron
DFS (Double Focus Sector) introduccién directa a 70 eV. Los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN-'H) y de Carbono 13 (RMN-'3C)
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 realizaron
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utilizando DMSO-ds y MeOH-dy; los desplazamientos quimicos se reportan en ppm

referidas al tetrametilsilano (TMS).

5.2 Material vegetal.

La muestra de propodleo se recolecto del apiario “Valentin” ubicado en la zona
rural del Distrito Federal en la Delegacion Milpa Alta. La colecta fue realizada por
Angel Ramirez Lépez y Adriana Correa Benitez de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, UNAM, Ciudad Universitaria. Una muestra de referencia
de este material vegetal se guarda en el laboratorio 111 del conjunto E de la
Facultad de Quimica de la UNAM, Ciudad Universitaria.

5.3 Estudio fitoquimico de propdleo.

5.3.1 Preparacion del extracto del propéleo.

El material vegetal (140 g) se sometié a un proceso de extraccion por maceracion
a temperatura ambiente utilizando 400 ml de etanol por un periodo de 48 horas.
Se filtr6 al vacio el extracto obtenido y se evapord el disolvente a presidn reducida,

obteniéndose asi un extracto total de consistencia cerosa de color marrén (60.4 g).

5.3.2 Fraccionamiento primario del extracto de propodleo

El extracto obtenido se suspendié en 200 ml metanol-agua (90:10) y fue sometida
a diferentes particiones con Hexano y AcOEt, utilizando 300 mL de cada
disolvente y por triplicado. De este procedimiento se obtuvieron tres fracciones
(F-Hex, F-AcOEt y F-MeOH), respectivamente.

5.3.3 Fraccionamiento secundario del extracto de propoleo a partir de
F-AcOEt.

La fraccion F-AcOEt (15.1176 g) se sometié a un proceso de fraccionamiento por
CCA utilizando 325 g de gel de silice como adsorbente y como fase mévil mezclas
de CH2Cl>,y MeOH en diferentes proporciones.
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Se colectaron 25 fracciones de 500 mL cada uno, los cuales se agruparon de
acuerdo a su similitud cromatografica obteniéndose un total de siete fracciones

combinadas.

Tabla 3. Fraccionamiento secundario por CCA a partir de F-AcOEt.

Sistema de elucion Proporcion Fracciones Fracciones
Obtenidas Combinadas
CH.Cl, 100 1-2 P1
CHCl- MeOH 95:5 3-4 P2
CHCly- MeOH 90:10 5-6 P3
CHCl,- MeOH 85:15 7-9
CHCl,- MeOH 80:20 10-13 P4
CHCly- MeOH 70:30 14-16
CHCl- MeOH 50:50 17-19 P5
CHCly- MeOH 30:70 20-22 P6
MeOH 100 23-25 P7

5.3.4 Fraccionamiento terciario a partir de P3.
La fraccion P3 (5.094 g de peso) fue sometida a un fraccionamiento en CCA

utilizando como fase estacionaria gel de silice como adsorbente y como fase movil

mezclas de CH.Cl.y acetona en diferentes proporciones.

Se colectaron 56 fracciones de 250 mL cada uno, las cuales se agruparon de
acuerdo a su similitud cromatografica obteniéndose un total de siete fracciones

combinadas.
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Tabla 4. Fraccionamiento terciario por CCA a partir de P3.

Sistema de elucion Proporcion Fracciones Fracciones
Obtenidas Combinadas
CH.Cl, 100 1-5 S1
CH.Cl,- Acetona 98:2 6-16 S2
CH.Cl,- Acetona 95:5 17-27
CH.Cl,- Acetona 90:10 28-32 S3
CH.Cl,- Acetona 85:15 33-38 S4
CH.Cl,- Acetona 80:20 39-43
CH.Cl,- Acetona 70:30 44-48 S5
CH.Cl,- Acetona 1:1 49-53 S6
Acetona 100 54-56 S7

5.3.5 Purificacion de crisina a partir de S1.
A partir de la fraccién S1 precipité un sélido de color amarillo el cual se purifico

mediante sucesivas recristalizaciones de hexano-acetona. Este proceso permitié

la obtencién de 15.3 mg de un compuesto. El compuesto fue identificado mediante

técnicas espectroscépicas y espectrométricas como el flavonoide crisina (FlII).

5.3.6 Obtencion y purificacion de acacetina a partir de S2.
La fraccion S2 (0.1224 g de peso) fue sometida a un fraccionamiento en columna

abierta utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y como fase mévil se
utilizé MeOH. Mediante este proceso se obtuvieron

posteriormente fueron reunidas por su similitud cromatografica, obteniendo cinco

fracciones combinadas (T1-T5).
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A partir de la fraccidén T2 cristaliz6 un sélido de color amarillo con un peso de 30.8
mg. ElI compuesto fue identificado mediante técnicas espectroscépicas y
espectrométricas como el flavonoide acacetina (C1).

Tabla 5. Purificacion por cromatografia en CA de la fraccion S2.

Sistema de elucion | Proporcion | Fracciones Obtenidas | Fracciones Combinadas
1-3
C1
4-6
7-11 C2
CH;OH 100
13-14 C3
15-17 C4
18 C5

5.3.7 Obtencion y purificacion de pinocembrina a partir de S3.

La fraccién S3 (28.5 mg) se sometié a una cromatografia en capa fina preparativa,
utilizando gel de silice como adsorbente y como fase mévil CH.Cl,-acetona (95:5).
La placa se eluyo tres veces, una vez seca la placa se observé al UV observando
tres bandas definidas, las cuales se rasparon y se dejaron macerando con
acetona, se filtr6 y se concentrd, obteniendo de la segunda banda cristales de
color amarillo con un peso de 16.3 mg. El compuesto fue identificado mediante
técnicas espectroscopicas y espectrométricas como el flavonoide pinocembrina
(A8).
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Diagrama 1. Proceso de extraccién, fraccionamiento, separacion y purificacion de
propodleo.
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5.4 Ensayo bioldgico.

5.4.1 Ensayo de aorta aislada de rata.
Se emplearon ratas de la cepa Wistar (ambos sexos), las cuales fueron

anestesiadas con cloroformo y sacrificadas por decapitacion. Se removio la aorta
toraxica y ésta se colocd en una solucién fria de Krebs-Heinseleit (pH 7.4, 126.8
mM NaCl, 5.9 mM KCI, 2.5 mM CaCl2, 1.2 mM MgCI2, 30 mM NaHCO3, 1.2 mM
NaH2PO4, 5 mM D- glucosa). Se eliminé el tejido adiposo y conectivo de la aorta y
se cortaron anillos de 4-5 mm (Feelisch y col., 1999; Forstermann y col., 1994).
Los anillos de aorta se montaron en camaras de incubacién de 7 ml conteniendo
solucién de Krebs-Heinseleit a 37°C, las cuales se burbujearon constantemente
con una mezcla de oxigeno-dioxido de carbono 95:5.

Las contracciones mecanicas se registraron isométricamente por medio de
transductores de fuerza Grass modelo FTO3 acoplados a un poligrafo Grass de 6
canales modelo 7-8 P.

El extracto etandlico de propdleo y el flavonoide mayoritario acacetina se
evaluaron en un rango de concentraciones de 1 pg/ml a 1000 pg/ml. Las
diferentes concentraciones se disolvieron en agua tridestilada y se adicionaron a
las camaras de tejido aislado, 20 min después de haber inducido la contraccion de
la aorta con la fenilefrina (Phe) 1 uM. La respuesta inducida por cada una de las
concentraciones del extracto en la aorta se registr6 durante 10 minutos y los
cambios en la tension producida por el extracto de prueba se detectaron, mediante
transductores de fuerza (FTO3 Grass), acoplados a un poligrafo Grass. La
informacion obtenida fue procesada por el programa PolyView (Grass). Las
respuestas se expresaron como el porcentaje de contraccion alcanzada al

adicionar la Phe (Feelisch y col., 1999).

5.4.2 Analisis de los datos obtenidos en la evaluacion farmacolégica.
Se realizaron 4-6 evaluaciones para cada una de las concentraciones de las

sustancias de prueba. En cada caso se calcularon los promedios + S. E. M.
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(Standard Error of the Mean; error estandar del promedio). La construccién de las
curvas concentracion respuesta (CCR) se realizaron, mediante un programa de
ajuste no lineal (PRISMA 3.0). En algunas CCR, se calculé la concentracién

efectiva media (CEs) y el efecto maximo (Emax).
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6. RESULTADOS Y DISCUCION

La seleccién del propdleo se realizé con base en el amplio uso de esta resina en la
medicina tradicional y los resultados obtenidos en los ensayos de seleccion. El
bioensayo consisti6 en medir el efecto sobre la musculatura lisa vascular del
extracto etandlico de una muestra de propdleo recolactada en la zona rural del
Distrito Federal en el modelo de aorta aislada de rata siguiendo la metodologia

descrita por Ibarra y colaboradores (2002).

Los resultados obtenidos indican que el extracto etandlico del propdleo presenta
un efecto vasorrelajante en el modelo de aorta aislada de rata obteniendo un Enax
de 79.3 £ 5.1 (%) y una CEsp de 150.4 + 12.3 ug/ml. Cabe mencionar que en México
los estudios sobre los efectos del propdleo como agentes vasorrelajantes son

nulos, motivo por el cual, la resina fue seleccionada para su estudio.

Una porcion de 140 g del material vegetal se extrajo con etanol mediante un
proceso de maceraciéon con agitacion magnética por un periodo de 72 horas.
Posteriormente, el material vegetal se separ6 por filtracion y el extracto resultante
se concentré al vacio. El proceso de extraccion se repitid tres veces.

La determinacion de la accién vasorrelajante del extracto etandlico de propéleo, se
realizé utilizando el modelo de aorta aislada de rata. Este modelo es ampliamente
utilizado para evaluar el efecto, in vitro, de extractos crudos o compuestos puros
obtenidos de plantas sobre el tono del musculo liso vascular de segmentos de
aorta de rata (Ibarra et al, 2002). La relativa facilidad del bioensayo y el
requerimiento de pequenas cantidades de sustancia para inducir un efecto en la
aorta, hacen que este modelo sea muy apropiado para la evaluacion preliminar del
efecto farmacolégico de extractos de prueba.

El extracto etandlico resultante (60.4 g) se evalud con la finalidad de corroborar la

actividad biolégica. Como resultado del proceso se obtuvo que el extracto
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presentaba un Emax de 79.3 £ 5.1 (%) y una CEsg de 150.4 £ 12.3 pg/ml los cuales
se resumen en la Tabla 6, donde se puede observar que el porcentaje en el efecto
maximo es similar al del control ACh, sin embargo en la concentracion efectiva

media es considerablemente mayor.

Tabla 6. Emax (%) y CEso (ug/ml) del extracto etandlico de propdleo “Valentin”.

Muestra Emax (%) CEsp pg/ml
Extracto etandlico propdleo  79.3 + 5.1 150.4 +12.3
“Valentin”

ACh 67.6 = 3. 86+14

En la Figura 3 se muestran las curvas obtenidas para el propdleo elegido para su
estudio y otros propdleos de la zona rural del Distrito Federal evaluados. Los

resultados indican que todos ellos poseen una notable actividad vasorrelajante.

1007 o Ach °
-4~ Propodleo Acuex
-®- Propodleo Buho
809 Propéleo Trojes

- Propédleo Valentin

604

40-

Relajacion (%)

201

- 0 1 2 3
Log concentracion (ug/ml)

Figura 3. CCR del extracto etandlico del propéleo “Valentin”.

Con base en estos resultados, se decidié continuar con un estudio biodirigido del

extracto etandlico del propdleo (EEP) con la finalidad de aislar los compuestos
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responsables de la actividad vasorrelajante encontrada. El extracto etandlico de
propdleo se sometid a un fraccionamiento primario mediante una particion con
AcOEt, un fraccionamiento secundario y terciario por CCA utilizando como
adsorbente gel de silice, y como métodos de purificacion CCA por Sephadex LH-
20 y recristalizacion utilizando Hex-acetona. Logrando aislar tres flavonoides que
fueron caracterizados como crisina, acacetina y pinocembrina mediante la

utilizacién de técnicas espectroscépicas y espectrométricas.

6.1 Elucidacion estructural de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona (acacetina,
C1).

El compuesto C1 se aislé como un sélido amarillo soluble en una mezcla de
diclorometano-acetona. La férmula molecular del compuesto se estableci6 como
C16H1205 con un P.M. de 284, con base en los espectros de RMN (Figura6y 7) y
espectrometria de masas (Figura 5) generados por la técnica de impacto
electronico (EM/IE). El ibn molecular se encuentra en una relacion masa carga de
m/z 284 (8% abundancia relativa).
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Figura 4. Espectro de masas de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona (acacetina, C1).

Los espectros de RMN-H' (Tabla 7 y Figura 6) presentan el perfil tipico para
compuestos de tipo flavona (Duddeck et al, 1978; Lago et al., 2007). Las

caracteristicas mas importantes para el espectro son:

a) En la regién aromatica del espectro de RMN-'H, se observa un sistema
A2B: [0y 7.99 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-2" y H-6"), 7.09 (2H, d, J= 8.0 Hz, H-3" y H-5"),
dos singuletes en &4 6.17 (1H, s, H-6) y oy 6.48 (1H, s, H-8). Estas senales son
asignables a los anillos C y A del flavonoide. Las sefales del sistema A.B:
correlacionan con las absorciones en §¢ 128.7 (C-2'y C-6") y 115.0 (C-3’y C-5") en
el espectro de HSQC, en tanto que los singuletes correlacionaron con las sefales
en dc 99.3 (C-6) y 94.5 (C-8) (Figura 6).

b) En oy 6.83 aparece un singulete que se asigna a H-3. Este singulete
correlaciona con la sefnal en 8¢ 103.9 en el espectro de HSQC (Figura 9).
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C) En oy 3.82 se aprecia un singulete asignable a un grupo metoxilo. Este
singulete correlaciona con la senal en 6c 56.0 en el espectro HSQC. EI grupo
metoxilo se ubico en la posicidn C-4°con base en los resultados obtenidos en el
espectro de nOe de una dimensién (Figura 11). En el espectro se observa
claramente que al irradiar el singulete centrado en 64 3.82, se intensifica el doblete
asignable a los hidrégenos H-3'y H-5" consistente con la ubicacién del grupo

metoxilo en la posicién 4°.

Con base en las evidencias presentadas, el compuesto C1 se identificé como la
5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona conocida con el nombre trivial de acacetina.

Es importante mencionar que a la acacetina se le han descrito en la literatura
diversas propiedades biolégicas adicionales a su efecto vasorrelajante. Algunas de
las propiedades destacadas de este flavonoide son la antibacteriana, antitumoral,
anticancerigena, antiinflamatorio, entre otras (Carroll et al., 1998; Ko et al., 1991;
Duarte et al., 2001).

Estudios previos han reportado actividades especificas de acacetina como son la
inhibicién selectiva de los canales de potasio para la repolarizaciéon auricular en
humanos y como auxiliar en la prevencién de fibrilacién auricular en perros (Gui-
Rong et al., 2008). Los resultados descritos sugieren que la acacetina inhibe los
canales de potasio, y la duracion prolongada del potencial en miocitos auriculares
aumenta, no reduciendo la velocidad de conduccion cardiaca o la contractilidad.
Ademas, se ha demostrado que el compuesto posee un efecto antiperoxidante sin
potencial proarritmico, por lo que puede ejercer un efecto benéfico adicional para
el tratamiento de fibrilacion auricular, ya que el dafo oxidante se cree que
contribuye a la génesis de la fibrilacion auricular en humanos. Por otra parte, en
estas publicaciones se describe que la administracion de la acacetina por via oral
no tiene efectos toxicos en los sujeto de prueba, por lo que se considera a esta
como la mejor via de administracién (Gui-Rong et al.,, 2008). Es importante

mencionar que la acacetina ha sido aislada previamente de propdéleos
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recolectados en diferentes partes del mundo (Hernandez et al., 2007; Szliszka et
al., 2009).

Figura 5. Estructura quimica de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona (acacetina).

Tabla 7. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento del compuesto aislado
acacetina en RMN-"H y RMN- '°C.

Posicion Acacetina

O (JHz) )

2 -- 164.6

3 6.83 (1H, s) 103.9

4 -- 182.2

5 -- 162.7

6 6.17 (1H, s) 99.3

7 -- 163.7

8 6.48 (1H, s) 94.5

9 -- 157.8

10 -- 104.2

1 -- 123.2

2,6 7.99 (2H, dd, J=8.0) 128.7

’ -- 161.9
3,45 - -

3,5 7.09 (2H, dd, J= 8.0) 115.0

-OCH; 3.82 (3H, s) 56.0
5-OH 12.89 (1H, s) -
7-OH 10.57 (1H, s) -

400 MHz, DMSO-d; 100 MHz, DMSO-d;
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OCH;

5-OH

2,6

7-OH
1 L ,uwuﬁi_-__wljh_J@

L e e e B e
12,5 11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 f (6.5 ) 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
ppm

Figura 6. Espectro de RMN-'H de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona (acacetina C1).

36



Resultados y Discusiéon

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80
f1 (ppm)

Figura 7. Espectro de RMN'*C de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona (acacetina C1).
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Figura 8. Espectro de HMBC de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona (acacetina, C1)
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Figura 9. Espectro de HSQC de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona (acacetina, C1).
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Figura 10. Espectro de 'H-'"H COSY de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona (acacetina, C1).
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Figura 11. Region del espectro de nOe de una dimensién comprendida entre 2.6-8.2 ppm
de la 5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona (acacetina, C1).

6.2 Elucidacion estructural de 5,7-dihidroxiflavona (crisina, Flli).
El compuesto FllI, se aislé6 como un sélido de color amarillo soluble en una mezcla

de diclorometano-acetona.

La elucidaciéon de la estructura del compuesto Flll se realiz6 siguiendo una
estrategia similar a la descrita para la acacetina. El analisis del espectro de
RMN'H permitié determinar que la estructura del compuesto FlII correspondia al
de la crisina. Este flavonoide ha sido aislado previamente de los propdleos

poplares recolectados en diferentes regiones del mundo (Salatino et al., 2011).
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OH 0]

Figura 12 Estructura quimica de 5,7-dihidroxiflavona (crisina).

Tabla 8. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento del compuesto aislado
crisina en RMN-"H y RMN- °C.

Posicion Crisina

d (JHz) )

2 -- 164.88

3 6.94 (1H, s) 105.61

4 -- 182.31

5 -- 161.89
5-OH 12.80 (1H, s) -

6 6.20 (1H.,d, J=2.0) 99.46

7 -- 163.60

8 6.50 (1H, d, J=2.0) 94.57

9 -- 157.89

10 -- 104.40

1 -- 131.14

2,6 8.03-8.05 (2H, m) 126.85

4 -- 132.47

3,5 - 129.58
3,4,5 7.53-7.59 (3H, m) --

400 MHz, DMSO-d; 100 MHz, DMSO-d;
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Figura 13. Espectro de RMN-'H de la 5,7-dihidroxi flavona (crisina FllI).

6.3 Elucidacion estructural de la 5,7-dihidroxiflavanona (pinocembrina, A8).
El compuesto A8, se aislé como un sdélido cristalino de color amarillo soluble en

acetona. La formula molecular del compuesto se establecié como Cy5H1204 con un
P.M. de 256, con base en los espectros de RMN-H' (Figura 15) y espectrometria
de masas (Figura 13) generados por la técnica de impacto electrénico (EM/IE). En
esta ultima el i6n molecular se encuentra en una relacion masa carga de m/z 256

(100% abundancia relativa).
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Figura 14. Espectro de masas de la 5,7-dihidroxiflavanona (pinocembrina A8).

La estructura del compuesto A8 se realiz6 siguiendo una estrategia similar a la
descrita para la acacetina. El andlisis de los espectros de masas y RMN'H
permiti6 determinar que la estructura del compuesto A8 correspondia al de la
pinocembrina. Este flavonoide ha sido aislado previamente de los propdleos
poplares recolectados en diferentes regiones del mundo (Salatino et al., 2011).

OH 0]

Figura 15. Estructura quimica de 5,7-dihidroxiflavanona (pinocembrina).
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento del compuesto aislado

pinocembrina en RMN- "H.

Posicion Pinocembrina
d (JHz) )
5.44 (1H, dd, J= 16.0, 4.0) 79.01
3a2.76 (1H, dd, J= 4.0, 16.0) 42.75
3b 3.1 (1H, dd, J= 16.0, 12.0)
4 -- 195.87
5 -- 164.05
5-OH -- --
6 5.90 (1H, d, J=4.0) 94.81
7 -- 167.00
8 5.93 (1H, d, J=4.0) 95.76
9 -- 163.22
10 -- 102.5
1 - 138.98
2,6 7.48 (2H, dd, J= 8.0, 4.0) 128.27
4 - 128.19
3,5 -- 125.91
3,4',5 7.35-7.41 (3H, m) --

400 MHz, metanol-d,

100 MHz, metanol-d,
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Figura 16. Espectro de RMN-'H de la 5,7-dihidroxiflavanona (pinocembrina A8).

La evaluacion bioldgica se realizé solamente del compuesto mayoritario acacetina,
el cual se determiné utilizando las mismas condiciones descritas anteriormente,
obteniendo como resultados un Enax (%) y una CEsp (ug/ml) reportados en la Tabla
10, observando que nuestro compuesto sobrepasa los resultados obtenidos con el

control positivo ACh.
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Tabla 10. Ejnax (%) y CEso (ug/ml) del flavonoide mayoritario acacetina.

Muestra Emax (%) CEso (pg/ml)
Acacetina 100.0 £1.3 33.18 +4.2
Ach 67.6 £3.2 86+14

En la Figura 10 se observa la relacién entre el logaritmo de la concentracion
(ug/ml) y el porcentaje de relajacion, observando que a medida que la
concentracion de acacetina aumenta el porcentaje de relajacion también lo hace,
lo que nos muestra que la acacetina tienen un efecto considerablemente mayor
para la relajaciéon del musculo liso vascular aislado de rata en comparacion con
nuestro control positivo ACh.

1007 o ACh
- Acacetina

804

Relajacion (%)

40-

204

1 0 1 2 3
Log concentracion (ug/mi)

Figura 17. CCR del flavonoide mayoritarios acacetina.
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8. CONCLUSIONES

La evaluacién biolégica del extracto etandlico de propdleo presento un Enax de
79.3 £ 5.1 (%) y una CEsy de 150.4 = 12.3 pg/ml, resultados que contribuyeron a
seguir con el estudio fitoquimico preliminar del extracto etandlico que resultd en el
aislamiento de los flavonoides, acacetina, crisina y pinocembrina. Asi como la
evaluacién del efecto vasorrelajante en el modelo de aorta aislada de rata del
compuesto mayoritario acacetina obteniendo un Enax de 100 £ 1.3 (%) y una CEsy
de 33.18 £ 4.2 ug/ml.

Los resultados obtenidos son comparables con trabajos reportados en la literatura
sobre los flavonoides atribuyendo gran cantidad de actividades bioldgicas entre
las que se encuentran los efectos antioxidante, antitromboético y vasorrelajante
(Harborne y Williams, 2000).

Es importante sefialar que la presencia del flavonoide acacetina, explica de
manera parcial, alguna de las propiedades que posee el propodleo.

Estudios subsecuentes sobre esta resina, podrian conducir al desarrollo de
nuevos farmacos utiles para tratar enfermedades cardiovasculares, las cuales son
consideradas la principal causa de muerte en el mundo.

El presente estudio es una contribucién innovadora en el estudio del propdéleo
mexicano, tanto en su composicion quimica como en la actividad biolégica,
considerando que no se han reportado estudios sobre lo ya presentado en nuestro

pais.
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9. PERSPECTIVAS

» Continuar el estudio de los extractos etandlicos de propéleo evaluados en el
presente estudio, con el fin del aislamiento de compuestos diferentes a los
encontrados en este trabajo.

> Realizar la evaluacién biolégica de los metabolitos pendientes, crisina y
pinocembrina.

» Elaboracion de pruebas biolégicas in vivo, lo que podria ayudar al
surgimiento de nuevos medicamentos para la prevencion y/o tratamiento de
ECV, enfermedades que aquejan a todo el mundo.

> Establecer el mecanismo de accion vasorrelajante de los metabolitos
aislados.

» Continuar con el estudio del prop6leo como fuente de compuestos naturales
para el tratamiento de diversos padecimientos que aquejan a la poblacién.
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