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1. INTRODUCCION

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la
salud de millones de seres humanos, un componente esencial del patrimonio
tangible e intangible de las culturas del mundo, un acervo de informacion, recursos
y practicas para el desarrollo y el bienestar, y un factor de identidad de numerosos
pueblos del planeta (Biblioteca Digital de las Plantas Medicinales de México, 2012).

Actualmente como resultado de los recurrentes casos de efectos secundarios de
los medicamentos alopaticos, al desarrollo de resistencia hacia los antibiéticos y
la necesidad de nuevas moléculas terapéuticas, ha aumentado el interés en los
productos naturales, principalmente como fuente de nuevos agentes medicinales
y alternativas para la medicina alopatica, no solo en los paises desarrollados si no

también en los paises en vias de desarrollo (Ortega y Téllez, 2010).

Es importante mencionar que México posee una gran riqgueza de flora y fauna, por
lo que no es de sorprender que las plantas medicinales y otros productos de
origen natural forman parte esencial de las estrategias generadas por la poblacién
para enfrentar sus enfermedades cotidianas. Esto no solamente se da en el medio
indigena y rural, sino también entre poblaciones mestizas, en zonas urbanas y
suburbanas, como resultado de la diversidad bioldgica del pais, de la naturaleza
pluriétnica de la poblacion y de la necesidad de recursos accesibles frente a muy
diversos padecimientos (FHEUM, 2001; Hersch-Martinez, 1996).

En la actualidad no so6lo en México sino en el mundo ha incrementado la mortalidad
a causa de las enfermedades cronicas degenerativas, principalmente las
enfermedades cardiovasculares (ECV). Las ECV son la principal causa de muerte
en todo el mundo, y 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, 2013).

(+]
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En este sentido se ha observado un incremento en la tendencia a consumir dietas
saludables por parte de la poblacion. Los productos de uso mas frecuente son los
suplementos alimenticios de origen natural, entre los que predominan los de tipo
antioxidante. Estudios previos describen que la exposicion de los organismos a
factores exdgenos y endbégenos, genera una amplia gama de especies reactivas
de oxigeno (ROS), que en condiciones anormales inducen alteraciones y pérdida
de estructura/funcion de la célula, lo que conduce directamente a la citotoxicidad
y/lo indirectamente a la genotoxicidad, con numerosas anomalias graves
favoreciendo las enfermedades cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, envejecimiento acelerado, inflamacién y el desarrollo de

cancer (Dasgupta y De, 2007; Tripathi et al., 2007).

Cabe destacar que el consumo de alimentos funcionales esta asociado con la
disminucién de enfermedades crénicas, debido a la presencia de compuestos
bioactivos, entre los que se encuentran antioxidantes tales como vitaminas C y E,
carotenoides, flavonoides, taninos y otros compuestos fendlicos (Palomino,
2009a).

Tomando en cuenta este marco de referencia se planteo el presente proyecto de
investigacion que se enfoca en el estudio de la composicion y actividad biologica
del propdleo mexicano, producto apicola que ha resurgido en los ultimos afios por

sus considerables propiedades terapéuticas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Propdleo.

2.1.1 Definicion y generalidades.

La palabra propoleo se deriva del griego “pro” (defensa de) y “polis” (ciudad o
colmena), significa en defensa de la colmena (Bankova et al., 2000). Es una
sustancia resinosa y altamente adhesiva, que es colectada, transformada y usada
por las abejas para fijar los panales de miel, pulir las paredes interiores, proteger
la entrada contra los intrusos, rellenar las grietas y hendiduras dentro de la
colmena (Burdock, 1988; Palomino, 2009a).

Este material resinoso es colectado por las abejas de la especie Apis mellifera
(Figura 1), para lo cual utilizan un proceso bioselector. Sus antenas detectan la
fuente vegetal y recogen con sus mandibulas, particulas resinosas de las yemas,
brotes y peciolos de diferentes vegetales (olmo, alamo, sauce, abedul, castafio de

Indias, pino, abeto, roble y algunas herbaceas).

Figura 1. Abejas de la especie Apis mellifera.

Las abejas encargadas de la recoleccion del propoleo lo hacen durante las horas
mas célidas del dia (entre las diez de la mafiana y tres de la tarde) aprovechado las
altas temperaturas para facilitar la obtencion de la resina que tiende a ser muy dura
y friable en ausencia de calor, pero que a temperaturas de mas de veinte grados
centigrados se torna muy maleable (Figura 2). El material colectado se tritura, se

humedece con saliva y secreciones enzimaticas, para posteriormente mezclarse con

(=)
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la cera producida por las glandulas céreas de la abeja y se transporta a la
colmena donde cumple sus funciones vitales. La produccion del propoéleo difiere en
funcién de la variedad de abejas, el clima y el dispositivo de recoleccion (Farrée,
2004; Gonzélez y Bernal, 2002; Martinez, 2008; Pefa, 2008).

Figura 2. Abejas Apis mellifera recolectando resina.

El propdleo (Figura 3) presenta una consistencia viscosa color verde pardo, castafo,
rojo o incluso casi negro; dependiendo de su origen botanico. Se caracteriza por su
sabor acre, frecuentemente amargo, olor agradable y dulce, de forma que cuando
se guema se exhala una fragancia de resina aromatica (Gonzalez y Bernal, 2002). A
temperaturas bajas es duro y quebradizo, mientras que a temperaturas altas es
suave y pegajoso (Burdock, 1988).

Figura 3. Muestra de propoleo procedente del apiario Don Nico.

El propdleo se recoge de las colmenas por medio de trampas o raspado, siendo el

entrampado el método que ofrece mejor calidad y menor contaminacion, la

()
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recoleccion se realiza antes de la llegada del invierno en las regiones templadas vy,
en los climas tropicales, al inicio de la estacion lluviosa, cuando la propolizacion

parece mas activa (Farré, 2004).

Para proceder a la recoleccion del propéleo se debe tener en cuenta las siguientes

consideraciones:

» No todas las razas de abejas propolizan con la misma intensidad.

» Es preferible efectuar la operacion cuando hay frio, pues la sustancia se
desprende con mas facilidad.

» Tener precaucion cuando se raspe el prop6leo de las colmenas pintadas.
La contaminacion con pintura lo inutilizara al incorporar trazas de plomo.

» El propdleo no debe ser sometido al calor, sus valiosas propiedades son
afectadas por altas temperaturas (Gonzalez y Bernal, 2002).

Por otro lado, el procesamiento comercial comprende de tres pasos:

» El primer paso es la evaluacion del material. Si es muy ceroso se somete a
un lavado con agua fria para remover las ceras. El propdleo remanente se
seca con aire en pantallas de acero inoxidable.

» El segundo paso involucra su disolucién en etanol al 95%, las ceras
restantes y las partes de abejas son removidas.

» El dltimo paso involucra la filtracion para eliminar cualquier otro material
ajeno.

Tanto en la recoleccion como en el procesado deben aplicarse rigurosas normas
de higiene para evitar la contaminacion y la subsiguiente pérdida del valor

comercial del producto (Farré, 2004; Ortega y Téllez, 2010).
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2.2 Métodos de recoleccion del propdleo.

2.2.1 Raspado.

El propdleo se recoge en bruto de la colmena raspando las paredes con una espatula.
También se utilizan rejillas especiales que al introducirse en la colmena, las abejas
obreras propolizan. Posteriormente, se extraen y se retira el propdleo. Es un método
gue resulta bastante engorroso e inconveniente, pues las valiosas propiedades de
este producto pueden ser disminuidas (Reyna, 2013).

2.2.2 Rejillas.

Consisten en una lamina de plastico con ranuras que las abejas se apresuran a
rellenar con propoleos, lo que permitira su facil retirada y recoleccion. Se colocan
debajo de la tapa de la colmena y una vez cubierta de propoleos, estas rejillas deben
ser congeladas en la heladera para facilitar su extraccion con una simple presion y

desprender el propodleo de las ranuras (Gonzalez y Bernal, 2002).
2.2.3 Placas Plasticas.

Son del tamafio y apariencia de un excluidor de reinas, pero con agujeros mas
pequefios para impedir el paso de una abeja. Se sitian en la parte alta de la colmena
en sustitucion de la entretapa; al percibir la perdida de calor que se produce en esa
area, las abejas propolizan rapidamente los agujeros. Para cosechar el propodleo, se
colocan las placas en el congelador por 3 a 4 horas y luego se flexionan para

desprender el producto (Reyna, 2013).
2.2.4 Mallas.

Este dispositivo puede ser plastico o metal. El método consiste en cortar secciones
de este material del tamafio de la superficie de la colmena y colocarlos sobre la Ultima
alza, retirAndolas y congelandolas. Muchos consideran que es mas econémica y
también mas duradera, pues no se quiebra por los sucesivos cambios de temperatura
y manipulacién, y que las superficies son mayores, por lo que se recolecta mas
propoleos en cada extraccion (Gonzalez y Bernal, 2002). En la Figura 4 se ilustran

los métodos de recoleccién de propoleo antes mencionados.

(=)



Figura 4. Métodos de recoleccidon de propoéleos: a) método de raspado, b)

método de rejillas, ¢c) método de placas plasticas y d) método de mallas.

2.3 Marco historico.

Las propiedades terapéuticas del propoleo han sido reconocidas por el hombre
desde épocas antiguas. De esta forma, el propdleo es uno de los pocos remedios
naturales que ha mantenido su popularidad durante un largo periodo de tiempo
(Burdock, 1988).

La referencia mas lejana del propéleo data del antiguo Egipto, donde era
conocido por los sacerdotes, quienes tenian en sus manos la medicina, la
guimica y el arte de embalsamar, utilizando el propéleo como uno de los
ingredientes para la conservacion de las visceras de los faraones (Dominguez,
2009).

()
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Aristoteles ya hablaba del propdleo y lo consideré como remedio para infecciones
de “piel, llagas y supuraciones”. Galeno, en el siglo Il, menciona al propdleo en

sus trabajos asi como el fildsofo Persa Avicena (Cortés, 2008).

Entre los aflos 1899 y 1902, en la guerra Anglo-Boer en el cono sur africano, se
reportdé que esta sustancia salvo de la muerte a numerosos soldados, ya que en
aquel entonces se desconocian los antibiéticos y sin el empleo del propdleo
colocado directamente sobre las heridas muchos pacientes habrian muerto de
gangrena (Martinez, 2008).

Las civilizaciones del Nuevo Mundo, también conocieron sus propiedades; se
conoce que los Incas emplearon el propéleo como agente antipirético (Palomino,
2009a).

Por otra parte, en México el cuidado y aprovechamiento de los productos de las
abejas, se remonta a épocas prehispanicas donde las diferentes culturas
existentes tales como los Mayas, Tarascos, Lacandones, Olmecas y Populucas
cultivaban a las abejas sin aguijon (Meliponinos), con fines alimenticios,

medicinales y religiosos (Martinez, 2010).

Como consecuencia del posterior desarrollo de la quimica farmacéutica y al igual
gue ocurrié con los tratamientos fitoterapicos, el propoleo dejé practicamente de
utilizarse. Pero recientemente, se observa un resurgir en su uso y actualmente se
investigan sus acciones, efectos y posibles usos en biologia y medicina, entre los
gue destacan su aplicacion como suplemento dietético y en la industria

farmacéutica (Farre, 2004).

2.4 Composicion quimica.

La composicién quimica del propéleo depende del método de recoleccion, varia de
acuerdo a las fuentes geograficas, ya que depende de la biodiversidad de plantas y
arboles; asi como de la épocay clima existentes en el lugar de recoleccion (Cortés,
2008; Evans, 1996; Papotti et al., 2012).

(o)
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El propdleo esta constituido aproximadamente por mas de trescientos
compuestos diferentes. Pero se puede mencionar que generalmente los propéleos
se componen por 50% bélsamo y resina, 30% de cera, 10% de aceites esenciales y
aromaticos, 5% de polen y 5% de diversas sustancias y residuos organicos.
Ademas se han identificado como los principales componentes de propdleo de
diversos origenes: fenoles, &cidos grasos, aldehidos, flavonoides, esteroides,
amino&cidos, lignanos, é&cidos aromaticos, &acidos diterpénicos, polisacéaridos,
ésteres aromaticos, cetonas, vitaminas (pro vitamina A, vitamina E, vitamina B1, B2,
B3 y B6), minerales (aluminio, plata, bario, boro, cromo, cobalto, cobre, estafio,
hierro, magnesio, manganeso, molibdeno, niquel, plomo, selenio, silicio, estroncio,
titanio, vanadio y zinc), entre otros compuestos (Burdock, 1998; Castaldo y Capasso,
2002; Dominguez, 2009; Evans, 1996; Marcucci, 1995; Papotti et al., 2012; Pefia,
2008; Russo et al., 2002; Walker y Crane, 1987). En la Tabla 1 se muestran algunos

compuestos representativos aislados de propoéleo de diversos origenes.

Tabla 1. Compuestos representativos aislados del propéleo.

Compuesto Estructura quimica Referencia

guimico

Acidos grasos

0]

Acido Atac-Uzel et al.,
linoleico /\/\/\/\/\/\)L 2005.
C5H11 OH

Marcucci, 1996.

Acido maélico
oH Kalogeropoulos,

20009.

HO
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Tabla 1. Compuestos representativos aislados del propdéleo (continuacién).

Compuesto Estructura quimica Referencia
guimico
Acido oleico o Atac-Uzel et al.,

CBHW\/\/\/M 2005
/ OH

Kalogeropoulos,

20009.
Acido o
iti Marcucci, 1995.
palmitico Gt on
Aldehidos
(0] H

Benzaldehido

Marcucci, 1995.

(0] H
Isovainillina Walker y Crane,
1987.
OH
O\CH3
o) H
Vainillina Marcucci, 1995.
oy Walker y Crane,
(0]
1987.

OH

=
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Tabla 1. Compuestos representativos aislados del propdéleo (continuacién).

Compuesto

guimico

Estructura quimica

Referencia

Acidos aromaticos, ésteres y fenoles

Acido

benzoico

Greenaway et
al., 1990.
Marcucci, 1995.

Acido cafeico

(0]
[ j OH
Hojij/\/‘m“

HO

Bankova et al.,
1994,
Gardana et al.,
2007.

Acido

cinamico

@/\)‘\OH

Marcucci, 1995.
Walker y Crane,
1987.

Acido ferulico

Garcia-Viguera
etal., 1992,
Bankova et al.,
1998.

Acido gélico

0
@)
O
Hso/ D/\/H\OH
HO
OH
Hog\w

O,
OH

Marcucci, 1996.
Silici, 2005.
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Tabla 1. Compuestos representativos aislados del propdéleo (continuacién).

Compuesto Estructura quimica Referencia
guimico

(6]
Acido

salicilico OH Marcucci, 1995.

H
(0]
Cinamato de

cinamilo ©/\/\O F Popova, 2005.

Hidroquinona HO—@—OH Popova, 2005.

Flavonoides

~
Acacetina " Silici, 2005.
Walker y Crane,
1987.

o
(0]
OH (0]
OH
Apigenina HO 0
Gardana et al.,
2007.
OH (0]
-12 -

[ -2 )
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Tabla 1. Compuestos representativos aislados del propdéleo (continuacién).

Compuesto Estructura quimica Referencia

guimico

Bankova et al.,
1983.
Kalogeropoulos,
2009.

Canferol

OH (o]
HO (6]
Crisina Marucci, 1995.
OH (6]

Galagina " ° Gardana, 2007.
Silici, 2005.
OH
OH o

Atag-Uzel et al.,

Naringenina "
2005.

\@inj Kalogeropoulos,
20009.

OCH,
Isosakuranetina ©/
"o ot Walker y Crane,
\Q;‘j 1987.
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Tabla 1. Compuestos representativos aislados del propdéleo (continuacién).

Compuesto Estructura quimica Referencia

guimico

Pinobaskina Marucci, 1995.
OH (0]
HO o) o
Pinocembrina Gardana, 2007.
Walker y Crane,
1987.
OH o]
H3CO o R
Pinostrobina o Atag-Uzel et al.,
2005.
OH O
OH
OH
. HO o) .
Quercetina Marucci, 1995.
Silici, 2005.
OH
OH (0]
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Tabla 1. Compuestos representativos aislados del propdéleo (continuacién).

Compuesto Estructura quimica Referencia
guimico
Lignanos
o//\\
Sesamina 0 Bankova et al.,

oy
7
H

2000.
Christov et al.,
19909.

Sesartenina

OCH,

H,CO

Christov et al.,

HiCO 9 1999.
H,CO
Terpenos
Farnesol Walker y
N N N oH Crane, 1987.
Geraniol Bankova et al.,
2000.
//JQ§§///\\\//J§§§//A\\OH
Walker y Crane,
1987.
Pineno Bankova et al.,

2000.
Borcic et al.,
1996.
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Los compuestos identificados en los propdleos se originan de tres fuentes: los
recolectados a partir de exudados de plantas, sustancias secretadas por el
metabolismo de las abejas y materiales introducidos durante el proceso de
manufactura del propdéleo (Marcucci, 1995).

Por la diversidad de su composicion los extractos a partir del propdéleo, se realizan
generalmente con disolventes como etanol, acetona, tolueno, éter, tricloroetileno y
cloroformo; los cuales permiten la disolucion de muchos constituyentes presentes

en el propoleo (Ortega y Téllez, 2010; Papotti et al., 2012).

2.5 Propiedades terapéuticas.

El propdleo es un producto natural utilizado ampliamente en la medicina
tradicional por sus reconocidas propiedades terapéuticas y se ha convertido en un
constituyente popular de alimentos naturistas, productos farmaceéuticos vy

cosmeéticos (Figura 5).

Diversos estudios han comprobado las propiedades terapéuticas atribuidas a
los propdleos, tales como actividad antibacteriana, antiviral, antiinflamatoria,
antimicotica, anestésico local, antioxidante, anticancerigeno,

inmunomodulador entre otras propiedades (Evans, 1996).

Figura 5. Productos comerciales elaborados con propdleo.
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2.5.1 Actividad antibacteriana.

Se han realizado muchas investigaciones sobre la actividad antibacteriana del
propdleo y de sus extractos contra cepas de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, se ha observado que el propdleo tiene una actividad antibacteriana de
amplio espectro contra bacterias Gram positivas y una actividad antibacteriana
limitada contra bacilos Gram negativos (Lotfy, 2006). En diversos estudios se ha
descrito que diferentes concentraciones de extracto etandlico de propdleo,
inhibieron completamente el crecimiento de Bacillius megaterium DSM 32, Bacillus
subtilis IMG 22, Bacillus brevis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus sp.
(Burdock, 1988). También se ha reportado actividad antibacteriana para
Helicobacter pylori (Atag-Uzel et al., 2005), Escherichia coli, Aerobacter aerogenes,
Alcaligenes sp., Bordetella bronchiseptica y Serratia marcescens (Marcucci, 1996).

La actividad antibacteriana de los propoleos se ha atribuido principalmente a los
flavonoides, a los acidos aromaticos y ésteres presentes en esta resina. La
galangina, pinocembrina y pinostrobina han sido reconocidos como los flavonoides
mas eficaces contra las bacterias. Ademas se ha descrito que el acido ferulico y

cafeico también contribuyen a la accion bactericida del propéleo (Marcucci, 1995).

2.5.2 Actividad antiviral.

Diferentes estudios han descrito que los propoleos pueden afectar la reproduccion del
virus de la gripe, en particular el virus de la gripe Ay B, al virus de vaccinia, y el virus
del herpes aviar (Amoros et al.,, 1992). Se observd claramente la inhibicion de la
propagacion de virus de la polio. A una concentracion de 30 pg/ml, el propdleo redujo
el titulo de virus del herpes simple por 1000, mientras que el virus de la estomatitis
vesicular y el adenovirus fueron menos susceptibles. Ademas de su efecto sobre la
multiplicacion de virus, se hall6 que el propoleo ejerce una accion viricida sobre el

virus del herpes simple y sobre el virus de la estomatitis vesicular (Marcucci, 1995).
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2.5.3 Actividad antimicotica.

Utilizado granulos de propdleo, asi como tabletas de propéleos preparadas, a
concentraciones de 5 a 25 mg/ml; se observo actividad antifingica con una u otra
preparacion contra Microsporum canis, Microsporum gypseum, Phialophora
jeanselmei, Piedra hortae, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum y
Trichosporon cutaneum (Burdock, 1988).

También se ha descrito la actividad antifingica de propdleos en diferentes cepas de
la levadura del género Candida, las levaduras mostraron una actividad antifingica
clara con el siguiente orden de sensibilidad: C. albicans > C. tropicalis > C. krusei > C.
guilliermondii (Lotfy, 2006).

2.5.4 Actividad antioxidante.

En los propdleos la capacidad antioxidante se ha relacionado con la composicion
guimica de éstos y con la prevencion de diversas enfermedades (Palomino,
2009a).

El propdleo es una fuente natural de antioxidantes, que protegen a los aceites y
lipoproteinas séricas de la oxidacion. Sus propiedades antioxidantes se deben a
su actividad antiradicalaria y al efecto inhibidor sobre el idGn cuproso, iniciador de la

oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (Farré et al., 2004).

De forma particular se atribuye la actividad antioxidante principalmente al
contenido de compuestos fendlicos (Palomino, 2009a), algunos compuestos
antioxidantes identificados incluyen acido ferulico, quercetina y acido cafeico
(Pefa, 2008).

A su vez la actividad antioxidante ha sido ampliamente estudiada debido a su
prometedora aplicacion en la medicina preventiva, ya que su consumo podria
evitar o aminorar los dafios causados a las células por los radicales libres, lo que
conlleva al desarrollo de enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas

principalmente.
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2.5.5 Actividad inmunomoduladora.

Los estudios realizados por Orsatti en el afio 2010 permitieron demostrar que el
extracto etandlico de propdleo, a una dosis de 200 mg/Kg durante tres dias, activo en
ratones los pasos iniciales de la respuesta inmune mediante la sobreexpresién de los
receptores TLR-2, TLR-4 y la produccion de citosinas pro-inflamatorias (IL-1 e IL-6)
por los macréfagos y las células del bazo. Esta respuesta contribuye al
reconocimiento de los microorganismos y a la activacién de los linfocitos por las

células presentadoras de antigenos (Reyna, 2013).

2.5.6 Otras actividades.

Asimismo se han reportado otras actividades biolégicas como antiulcérico,
antidiabético (Sforcin y Bankova, 2011), vasoprotector (Valenzuela, 2013),
antihipertensivo (Niraldo, 2005), antitumoral (Bassani-Silva et al., 2007), entre otras.
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3.  JUSTIFICACION

En muchos paises una parte considerable del consumo de productos naturales no
cuenta con algun tipo de regulacion, México no es la excepcion; ya que solo unas
pocas especies vegetales y pocos productos de origen natural han sido descritos
en registros que incluyen control de calidad y monografias cientificas. Es por ello
gue la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) recomendd a sus paises
miembros en su resolucion WHA 42.43 de 1989, que realizaran una evaluacion
detallada de sus recursos terapéuticos de origen vegetal, principalmente los
que se utilizan en las préacticas de medicina alternativa y complementaria. Con lo

cual se busca enriquecer las Farmacopeas Nacionales.

En México, actualmente el propdleo se comercializa como componente de jarabes,
jaleas, cremas, geles, caramelos, champus, aerosoles, cosmeéticos entre otros
productos que principalmente se encuentran en tiendas naturistas. Sin embargo,
no se cuenta con la informacion suficiente sobre la composicion quimica y
actividad biolégica de los propoleos mexicanos, la cual es necesaria para
establecer una regulacion y parametros de calidad que sirvan para que las
instituciones regulatorias a cargo realicen un control y la verificacion de dichos
productos. A pesar de ello, las autoridades sanitarias han prestado poca atencion a
la regulacion y estudio cientifico de los productos naturales medicinales, aunque el
comercio de estos se ha incrementado de manera importante y presentan

diferentes niveles de calidad.

Debido a la amplia utilizacién y complejidad del propdéleo, en México se deben de
establecer normas y parametros de control de calidad. Tomando en cuenta que
debido a que el propoleo es un producto apicola altamente variable, se debe
centrar la atencidén en la estandarizacion de las técnicas de extraccion y de los
extractos de propodleo para asi poder garantizar la actividad biolégica de dichos
extractos, que posteriormente pueden ser utilizados en la industria farmacéutica,

alimentaria y cosmética.
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Con base en lo anterior, el presente proyecto se enfoca principalmente a
enriquecer el conocimiento de los propdleos mexicanos, mediante el estudio de la

composicion y actividad biologica de propéleos recolectados en diferentes apiarios y
estaciones del afo.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Obtencion, caracterizacion de la composicion quimica y evaluacion del efecto

biolégico de propdleos recolectados en la zona rural del Distrito Federal.

OBJETIVOS PARTICULARES

% Extraer y cuantificar el contenido de cera, resina y balsamo de propéleos
obtenidos en diferentes apiarios y estaciones del afio.

% Evaluar la capacidad antimicrobiana in vitro de los extractos etandlicos y
acetonicos de los propoleos, utilizando como microorganismo de prueba a la
bacteria Streptococcus mutans.

% Evaluar la capacidad antioxidante in vitro de los extractos etandlicos,
acetonicos, resinas y balsamos de los propoleos; utilizando el ensayo de
atrapamiento del radical DPPH’, la capacidad atrapadora del radical ABTS™ vy la
capacidad reductora de hierro (FRAP).

% Cuantificar el contenido de fenoles y flavonoides totales presentes en los

extractos etanolicos, acetonicos, resinas y balsamos de los propodleos,

utilizando técnicas espectrofotomeétricas.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Material vegetal.

Las muestras de propodleo utilizadas fueron colectadas por personal de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. Se utlizaron 12 propoéleos
provenientes de diferentes apiarios ubicados en la Zona Rural del Distrito Federal,
los cuales se indican en la Tabla 2. Las muestras se obtuvieron utilizando el
método de recoleccion con mallas, se realizaron tres colectas; la primera colecta
fue realizada en el mes de agosto, la segunda en octubre y la tercera en diciembre
del 2011. En la Figura 6, se muestra la ubicacién geografica de cada apiario
estudiado.

Las muestras vegetales se desecaron, fragmentaron y se guardaron en

refrigeracion a -4°C.

Tabla 2. Ubicacion de los apiarios estudiados.

Apiario Ubicacién m.s.n.m*
Acuexcomal Delegacion Xochlmllcp, D.F. Poblado de San Luis 2240
Tlaxialtemalco.

Trojes Delegacion Tlalpan, D.F. Pgblado de San Antonio 2240
Tecomitl.

Don Nico Delegacion Tlalpan, D.F. Poblado de Topilejo. 2240

Bonilla Delegacion Milpa Alta, D.F. Poblado de San Pablo 2240
Oztotepec.

Biho Delegacion Milpa Alta, D.F. Poblado de San Pablo 2240
Oztotepec.

Panteén Delegacion Milpa Alta, D.F. Poblado de San Pablo 2240
Oztotepec.

Tepenahuatl Delegacion Milpa Alta, D.F. Poblado de San Pablo 2240
Oztotepec.

*m.s.n.m: metros sobre el nivel del mar.
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Figura 6. Ubicacion geografica de los apiarios estudiados.

5.2 Obtencion de los extractos etandlicos y aceténicos.

Para obtener los extractos se pesaron dos gramos de propoleo seco y
fragmentado, se adicionaron 10 mL de etanol y se realizd la extraccion con
agitacion constante a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, el
material vegetal se dejé macerar con el etanol por un periodo de 24 horas,
siguiendo la metodologia descrita previamente por Papotti y colaboradores (2012)
con algunas modificaciones. Por ultimo, el extracto etanodlico se filtré y se dejo
secar. Adicionalmente, se obtuvo el extracto acetonico del propéleo siguiendo
una estrategia similar a la descrita anteriormente para el caso del extracto

etandlico.

5.3 Obtencion de la cera presente en los propdleo.

Para la obtencion de la cera del propdéleo, se pesaron tres gramos de propéleo, los
cuales se sometieron a un proceso de extraccion continua (Sohxlet) por un
periodo de dos horas y 120 mL de hexano como disolvente. Posteriormente, el
extracto hexanico se concentrd y se resuspendié utilizando 120 mL de etanol al

70 %, como pasos siguientes, la suspension se calentd, se enfri6 con hielo, se
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filtr6 y la cera separada se dejo secar durante 24 horas. Siguiendo la metodologia
descrita por Papotti y colaboradores (2012) con algunas modificaciones. Por ultimo
se calculé el rendimiento en porcentaje. Es importante mencionar que la

extraccion se realizé por triplicado.

5.4 Obtencién del balsamo.

La solucién remanente obtenida en la extraccion de la cera, se concentré y
particion6 tres veces con 50 mL de diclorometano. Las fases organicas se
reunieron, se secaron con Na,SO, anhidro y se filtraron. Posteriormente se
concentraron al vacio, siguiendo la metodologia descrita por Papotti y
colaboradores (2012) con algunas modificaciones. Por udltimo se calculo el

rendimiento en porcentaje.

5.5 Obtencion de la resina.

La resina del propoleo se obtuvo a partir del residuo del propoéleo tratado con
hexano. Siguiendo la metodologia descrita por Papotti y colaboradores (2012) con
algunas modificaciones. EI método utilizado incluyé una segunda extraccion en
Sohxlet con una mezcla de etanol-cloroformo (1:1) por un periodo de dos horas,
posteriormente, el extracto resultante se concentrd y se calcul6 el rendimiento en

porcentaje. La extraccion de las resinas se realizo por triplicado.

5.6 Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos

y aceténicos.

5.6.1 Microorganismo de prueba.
Para determinar la actividad antibacteriana de los extractos, se utilizdé la bacteria

cariogénica Streptococcus mutans (ATCC 10499) como microorganismo de prueba.
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5.6.2 Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI).

El ensayo se realiz6 en placas de 96 pozos, se colocaron en todos los pozos 100
puL de medio de cultivo infusion cerebro corazén (BHI). Seguidamente se adicion6
en los pozos de la primera linea de A hasta G 100 pL de cada muestra (2 mg/mL),
en H se adicion6 100 pL del control positivo gluconato de clorhexidina (CHX al
0.12 %) y en todo el carril 12 se adicionaron 100 pL de control negativo (medio BHI).
Se realizaron diluciones seriadas trasfiriendo 100 pL de linea en linea de la primera
a la doceava linea (Figura 7). Posteriormente se adicion6 a todos los pozos 80 pL
de medio de cultivo BHI con 1.5 % de glucosa, y 10 pL de solucién 1x10° UFC/mL
de Streptococcus mutans. Las determinaciones se realizaron por duplicado, se
incubaron las placas durante 24 horas a 37 °C, y posteriormente se leyeron. El
valor de CMI para cada muestra analizada se defini6 como la minima
concentracion del compuesto de prueba que limitaba la turbidez a menos de 0.05 a
una absorbancia de 660 nm.

Control negativo (BHI)

6 7 8 9 10 11 121
r  2aValalalaVYala
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B OO(C . ¥
W O S
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FOUOUVOLVDOOLVDLVOLOOLOLY '\,) O
“ - “ - - ~
A MO
w6 QO W W '\\_J WVWOOLOL
i . MO
Control positivo —p=H | QOOOLOOLOLOO
(CHX)

Figura 7. Mapa de la placa de 96 pozos utilizada en el ensayo antimicrobiano.
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5.7 Cuantificacion del contenido de flavonoides y fenoles totales
presentes en los extractos etandlicos, acetdnicos, resinas y balsamos de los

propdleos estudiados.

5.7.1 Determinacidon de flavonoides totales.

La determinacién de flavonoides totales se realiz6 en placas de 96 pozos,
siguiendo la metodologia de Kumazawa y colaboradores (2004). Se adicionaron
100 pL de solucién de la muestra (1 mg/mL), y 100 pL de solucion etandlica de
AICI; al 2%. Se dejé incubar a temperatura ambiente una hora y se midi6 la
absorbancia a 415 nm en un lector de ELISA BIO°RAD Benchmark. Cada muestra
se realizo por triplicado y los resultados se presentan como el promedio de las

determinaciones * la desviacion estandar correspondiente.

En la Grafica 1, se muestra la curva de calibracion de quercetina que se construyo
en un intervalo de concentracion entre 3-25 pg/mL, con el fin de expresar los

resultados como equivalentes de quercetina por gramo de extracto (Mgquercetina/Jext O
mg EQ/g).

1.2
. Absorbancia = 0.0406Cgercetina + 0.06
g 1 R2 =0.9979
Lo
—
Y 08
<
«
5 0.6
c
©
o)
5 04
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0.2
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Concentracion de quercetina (ug/mL)

Gréfica 1. Curva de calibracion para determinar el contenido de flavonoides totales.
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5.7.2 Determinacion de fenoles totales.

La determinacion de fenoles totales se realizd siguiendo la metodologia de
Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones. En placas de 96 pozos, se
adicioné en cada pozo 160 pL de agua desionizada, 20 pyL de solucion de la
muestra (1 mg/mL) y 20 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu (1:1). La mezcla
resultante se agitd y se dej0 reposar por 8 minutos en ausencia de luz.
Posteriormente se adicioné 10 pL de Na,COs; al 20%. Se incubd por una hora en
ausencia de luz y se midié la absorbancia a 700 nm en un lector de Elisa BIO*RAD
Benchmark. Cada muestra se realizd por triplicado y los resultados se presentan

como el promedio de las determinaciones * la desviacion estandar correspondiente.

En la Grafica 2, se observa la curva de calibracion de acido géalico que se construyo
en un intervalo de 5-80 pg/mL, con la finalidad de expresar los resultados como

equivalentes de acido galico por gramo de extracto (Mgasc.gaico/dexx 0 Mg EAG/Q).

1.2
Absorbancia = 0.0134C4. 440 + 0.0015
~ 1 R2 =0.9954
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0.2
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Concentracién de acido galico (ug/mL)

Gréfica 2. Curva de calibracion para determinar el contenido de fenoles totales.
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5.8 Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos etandlicos,
aceténicos, resinas y balsamos de los propéleos estudiados.
5.8.1 Actividad inhibidora del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH").

Se utilizé la capacidad de atrapamiento del radical DPPH" para determinar la
actividad antioxidante de las muestras, siguiendo la metodologia descrita por
Rojano y colaboradores (2008) con algunas modificaciones. La determinacién se
realizé en placas de 96 pozos, se colocaron 100 pL de solucién de la muestra
(Img/mL) y se adicionaron 100 pL de solucion etandlica de DPPH"™ 0.208 mM. Se
incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos y posteriormente se midio la
absorbancia a 490 nm en un lector de Elisa BIO*RAD Benchmark.

Cada muestra se realizo por triplicado y los resultados se presentan como el

promedio de las determinaciones * la desviacion estandar correspondiente.

En la Grafica 3, se presenta la curva de calibracion del antioxidante comercial
Trolox® que se construyé en un intervalo de concentracion de 0-100 mM. Los
resultados se expresan como equivalentes de Trolox® por gramo de extracto
(MMrroiox/Gex © TEAC).

0.6 ‘

e 05
g Absorbancia = -0.0045C,,,x + 0.5350
L 04 R2 = 0.9896
2
< 0.3
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3 0.2
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Concentracion de Trolox (mM)

Gréfica 3. Curva de calibracion para determinar la capacidad de inhibicion del
radical DPPH".
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5.8.2 Determinacién de la actividad inhibidora del radical 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6 sulfonato de amonio (ABTS™).

De acuerdo al método descrito por Kriengsak y colaboradores (2006) con algunas
modificaciones. El radical ABTS™* se form6 por la reaccién de oxidacion de la
solucién 7mM de ABTS con una solucion 2.45 mM de persulfato de potasio. La
solucion resultante se conservéd durante 16 horas en ausencia de luz antes de su
utilizaciéon. De esta forma la actividad antioxidante de las muestras, se evalu6 con
la capacidad de atrapamiento del radical ABTS™". La solucién del radical ABTS™ se
diluyé con MeOH hasta obtener una absorbancia inicial de al menos 0.70 a 700 nm.

El ensayo se realizé en placas de 96 pozos, se adicionaron 20 pL de solucién de
cada muestra (Img/mL) y se colocaron 180 uL de la solucién del radical ABTS™*
ajustados a la absorbancia de al menos 0.70. Se dej6 incubar a temperatura
ambiente durante 6 minutos y posteriormente se midi6 la absorbancia a 700 nm en
un lector de Elisa BIO*RAD Benchmark.

Cada muestra se realizo por triplicado y los resultados se presentan como el

promedio de las determinaciones + la desviacion estandar.

En la Gréfica 4, se puede observar la curva de calibracion del antioxidante
comercial Trolox® que se construyo en un intervalo de 0-65 mM y los resultados se

expresaron en equivalentes de Trolox® por gramo de extracto (MMrox/Jex © TEAC).
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Grafica 4. Curva de calibracion para determinar la capacidad de atrapamiento del
radical ABTS™.

5.8.3 Determinacion de la capacidad reductora de hierro (FRAP).

El ensayo de FRAP se efectud utilizando la metodologia descrita por Strain (1996)
con algunas modificaciones. El ensayo se llevo a cabo en placas de 96 pozos, se
coloco en cada pozo 20 pL de solucién de la muestra (0.1 mg/mL), con 180 uL de
la solucion del reactivo de FRAP (2.5 mL de solucién 2,4,6-tripiridil-S-triazina 10
mM en HCI 40 mM, 2.5 mL de FeCl; 20 mM y 25 mL de buffer de acetato 300 mM a
un pH de 3.6). Se dej6 incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos,
después se registrd la absorbancia a 595 nm en un lector de Elisa BIO-RAD

Benchmark.

Cada muestra se realiz6 por triplicado y los resultados se presentan como el

promedio de las determinaciones + la desviacion estandar correspondiente.
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En la Gréfica 5, se muestra la curva de calibracién de &cido ascoOrbico que se
construyé en un intervalo de 50-1500 uM vy los resultados se expresaron como
equivalentes de acido ascorbico por gramo de extracto (MMgc ascorbico/Jexk © EAA/Q).
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Grafica 5. Curva de calibracion para la determinacion de la capacidad reductora de

hierro.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Recoleccion de las muestras de propdleo en los diferentes apiarios y
épocas del afio.

Los propdleos objeto de estudio se recolectaron durante los meses agosto,
octubre y diciembre del 2011 en apiarios ubicados en la zona rural del Distrito
Federal (Delegaciones Milpa Alta, Tlalpan y Xochimilco). Las muestras
presentaban en todos los casos un color café obscuro y un olor agradable. La
consistencia de los propoéleos era viscosa a temperatura ambiente y quebradiza a
-4° C.

6.2 Contenido de cera, resinay balsamo de los propodleos estudiados.

En la Tabla 3 se resume el contenido promedio de cera, resina y balsamo de cada
uno de los propoleos recolectados en la zona rural del Distrito Federal. Estos
resultados representan el promedio de tres determinaciones independientes y se
expresan en porcentajes. Como se observa en los resultados ahi resumidos los
propoleos recolectados en tres diferentes épocas del afio en los apiarios
seleccionados presentan diferencias significativas en el contenido de ceras. Las
muestras recolectadas presentaron un contenido de ceras en un rango tan amplio
de 53.33 + 2.95 a 83.28 + 2.55 %. Estos contenidos corresponden a las muestras
obtenidas del apiario Don Nico, ubicado en Topilejo delegacion Tlalpan. Los
apiarios Acuexcomatl, Trojes, Buho, Pantedn, Tepenahuatl y Bonilla no tuvieron un

rango tan amplio en el contenido de ceras en las diferentes épocas.

Por otra parte, el contenido de resinas obtenido para los propoleos recolectados en
la zona rural del Distrito Federal presentd un rango de 8.22 + 0.64 a 18.44 + 1.50 %.
Por ultimo, el contenido de balsamos determinado para los diferentes propdleos se
encontro entre 2.14 £ 0.64 a 11.67 + 1.27 %.
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Tabla 3. Composicién de los propéleos estudiados
Propdleo

% Cera % Resina % Béalsamo

Colecta Apiario
Acuexcomatl | 65.95+3.07 | 8.80+2.09 8.45+2.17
Trojes 62.03+£1.97 | 11.28+2.54 7.31+1.15
Primera Don Nico 67.37+2.78 | 18.44 +1.50 6.61+2.61
Bonilla 62.45+1.95 | 1541 +2.26 8.30 £ 0.45
Promedio 64.45+2.44 | 13.48+2.10 7.67 +£1.96
Don Nico 53.33+£295 | 16.57+1.74 5.34 +1.38
Buho 67.38 £1.00 9.84 + 0.67 5.96 + 1.35
Segunda Pantedn 75.82+1.40 | 11.45+1.25 5.23+1.39
Tepenahuatl 63.63 +1.64 8.22 +0.64 11.67 £ 1.27
Promedio 65.04 £1.75 | 1152 +1.07 7.05+1.35
Acuexcomatl 68.89+243 | 13.77+1.28 433+1.14
Don Nico 83.28 £ 2.55 8.29 +0.13 4.02 £0.22

Tercera

Bonilla 69.90+1.65 | 15.08+1.06 2.14 +0.64
Buho 77.17+£0.93 | 11.80+0.52 3.61+041
Promedio 74.81+£1.89 | 12.24+0.75 3.52 +£0.60

Es importante destacar que el contenido promedio de ceras, resinas y balsamos

obtenidos para los propdleos estudiados difieren de los reportados por Papotti y

colaboradores (2012) para propoleos poplares recolectados durante el verano de

2007 en lItalia. En la Tabla 4 se resumen los resultados descritos por Papotti y

colaboradores (2012).
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Tabla 4. Composicién de los propdleos estudiados por Papotti y colaboradores
(2012).

Método de recoleccion % Cera % Balsamo % Resina
Raspado 26.4+7.5 5.25+1.3 56.4 + 8.7

Cunhas 18.7+£8.1 4.67 +2.2 64.3+8.1

Redes plasticas 219157 6.07 £ 0.6 60.1+5.8

Al comparar los resultados descritos por Papotti y colaboradores (2012) para
propdleos recolectados utilizando los métodos de raspado, cufias y redes plasticas
se puede observar claramente la influencia que tienen los métodos de recoleccion

sobre el contenido de ceras, resinas y balsamos.

Las muestras analizadas en el presente estudio fueron obtenidas en todos los
casos utilizando mallas, y los resultados obtenidos para el contenido de ceras,
balsamos y resinas nos permiten afirmar que los propoéleos recolectados en la zona
rural del Distrito Federal contienen menores cantidades de resinas y mayores
concentraciones de ceras y balsamos que los descritos por Papotti y colaboradores
(2012). Es importante destacar que esta comparacion se realizo considerando a los
propoleos italianos ya que son los uUnicos con informacion completa sobre las

variaciones en los contenidos de ceras, resinas y balsamos.

Los analisis de varianza (ANOVA) realizados con la finalidad de conocer las
diferencias en los contenidos de ceras, resinas y balsamos en los propdleos
estudiados permitieron determinar que las tres colectas realizadas a lo largo del
afio poseen diferencias significativas en el contenido de ceras. Con respecto al
contenido de balsamo se encontr6 una tendencia similar a la determinada para el
contenido de ceras. Por ultimo, el contenido de resinas no presentd diferencias
significativas en las tres colectas realizadas. En la Gréafica 6 se resumen los

resultados obtenidos para los contenidos de ceras, resinas y balsamos.

Asimismo se observo un incremento en el contenido de ceras a lo largo del afio, siendo

la colecta correspondiente al mes de diciembre (tercera) la que presentd el mayor
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contenido de cera. En cuanto a los balsamos, se observd una disminucion de su
contenido durante las estaciones del afio, siendo la tercera colecta la que presento el
menor contenido de balsamos (Grafica 6). Este fendmeno se explica por la escasez
de flora y el endurecimiento de las resinas de los arboles durante el invierno, lo cual
hace mas dificil su recoleccién por las abejas. Otros factores que se deben
considerar son los efectos del calentamiento global y la urbanizacién de terrenos
rurales, puesto que estos factores tienen un efecto directo sobre la flora y el ciclo
reproductivo de las abejas, lo cual repercute directamente sobre la composicion del
propéleo (Gonzalez y Bernal, 2002).

~ m Primera Colecta

Contenido (%)

. m Segunda Colecta
"~ Tercera Colecta

Gréfica 6. Contenido promedio de ceras, resinas y balsamos en los propoleos
estudiados.
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6.3 Actividad antibacteriana de los extractos etandlicos y acetdnicos.

Para la determinacion de la actividad bioldgica de los extractos etandlicos y
acetonicos, se utiliz6 como microorganismo de prueba a la bacteria Streptococcus
mutans. Este microorganismo es considerado como uno de los principales agentes
para la formacion de caries. Esta bacteria produce glucosiltransferasas (GTFs), las
cuales le dan la capacidad de sintetizar glucanos a partir de sacarosa. Estos
glucanos permiten que mediante adherencia Streptococcus mutans y otras
bacterias de la flora de la superficie de los dientes formen la placa dentobacteriana
(Pimenta et al., 2004).

Los resultados obtenidos para este ensayo indican que los extractos con mejores
CMis fueron el extracto acetonico derivado del propdleo del apiario “Don Nico”
segunda colecta, con 250 pg/mL y el extracto etandlico obtenido del apiario
“Acuexcomatl” tercera colecta, con 500 pg/mL. Los extractos restantes exhibieron
CMiIs mayores a la concentracion limite de 1000 pg/mL. Es importante destacar
gue un extracto preparado a partir de materiales vegetales es considerado activo si
presenta una CMI menor a 1000 pg/mL (Rosas-Pifion, 2012). En la Tabla 5 se
muestran los resultados obtenidos para el ensayo de la actividad antibacteriana de

los propoleos estudiados.

Estos resultados son congruentes con estudios previos realizados en nuestro
laboratorio, los cuales permitieron aislar a partir de muestras de propdleo
recolectadas en el Altiplano mexicano compuestos de tipo flavonoide como
responsables de la actividad antibacteriana (Medina, 2011; Ortega y Téllez, 2010).
Entre los compuestos con actividad antibacteriana se encuentran los flavonoides
pinocembrina, acacetina, apigenina y quercetina, Yy los acidos cafeico y ferdlico con
CMis en un rango de 125 a 2000 pg/mL. Por otra parte, estudios realizados por
otros grupos de investigacidon describen como compuestos activos a la
pinocembrina, la pinobanksina, el 3-acetato de pinobanksina, el canferol, la
galagina y el CAPE como los responsables de la actividad inhibitoria del propéleo
sobre el crecimiento de S. mutans (Burdock, 1988; Marcucci, 1995; Koo et al.
2000; Duarte et al., 2003; Reyna, 2013).
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Tabla 5. Resultados de la determinacion de la actividad antibacteriana contra la
bacteria Streptococcus mutans de los extractos etanodlicos y aceténicos de los
propdleos estudiados.

Propéleo CMis de los extractos | CMIs de los extractos
Colecta Apiario etanolicos (ug/mL) acetonicos (ug/mL)

Acuexcomatl > 1000 > 1000

Troje > 1000 > 1000
Primera | Bonilla > 1000 > 1000

Don Nico > 1000 > 1000

Buho > 1000 > 1000

Don Nico > 1000 250
Segunda | Pantedn > 1000 > 1000

Tepenahuatl > 1000 > 1000

Acuexcomatl 500 > 1000

Don Nico > 1000 > 1000
Tercera | Bonilla > 1000 > 1000

Buaho > 1000 > 1000

6.4 Contenido de flavonoides totales presentes en los extractos etandlicos,

acetonicos, resinas y balsamos, de los propéleos evaluados.

En la caracterizacion de los propoleos es importante determinar su contenido de
flavonoides, debido a que a estos compuestos se les atribuyen numerosas

propiedades terapéuticas descritas para este material vegetal.

El contenido de flavonoides totales se determiné mediante el método de
Kumazawa, los resultados obtenidos indican que las muestras poseen

concentraciones de flavonoides que varian desde 2.58 + 0.15 hasta 88.95 + 11.42
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mg EQ/g. Como se observa en la Grafica 7, la muestra que presenté el menor
contenido de flavonoides fue el extracto acetonico del apiario “Bonilla” primera
colecta y la mayor concentracion de flavonoides la obtuvo la resina extraida del
propdleo del apiario “Acuexcomatl” tercera colecta. Es importante destacar que las
muestras recolectadas del apiario “Don Nico” presentaron los mayores contenidos
de flavonoides, en cada una de las tres colectas evaluadas. Por ultimo, los
balsamos presentaron el mayor contenido promedio de flavonoides totales en las
tres colectas analizadas en los diferentes apiarios (Gréafica 7). Estos resultados
son congruentes con los descritos en las normas de Argentina y Brasil, en donde
se ha establecido que los propdleos y sus extractos deben contener como minimo
5 mg EQ/g de extracto etandlico de propdleo (EEP) para ser utilizados como
materia prima en el desarrollo de productos (Palomino, 2009b). Basandose en
esta consideracion todos los extractos etandlicos derivados de los propéleos
estudiados cumplen con esta norma, ya que las concentraciones obtenidas se
encuentran en un rango de 5.24 + 0.25 a 68.15 £+ 8.79 mg EQ/g.

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Zarco (2012), cuyos
extractos etanolicos de propdoleo poseen concentraciones de flavonoides en un
rango de 16.65 = 0.01 hasta 43.64 + 0.08 mg EQ/g.

En la Tabla A del Anexo | se muestran los resultados obtenidos para la

determinacién del contenido de flavonoides totales de los propdleos estudiados.
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Gréafica 7. Contenidos de flavonoides totales en los propodleos determinados
utilizando el método de Kumazawa.

6.5 Contenido de fenoles totales en los extractos etanélicos, acetdnicos,
resinas y balsamos.

El contenido de fenoles totales es otro pardmetro importante para la
caracterizacion de los propoleos, ya que estos compuestos son los principales
responsables de las actividades antibacterianas y antioxidantes descritas para los
propoleos.
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El contenido de fenoles totales se determind utilizando el método de Folin-
Ciocalteu y los resultados indican que las muestras presentan concentraciones de
fenoles en un rango de 62.84 + 3.11 hasta 649.20 + 13.30 mg EAG/g. Como se
observa en la Grafica 8, el menor contenido de fenoles totales se encontr6 en el
extracto acetonico del apiario “Bonilla” primera colecta y el mayor contenido en el
extracto acetdnico del apiario “Don Nico” segunda colecta. Las muestras obtenidas
del apiario “Don Nico” presentan en general los mayores contenidos de fenoles

totales en cada una de las tres colectas estudiadas.

Por otro lado, las muestras que presentaron el mayor contenido promedio de
fenoles totales fueron los balsamos y las resinas.

El contenido de fenoles totales determinado para las muestras que se estudiaron
se encuentra en el rango descrito por las normas de Argentina y Brasil. En estas
normas se establece que la concentracion minima de fenoles totales debe ser de
50 mg EAG/g de EEP (Palomino, 2009b), y las concentraciones determinadas
para los extractos etandlicos se encuentran en un rango de 71.70 + 2.72 a 458.00
+ 16.41 mg EAG/qg.

Por otro lado, en un estudio previo realizado por Zarco (2012) se reportd que los
extractos etandlicos de propoleo estudiados tenian concentraciones de fenoles
totales en un rango de 44.53 + 0.04 hasta 115.04 £+ 0.14 mg EAG/g.

En la Tabla A del Anexo | se muestran los resultados obtenidos para la

determinacién del contenido de fenoles totales de los propdleos estudiados.
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Gréfica 8. Contenido de fenoles totales en los propdleos determinados
utilizando el método de Folin-Ciocalteu.

6.6 Actividad antioxidante de los extractos etandlicos, acetonicos, resinas y

balsamos de los propoleos evaluados.

Los contenidos de fenoles y flavonoides totales en los propdéleos representan un

pardmetro importante para establecer la calidad del material y su potencial

biol6gico, en especial la actividad antioxidante. Se ha reportado que estos

compuestos pueden actuar interrumpiendo la reaccion de oxidacion de lipidos,

inhibiendo las reacciones de quimioluminiscencia y capturando especies reactivas
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de oxigeno. Esto se debe a que los compuestos antioxidantes poseen diferentes
mecanismos de accion, dependiendo del sistema de reaccion o la fuente

radicalaria (Palomino, 2009b).
6.6.1 Actividad atrapadora del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH’).

Los resultados obtenidos en la determinacion de la actividad atrapadora del radical
DPPH" para las diferentes muestras (EEP, extracto acetbnico, resinas vy
balsamos) indican que poseen TEACs en un rango de 13.47 + 0.27 a 188.71 +
3.51. En la Gréfica 9, se puede observar que la menor capacidad atrapadora
corresponde al extracto acetonico del apiario “Bonilla” primera colecta y la mayor
capacidad atrapadora la presento la resina del apiario “Buho” segunda colecta. Por
otro lado, las muestras obtenidas del apiario “Don Nico” presentan en general las
mayores actividades atrapadoras del radical DPPH", en cada una de las tres

colectas evaluadas.

Por otra parte, la capacidad blanqueadora del radical DPPH" en el presente
estudio para los extractos etandlicos se encontrdé en un rango de 60.31 + 0.45
hasta 186.93 + 2.88 TEACSs. Estas capacidades superaron a las descritas para los
propoleos estudiados por Zarco (2012), a los cuales, se les reporté una capacidad
atrapadora en un rango de 62.21 + 0.008 a 78.33 + 0.003 TEAC:s.

En la Tabla A del Anexo | se muestran los resultados obtenidos para la
determinacién de la actividad atrapadora del radical DPPH" de los propoleos

estudiados.
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Gréfica 9. Capacidad atrapadora del radical DPPH" de los propéleos

estudiados.
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6.6.2 Actividad atrapadora del radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6

sulfonato de amonio (ABTS™).

En el caso del radical libre catibnico ABTS™™, los extractos presentaron una
capacidad atrapadora de radicales en un intervalo de 106.03 = 3.45 a 691.51 *
2.42 TEACs. En la Gréfica 10, se puede observar que la mayor capacidad
atrapadora correspondidé al extracto acetonico del apiario “Don Nico” segunda
colecta y la mas pobre corresponde al extracto aceténico del apiario “Buho”
segunda colecta. Las muestras obtenidas del apiario “Don Nico” presentaron de
nueva cuenta las mayores actividades atrapadoras del radical ABTS™* en cada

una de las tres colectas estudiadas.

Los extractos etandlicos presentaron TEACs en un rango comprendido entre
122.88 + 5.20 y 689.59 + 7.22. Estos resultados presentaron una tendencia similar
a los encontrados para el radical DPPH" cuando se compararon con los descritos
por Zarco (2012), cuyos extractos etanolicos mostraron TEACs de 184.00 + 0.016
hasta 344.83 + 0.017.

En la Tabla A del Anexo | se muestran los resultados obtenidos para la
determinacioén de la actividad atrapadora del radical ABTS™* de los propéleos

estudiados.
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Gréafica 10. Capacidad atrapadora del radical ABTS " de los propéleos
estudiados.
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6.6.3 Capacidad reductora de hierro (FRAP).

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la capacidad reductora de hierro por
los propdleos permitieron determinar que los extractos poseian una actividad en
un rango de 15.93 + 0.30 a 102.77 + 3.13 EAA/g. En la Grafica 11, se puede
observar que la menor capacidad reductora la presentd el balsamo del apiario
“Acuexcomatl” primera colecta y la mayor capacidad el balsamo del apiario “Don
Nico” tercera colecta. Las muestras obtenidas del apiario “Don Nico” presentaron
las mejores capacidades reductoras de hierro, en cada una de las tres colectas
evaluadas. Por otra parte, los extractos etanodlicos y las resinas presentaron la

mayor capacidad reductora promedio considerando las tres colectas.

En la Tabla A del Anexo | se muestran los resultados obtenidos para la

determinacion de la actividad reductora de hierro de los propoéleos estudiados.
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Gréfica 11. Capacidad reductora de hierro de los propdleos estudiados.
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Las variaciones observadas en los componentes quimicos del propdleo se
deben a la diversidad de las fuentes vegetales presentes en el entorno de la
colmena y a la raza de las abejas, principalmente. Por otra parte, en estudios
previos se reporta que aun cuando los apiarios o colmenas se ubiquen en la
misma zona geografica existen variaciones en la composicion de este material
vegetal (Burdock, 1988; Gonzalez y Bernal, 2002).

Por ultimo, es importante destacar que la comparacion de los resultados
obtenidos para la capacidad antioxidante con otros valores reportados en la
literatura es dificil, debido a que los métodos de obtencidon de los extractos
son diferentes. La principal dificultad se centra en el uso de diversos
compuestos de referencia y las diferentes formas de expresion de los
resultados. Otra dificultad, es debida a que muchos de los resultados se
reportan como porcentajes remanentes los cuales dependen del tiempo de
reaccion, la concentracion inicial de los reactivos y la mezcla de antioxidantes

en el ensayo (Cheng et al., 2006; Marghitas et al., 2013).
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a partir de la extraccion y cuantificacion de las ceras,
resinas y balsamos de las muestras de propodleos recolectadas en diferentes
apiarios y estaciones del afo, permiten afirmar que existe un incremento en el
contenido de ceras y una disminucién de los balsamos a lo largo del afio. En el
caso de las resinas no se observaron variaciones significativas en las diferentes
colectas.

El extracto acetonico del apiario “Don Nico” segunda colecta, presento6 la mejor
actividad atrapadora del radical ABTS™ con 691.51 + 2.42 TEAC y el mayor
contenido de fenoles totales con 649.20 + 13.30 mg EAG/g. La resina del
apiario “Buho” segunda colecta, demostro la mejor actividad atrapadora del
radical DPPH" con 188.71 + 3.51 TEAC. Por otra parte, el balsamo del apiario
“‘Don Nico” tercera colecta, tuvo la mayor capacidad reductora de hierro con
102.77 £ 3.13 EAA/g.

Los extractos derivados del apiario “Don Nico” en las tres colectas tuvieron los
mayores contenidos de fenoles y flavonoides totales. Por otra parte, los
extractos del apiario “Bonilla” primera y tercera colecta tuvieron los menores
contenidos de flavonoides y fenoles totales. La resina del apiario
“‘Acuexcomatl” tercera colecta, presentd el mayor contenido de flavonoides
totales con 88.95 + 11.95 mg EQ/g.

El extracto acetonico del propdleo del apiario “Don Nico” segunda colecta y el
extracto etandlico del propéleo recolectado en “Acuexcomatl” tercera colecta
presentaron los mejores efectos sobre el crecimiento de la bacteria
cariogénica Streptococcus mutans con CMIs de 250 pg/ml y 500 pg/mL,

respectivamente.
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8. PERSPECTIVAS

Realizar modelos factoriales que relacionen los contenidos de ceras, resinas
y balsamos con la actividad antioxidante y los contenidos de fenoles y
flavonoides totales.

Aislar e identificar los compuestos mayoritarios presentes en las resinas y
balsamos con la mejor actividad bioldgica.

Aislar e identificar los compuestos mayoritarios del extracto aceténico del
apiario “Don Nico” segunda colecta.
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9. ANEXO |
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Tabla A. Resumen de los resultados obtenidos en la determinacion del contenido de flavonoides y fenoles totales, asi como los
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resultados de los ensayos de antioxidantes de las muestras de propéleo evaluadas.

Propodleo Flavonoides totales Fenoles totales DPPH (TEAC) ABTS (TEAC) FRAP (EAA/gQ)
(MGauercetina/GextDE) | (Mo gic/GextDE) | (MMrroion/@extDE) | (MMrioio/GextDE) | (MMac ascombico/JexitDE)
Colecta | Apiario Muestra

Acuexcomatl | Extracto etandlico 14.20 £ 1.06 145.59 + 25.65 130.67 + 7.59 423.42 + 68.32 58.32 £ 14.63

Extracto aceténico 1253 +£1.16 145.12 £ 10.15 96.13+2.71 417.40 + 14.29 20.72 = 0.29

Resina 13.50+£1.13 186.88 £ 7.01 185.07 £5.10 437.12 + 97.67 21.22 +2.32

Balsamo 12.38 £1.23 107.19 £ 14.42 70.09 + 28.42 233.42 + 26.64 15.93+£0.30

Trojes Extracto etandlico 25.26 + 2.91 141.67 £12.43 168.18 £ 8.75 668.08 + 20.42 37.93+1.72

Extracto acetonico 2297 £1.83 161.57 £ 9.34 127.87 +9.31 262.60 + 21.21 22.88 £ 0.36

Resina 15.73 +1.66 267.04 + 37.45 187.20 £ 1.15 575.34 £ 49.05 42.32 £ 2.54

Primera Balsamo 15.01 £ 0.78 144.81 + 22.54 39.69 + 1.16 211.92 +12.15 21.77 £ 0.72
Don Nico Extracto etandlico 14.89 £ 0.82 391.16 + 14.84 182.76 + 1.11 682.47 £ 7.08 86.77 £ 11.62

Extracto acetonico 41.14 + 7.57 227.40 £ 18.71 183.64 + 1.68 679.18 + 4.68 42.65 + 2.02

Resina 10.10 £ 0.23 189.00 + 10.90 187.56 + 1.74 478.22 + 27.79 29.48 + 1.09

Balsamo 38.60 + 6.84 309.12 + 41.37 173.07 £ 6.10 468.08 + 135.64 26.15 + 0.67

Bonilla Extracto etandlico 5.24 +0.25 71.70 £ 2.72 60.31 £ 0.45 122.88 +5.20 21.38+0.72

Extracto aceténico 2.58+0.15 62.84 £ 3.11 13.47 £ 0.27 185.89 + 13.85 22.65 +0.48

Resina 24.76 £ 2.82 99.36 + 5.06 108.44 + 4.10 316.58 + 23.69 23.38 £ 0.55

Balsamo 7.65 +1.03 149.27 + 22.55 29.20 £ 0.56 168.08 + 5.66 20.22 £ 0.79

[ =)
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Tabla A. Resumen de los resultados obtenidos en la determinacion del contenido de flavonoides y fenoles totales, asi como los

resultados de los ensayos de antioxidantes de las muestras de propdleo evaluadas (continuacion).

Flavonoides totales

Fenoles totales

DPPH (TEAC)

ABTS (TEAC)

FRAP (EAA/Q)

Propdleo (MQquercetina/JexitDE) | (MPac.gaico/JextDE) | (MMroi0x/JextDE) | (MMrroiox/GexitDE) | (MMac ascorbico/JextDE)
Colecta Apiario Muestra
Don Nico Extracto etandlico 68.15 + 8.79 458.00 + 16.41 178.31 £1.07 648.11 + 9.48 98.32 £ 7.50
Extracto aceténico 21.00 + 3.33 649.20 + 13.30 173.33+1.53 691.51 + 2.42 57.82 + 2.58
Resina 50.42 + 5.38 531.90 + 2.35 170.84 £ 1.50 690.14 + 2.41 50.32 + 6.09
Balsamo 40.07 £ 8.50 506.04 + 30.49 182.22 £ 4.97 688.22 + 9.59 59.77 +11.21
Buho Extracto etandlico 25.83+1.90 170.98 + 6.23 183.82 £ 3.92 390.96 + 10.82 26.32 £ 0.53
Extracto acetonico 27.70 £ 2.36 234.92 +6.24 148.13 +13.22 106.03 + 3.45 20.98 £ 0.14
Resina 8.49 + 0.69 133.37 £ 3.90 188.71 + 3.51 345.34 + 18.09 24.88 £ 0.52
Segunda Balsamo 43.31+9.10 268.93 + 54.61 87.11 + 3.60 190.96 + 7.66 20.88 + 0.36
Pantedn Extracto etandlico 24.07 +1.89 178.03 £ 6.23 132.13 + 10.56 338.90 £5.82 23.38+0.35
Extracto acetonico 11.63+£0.79 199.19 + 30.38 153.02 + 12.84 263.15 + 4.56 24.05+1.32
Resina 24.02 +£2.76 301.52 + 42.15 185.07 + 2.83 551.78 + 32.75 32.60 +2.02
Balsamo 32.17 £ 3.56 235.70 + 10.14 88.58 + 5.28 395.07 + 11.06 24.55 + 0.55
Tepenahuatl | Extracto etandlico 16.83+1.76 131.25+2.73 175.82 +7.82 332.47 £ 47.22 23.32+0.04
Extracto aceténico 27.98 £ 3.25 138.85 +5.46 65.78 £ 1.02 380.00 £ 59.69 22,22 £0.15
Resina 28.67 +£2.10 233.35+ 16.37 154.67 + 13.23 547.40 + 42.03 37.10 £ 2.09
Balsamo 18.92 + 2.26 193.39 + 36.61 186.31 +5.51 364.52 + 6.69 25.82 + 0.60

[ =)
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Tabla A. Resumen de los resultados obtenidos en la determinacion del contenido de flavonoides y fenoles totales, asi como los

resultados de los ensayos de antioxidantes de las muestras de propdéleo evaluadas (continuacion).

Flavonoides totales

Fenoles totales

DPPH (TEAC)

ABTS (TEAC)

FRAP (EAA/Q)

Propéleo (MQquercetina/JextDE) | (MQac gaiico/JextDE) | (MMrroi0x/Gexit DE) (MMr010x/JexitDE) | (MMac ascorbico/ Jexit DE)
Colecta | Apiario Muestra
Acuexcomatl | Extracto etandlico 34.32 £3.54 198.87 + 14.80 186.93 + 2.88 526.03 + 45.56 31.22 +1.87
Extracto aceténico 27.19+2.18 185.08 £ 14.79 157.47 £12.20 392.74 + 7.80 26.05+0.80
Resina 88.95+11.42 301.84 + 28.88 186.22 £ 2.29 533.42 + 57.42 32.22+0.21
Balsamo 25.83+1.94 187.43+£17.91 73.47 £ 1.59 591.23 + 12.83 17.15 £ 0.52
Don Nico Extracto etandlico 29.41 £ 0.58 87.92 + 3.89 176.18 + 5.23 689.59 + 7.22 50.88 £ 1.77
Extracto acetonico 50.79 + 7.41 418.82 + 28.13 174.67 + 2.06 680.55 * 4.69 71.32+4.12
Resina 49.80 +7.22 395.32+17.19 175.29 + 2.59 681.37 + 7.06 74.98 £ 5.36
Tercera Balsamo 69.35 + 8.26 568.25 + 46.92 185.24 + 2.27 680.27 + 7.03 102.77 + 3.13
Bonilla Extracto etandlico 6.71 + 0.86 72.72 £3.11 76.00 £ 1.25 210.14 £ 1.64 2522 +2.78
Extracto acetonico 6.85+0.41 100.14 + 9.35 64.13 £ 0.82 153.97 £ 1.45 26.48 £ 0.93
Resina 7.35+0.63 81.88 + 3.89 22.36 £ 0.32 183.15+ 1.36 29.05 +1.09
Bélsamo 14.05+1.34 127.10 £ 11.70 103.24 + 3.07 177.67 £4.78 33.48 £ 4.60
Bdho Extracto etandlico 34.63 +2.54 274.65 + 24.97 173.42 £5.10 463.15 + 23.12 26.32 £ 0.40
Extracto aceténico 25.71 +4.20 273.86 + 40.57 114.67 £ 2.90 427.95 = 79.53 21.88 +0.40
Resina 9.92+1.18 251.14 +12.48 176.36 £ 2.10 560.82 + 30.25 29.43+0.76
Balsamo 58.65 + 5.64 258.97 + 28.86 129.33 + 6.89 546.30 + 43.51 24.60 + 0.46
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