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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

La medicina tradicional es el conjunto de conocimientos, técnicas y practicas
fundamentadas en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes
culturas, transmitiéndose de generacion en generacion, y que se utilizan para
mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar trastornos fisicos o
mentales (OMS, 2008).

Con el reciente aumento de la resistencia microbiana a medicamentos, los pacientes
han recurrido a la medicina alternativa para tratar sus malestares. En México, no
hay una ley que regule la produccién y venta de medicamentos herbolarios, por lo
que se cuestiona su calidad. Para la evaluacién de éstos, se necesita conocer y
caracterizar la composicion de la fuente natural desde la que se extraen los
productos herbolarios, ya que dependiendo de ésta se podra asegurar la eficacia,

seguridad y calidad del producto.

Desde la antigledad, se conocen las propiedades medicinales y curativas que
proporciona el propdleo, el cual ha tomado mucho auge en los ultimos afos debido
a recientes investigaciones que muestran su gran diversidad de propiedades
terapéuticas. Su caracterizacion quimica y actividad biolégica han sido realizadas
en todo el mundo; en Latinoamérica, el pais que mas investigacién ha desarrollado

sobre el propdleo ha sido Brasil.

En México, se han encontrado limitadas publicaciones a lo largo del pais, por lo que
esta investigacion es de las pocas que se estan realizando para caracterizar
quimicamente a los componentes del propdleo en regiones templadas como lo es

el Distrito Federal.
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Asimismo, los estudios realizados en el pais han estado relacionados a la
caracterizacion quimica y actividad biolégica de las resinas o balsamos del
propoleo, en las que se observa una concentracion elevada de flavonoides, los
cuales, proveen la mayoria de las actividades terapéuticas al propdleo. Sin
embargo, éste también contiene ceras, las cuales han sido analizadas de forma muy
aislada en los estudios reportados a nivel mundial. En Brasil, se ha encontrado que
las ceras aisladas del propodleo contienen derivados de acidos carboxilicos o
alcoholes triterpénicos, a los cuales se les ha conferido actividad terapéutica (Pefa,
2008).

Por otro lado, en la zona rural del Distrito Federal existe una pequefia cantidad de
productores que se dedican a la comercializacion del propdleo, debido, en parte, a
que no se cuenta con la informacion adecuada de su actividad terapéutica. Estos
apicultores utilizan en su mayoria los productos obtenidos de la colmena para su
uso propio, y el excedente que se obtiene es el que comercializan en mercados
locales. Con la investigacion adecuada de las caracteristicas quimicas del propdleo,
se podria aumentar el ingreso econémico a las familias apicultoras al producir un

propoleo de mayor calidad y con un elevado rendimiento (Rivera et al, 2007).

Varios tipos de técnicas cromatograficas se han implementado para el analisis y el
aislamiento de los compuestos del propoleo. Desde hace décadas, el mejor método
para su identificacién ha sido la Cromatografia de Gases, gracias a su rapidez y
confiabilidad de los resultados. La Cromatografia de Gases acoplada con
Espectrometria de masas ha sido aplicada de forma exitosa al analisis de los
compuestos volatiles del propdleo; sin embargo, para los compuestos polares o no
volatiles de los extractos etandlicos se necesita un paso previo, la derivatizacion. El
reactivo mas utilizado para llevar a cabo la derivatizacion es el
Bistrimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA), debido a su elevada volatilidad vy

estabilidad quimica.
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Finalmente, para la adecuada caracterizacion quimica de los compuestos naturales
se deben estandarizar las técnicas a utilizar para obtener el resultado mas confiable

y asi contar con el efecto terapéutico esperado.
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2. ANTECEDENTES

2.1 PROPOLEO

El propdleo es un producto apicola resinoso de composicion compleja y consistencia
viscosa, con una variable apariencia fisica, recolectado y transformado por las
abejas obreras meliferas, Apis mellifera, desde la vegetacién que visitan, p.ej: el
sauce, olmo, alamo, abedul, aliso, castano silvestre, pino, abeto, roble, enebro o
algunas plantas herbaceas. Es utilizado por las abejas en la construccion,
reparacion y proteccion de la colmena, como para fijar los paneles de miel, pulir las
paredes interiores, proteger la entrada contra intrusos, rellenar las grietas y
hendiduras dentro de la colmena, aislante térmico, entre otros usos (Burdock, 1988;
Farré et. al., 2004; Palomino, 2009).

Dependiendo de su origen botanico y de la temperatura a la que se encuentre,
puede ser amarillo claro, ocre, rojo, pardo, marrén claro o verde; algunos son
friables y firmes, mientras que otros son gomosos y elasticos. Gracias a su
contenido en aceites esenciales, el propdleo suele tener un olor agradable y dulce
de forma que, cuando se quema, exhala una fragancia de resina aromatica, y se
caracteriza por su sabor acre, frecuentemente amargo. Su temperatura de fusién
oscila entre los 64-69 °C, es insoluble en agua y soluble en éter y alcohol en caliente,
entre otros (Gonzalez y Bernal, 2002; Farré et. al., 2004; Lépez-Patifio, 2011; Penfa,
2008).

El propdleo es el arma quimica mas importante de las abejas en contra de
microorganismos patégenos y ha sido utilizado como remedio terapéutico desde la
antigledad con diversas finalidades. En paises de Centro y Sudamérica existen
abejas nativas que recolectan el material resinoso de plantas y lo mezclan con cera
de abeja y tierra para formar geopropoleo (Castaldo y Caspasso, 2002; Bankova,
2005).
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Con la finalidad de preparar propoleo, las abejas recolectan material secretado de
plantas o exudados de éstas (como material lipofilico en hojas, mucilagos, gomas,
resinas, etc.). Una vez recolectado, este material es enriquecido con secreciones
enzimaticas salivares, y es utilizado por las abejas en la construccién, reparacion y

proteccion de la colmena (Castaldo y Caspasso, 2002).

TR TS .“3 L
L A A L Wi

Figura 1. Abejas recolectando propodleo de exudados vegetales.

Las abejas (Apis mellifera) recogen con sus mandibulas particulas resinosas de las
yemas, brotes y peciolos de las hojas de diferentes vegetales que, durante el vuelo
0 una vez en la colmena, mezclan con cera y secreciones salivares (3-glucosidasa)

para obtener el propdleo (Simone-Finstrome, 2010).
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2.2 MARCO TEORICO DEL PROPOLEO

Etimologicamente, la palabra propdleo significa “defensa de la ciudad”, del griego
pro “en defensa”, y polis “ciudad” (Simone-Finstrome, 2010). La historia de la
apicultura tiene sus raices en los primeros asentamientos humanos. Evidencias
arqueolodgicas senalan que los productos apicolas pudieron utilizarse como alimento
desde el periodo Mesolitico (7000 afos a.C.) en la regién europea. Prueba de ello
son las pinturas rupestres que se encuentran en la cueva de la Arafa, en Valencia

Espafa, donde destaca la escena de la recoleccion de la miel.

La apicultura ha sido una actividad paralela, ya que no se redujo solo al papel
alimenticio, sino que también formoé parte de las actividades religiosas de las
diferentes culturas a lo largo del planeta. Por ejemplo, los griegos le tenian respeto
a las abejas debido a la leyenda de Aristeo, el cual le ensefa a los hombres el arte
de la apicultura; en la civilizacidn egipcia, a las abejas se les atribuia un origen
divino, ya que éstas nacian de las lagrimas del dios Ra —el sol-. Asi mismo, en
América, con la civilizacion Maya, se le crearon templos a las abejas sin aguijon o
meliponas en la ciudad de Coba —nombre que significa ciudad de las abejas-
(Ortega y Ochoa, 2004).

Los primeros usos medicinales conocidos del propdoleo datan del antiguo Egipto,
donde era conocido por los sacerdotes, ya que ellos se beneficiaban de sus
propiedades anti-putrefactas para embalsamar a sus muertos, utilizando el propéleo
como uno de los ingredientes para la conservacion de las visceras de los faraones.
En el primer texto médico con el nombre de Libro de preparacion de medicamentos
para todas las partes del cuerpo humano, hallado en el papiro de Ebers, ya se hace
mencion al propdleo (cera negra) como medicina (Castaldo y Caspaso, 2002;
Gonzalez y Bernal, 2002).
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Figura 2. Registros graficos encontrados del propéleo en diversas civilizaciones

(egipcios, asirios, griegos y romanos, e incas), respectivamente.

También fue utilizado como agente cicatrizante por los médicos griegos y romanos
(de donde se toma su nombre). Hipdcrates, lo utilizaba para curar heridas externas
e internas en el siglo IV. Aristoteles habla del propdleo en su Historia de animales,
considerandolo un remedio para las infecciones de la piel, llagas y supuraciones.
Galeno, en el siglo Il, también menciona al propdleo en sus trabajos, asi como el
filbsofo persa Avicena, el cual aprovechd sus propiedades como desinfectante bucal

(Castaldo y Caspaso, 2002; Gonzalez y Bernal, 2002).

Entre los anos 1899 y 1902, en la guerra Anglo-Boer en el cono sur africano, se
reportd que esta sustancia salvoé de la muerte a numerosos soldados, ya que en
aquel entonces se desconocian los antibidticos y sin el empleo del propdleo
colocado directamente sobre las heridas muchos pacientes habrian muerto de
gangrena (Asis, pp. 187-189 1989).

Por otro lado, los Incas lo emplearon como agente antipirético y las Farmacopeas
inglesas ya lo mencionan como droga oficial en el siglo XVIl ya que se volvi6 muy

popular por su actividad antibacteriana (Castaldo y Caspaso, 2002).
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2.2.1 Apicultura en México

El uso de las abejas cuenta con una amplia tradicion en México, sobre todo en el
sureste del pais, en donde se practicaba antes del arribo de los espafoles a
América. Las evidencias del cultivo de las abejas nativas sin aguijon (Mellipona
becheii) y el uso de sus productos en alimentacién, medicina vy ritos religiosos se
encuentra en los jeroglificos de antiguos cddices, edificios y vasijas mayas, y en los
residuos aun vivos de culturas como las de los tarascos, lacandones, popolucas y
mayas (Ortega y Ochoa, 2004; Echazarreta et al., 2013).

Figura 3. Representacion de una abeja y vasos con miel del Cédice TroCortesiano
(Tomado de Ramirez, 1996).

La miel en las culturas precolombinas tenia tres funciones principales: ingrediente
principal de bebidas alcohdlicas rituales, uso medicinal y edulcorante en alimentos.
En el antiguo Michoacan, en el sur de México, el charapi era una bebida a base de
miel de los tarascos. En la peninsula de Yucatan, el balché y el sac-ha son bebidas
rituales de las ceremonias de los mayas y el leyen o pozole fue la bebida tradicional
de los lacandones de Chiapas (Echazarreta et al., 2013).

——
(0]
| —
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En la época colonial, los espafnoles introdujeron a varias regiones del pais colonias
de abejas europeas. Sin embargo, aquellas regiones como la peninsula de Yucatan,
que tenian una produccion considerable de productos apicolas de abejas nativas
mantuvieron esta apicultura hasta principios del siglo XX. Asi, durante varios cientos
de anos se desarrollaron dos tipos de apicultura en México, aquella basada en la
abeja europea, y la de la peninsula de Yucatan, Puebla y Michoacan, basada en la
abeja melipona. La apicultura moderna en México se desarrollé a partir de las
primeras exportaciones de productos apicolas alrededor de 1950 y se origin6é en
dos regiones, las cuales siguen siendo las mas importantes: la region de Yucatan y

la del Altiplano mexicano (Echazarreta et al., 2013).

Los efectos benéficos del propdleo se han utilizado desde la antigliedad, pero con
el posterior desarrollo de la quimica farmacéutica, y al igual que ocurrié con los
tratamientos fitoterapéuticos, el propdleo dejé practicamente de utilizarse (Farré et
al., 2004). Actualmente se investigan las acciones, efectos y posibles usos del
propoleo en el campo de la salud, destacando su uso como suplemento dietético y

en la industria farmacéutica.

2.3 OBTENCION DEL PROPOLEO

El proceso de recoleccion de propdleo por las abejas se realiza mediante un
interesante proceso bioselector. Las abejas encargadas de la recoleccién del
propéleo son las obreras, las cuales realizan este trabajo durante las horas mas
calidas del dia ya que aprovechan las altas temperaturas para facilitar la obtencién
de esta resina que tiende a ser muy dura y friable en ausencia de calor, pero que a
temperaturas de mas de veinte grados Celsius se torna muy maleable, para fundirse

alrededor de los sesenta y cinco grados.

Existen dos teorias sobre la procedencia del propdleo elaborado por las abejas. Una

teoria sefala que se obtiene de la recoleccion realizada por la abeja (A. mellifera)




ANTECEDENTES

por exudaciones o secreciones de origen vegetal, debido a que toman las particulas
resinosas que hay sobre las yemas de diferentes plantas. Luego de mezclar esas
exudaciones con otros agentes como polen y la secrecion de sus glandulas salivales
(acido 10-hidroxi-2-decendico) se tiene lugar una modificacion fisica y quimica, y el
producto es transportado al interior de la colmena, para ser utilizado finalmente con
diferentes funciones. Otra teoria sobre el origen del propoleo manifiesta que se trata
de un producto resultante de la digestién del polen en un pequefio 6rgano ubicado
entre el saco polinico y el intestino (Alvarez, 2012; Gonzalez y Bernal, 2002;
Martinez et al., 2010).

Figura 4. Obtencion del propdleo de exudados vegetales.

2.3.1. Recoleccion del propdleo por el apicultor

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
recoleccion se hace antes de la llegada del invierno en las regiones templadas y, en
los climas tropicales, al inicio de la estacion lluviosa, cuando la propolizacion se
vuelve mas activa. Se ha observado que las colmenas situadas en bosques
cercanas a rios producen una mayor cantidad de propoleo que las situadas en
zonas llanas. Tanto en la recoleccibn como en el procesado deben aplicarse
rigurosas normas de higiene para evitar la contaminacion y la subsiguiente pérdida
del valor comercial del producto (Farré et al., 2004; Gonzalez y Bernal, 2002). Los

métodos mas utilizados para recoleccion del propdleo se muestran en el Cuadro 1.

10
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Cuadro 1. Métodos de recoleccion del propdleo por el apicultor (Gonzalez y Bernal,
2002; Reyna, pp. 24-25 2013).

METODO CARACTERISTICAS |

El propdleo se recoge en bruto de la
colmena, raspando las paredes con
una espatula. Las propiedades del
producto pueden verse disminuidas.

Raspado

Se colocan debajo de la tapa de la
colmena. Consisten en laminas de
plastico metalicas con ranuras, las
Rejillas cuales son rellenadas con propdleo
por las abejas. Posteriormente se
congelan y se desprende el
propoleo mediante presion.

Se situan en la parte alta de la
colmena en sustitucion de la
entretapa. Al percibir la pérdida de
calor en la zona, las abejas
propolizan los agujeros. Para
recolectar el propdleo, las placas se
congelan y posteriormente se
flexionan para desprender el
producto.

Placas
Plasticas

Pueden ser de plastico o metal y son
del tamano de la superficie de la
colmena. Al igual que las placas, se
congelan para recolectar el
Mallas producto. Es la técnica mas
econdmica y duradera ya que las
superficies libres son mayores, y el
propdleo no se quiebra por cambios
de temperatura y manipulacion.

11
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2.4 COMPOSICION QUIMICA

En las zonas templadas la mayor parte del propdleo procede del exudado de brotes
de alamos. Tradicionalmente, en la literatura se agrupa al propoleo mexicano del
altiplano como propéleo poplar, sin embargo, no existe informacién detallada de su
composicion quimica en el Distrito Federal. Dependiendo de la vegetacion y del area
de recoleccion, asi como de las condiciones climaticas del lugar y la estacion del
afo, sera la composicion quimica del mismo. En el Cuadro 2 se muestra la

clasificacion del propdleo en cuanto a su origen geografico.

Cuadro 2. Tipos de propodleo y su composicién quimica en el mundo (Tomado de
Bankova, 2005).

Europa, Populus spp. de la
p’ : 'D .p’t.) Flavonas, flavanonas,
Norteamérica, region Aigeiros, la . L
. , acido cinamico y sus
regiones no mayoria de P. ,
. : , esteres.
tropicales de Asia nigra L.
. Betula verrucosa
Rusia Flavonas, flavonoles.
Ehrh
Baccharis spp., la o ..
. , PP Acido p-cumairico,
Brasil mayoria B.

dracunculifofaBe, | “S.e08 GIierpenicos.

Cuba, Venezuela Clusia spp. Berl120felnonas
polipreniladas.
Regidn del
Pafz ffico Desconocido C-prenilflavanona
(Okinawa,
Taiwan)
Islas Canarias Desconocido Lignanos furofuranos
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La composicién quimica del propdleo es muy compleja, pero los flavonoides,
terpenos, acidos aromaticos y sus ésteres han sido considerados como sus
componentes activos primarios. Otros componentes del propdleo incluyen a los
aceites volatiles y acidos aromaticos, ceras, resinas y balsamos, polen e impurezas.
Ademas, contiene pequeias cantidades de terpenos, taninos, restos de la secrecion
de glandulas salivares de las abejas y posibles contaminantes (Castaldo y Caspaso,
2002; Cuesta-Rubio et al., 2007).

Mas de 300 compuestos quimicos se han descrito en los propdleos de diversos
origenes. Hasta ahora, en el propéleo proveniente del género Populus spp. se han
identificado mas de 180 compuestos, en los cuales los activos biolégicamente son
los flavonoides, contenidos en el grupo de los polifenoles. Los flavonoides del
propoleo incluyen flavonas, flavonoles y flavanonas (Zhou et al., 2008). En el Cuadro

3 se muestra la composicion quimica promedio del propdleo poplar.

Cuadro 3. Composicion quimica promedio del propdleo poplar.

COMPOSICION ’ PORCENTAJE ’ CARACTERISTICAS
Resinas 45-55% Flavonoides, écidos fendlicos y sus
eésteres.
Ceras 7.35% Mayoria cera de abeja, también de origen
vegetal.
Aceites esenciales 5-10% Volatiles
Acidos grasos 5% La mayoria provienen .de la cera .y el resto
dependen del origen botanico.
Polen 5% Proteinas del polen y aminoacidos libres.

Predominan arginina y prolina.
14 Oligoelementos. Fe y Zn son los mas
abundantes. Otros: Au, Ag, Cs, Hg, K, Sb.

Cetonas Quinonas
Otros compuestos 59 Lactonas Esteroides
organicos y minerales Acido benzoico y sus ésteres.

Vitaminas: B4, Bz, Bs, Be, C, E. Pequefias
cantidades procedentes del polen.
Azucares.
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Otros compuestos
organicos 5%

Polen
Aceites esenciale 5%
10% Resinas
50%

30%

Figura 5. Composicion quimica del propéleo poplar.

Por otro lado, las zonas tropicales se caracterizan por poseer una alta biodiversidad
botanica, particularmente en la parte central de Africa, América del Sur, México,
Cuba, etc. Estas regiones se caracterizan por la ausencia de alamos y abedules,
por lo que las abejas tienen que buscar otras fuentes de exudados y resinas para la
elaboracion del propdleo. Las regiones aridas y semiaridas se caracterizan por tener
un clima con temperaturas altas, veranos secos, inviernos frios y con lluvia. La
vegetacion predominante en estas areas generalmente son matorrales, arbustos,
arboles o plantas de hoja perenne y hierbas estacionales. Los propdleos de estas

regiones se han estudiado de forma muy escasa (Lugo et al., 2009).

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/o materiales introducidos durante el proceso de
manufactura del propdleo (Marcucci, 1995). En el Cuadro 4 se resumen algunos

compuestos quimicos aislados del propoleo.
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Cuadro 4. Compuestos quimicos identificados en muestras de propéleo.

COMPUESTOS QUIMICOS REFERENCIAS

Aminoacidos

Acido aspartico Acido glutamico Los aminoacidos
(o} NH2 .
= ejercen un rol
OH .
HO metabdlico en la
o regeneracion de
tejidos (Marcucci et al.,
Leucina 1996).

Acidos alifaticos y sus ésteres

Acido estearico
(o]

Ho/U\/\/\/\/\/\/\/\/\

Acido palmitico
W ot
o hiperlipidemia

producida por una

Los acidos grasos

Acido oleico
f dieta elevada en
Ho)l\/\/\/\/\V\/\/\/\ grasas por medio de la
Acido linoleico regulacion en la

0 H H expresion de genes
’ O)WW/\ asociados al
) H metabolismo de los
Acido miristico lipidos (Koya-Miyata et

HO
WW al., 2009).

(e}
Acido Lignocérico

[o}

Ho)J\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\




Cuadro 4. Compuestos quimicos

(continuacion).

Acidos aroméaticos y sus ésteres

Acido benzoico Acido ferulico
(o] ‘ (o]
0.
@/“\OH D/\/U\QH
HO
Acido cafeico Acido p-cumarico

o) o
HO
:@/\\\)‘\()H /@/\/LoH
HO HO

Cafeato de prenilo

(o]
HO:QA\J\OAA
HO

Cafeato de fenieltilo (CAPE)

DAAN@

Alcoholes

Triacontanol

S

Octacosanol

ey

Tetracosanol

9900w

——

identificados en
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muestras de propodleo

Los acidos fendlicos
presentan actividad
antioxidante debido al
anillo aromatico que
contienen. Ademas,
cuentan con
propiedades
antibacterianas, anti-
inflamatorias, anti
carcinogeénicas,
funciones reparadoras
y regeneradoras, entre
otras (Kurek-Goérecka
etal., 2013)

Los policosanoles
intervienen en el
metabolismo de los
lipidos, ademas
presentan actividad
antiinflamatoria y
evitan la agregacion
plaquetaria (Jiménez et
al., 2003; Marques de
Oliveira et al., 2012).

'
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Cuadro 4. Compuestos quimicos identificados en muestras de propdleo

(continuacion).

Chalconas y Dihidrochalconas Solérzano y cols.
2,4-dihidroxichalcona (2012) encontraron
importantes

O S O actividades

antioxidantes y
2,4-dihidroxi-3-metoxichalcona . .
antibacterianas ya que

o
/o pertenecen al grupo de
o o los flavonoides.

Flavonoides

Acacetina Apigenina

Destaca su actividad
antioxidante, debido a
la capacidad de atrapar

radicales libres.
Ademas, presentan
actividades
hepatoprotectoras,
anti-inflamatorias,
anticancerigenas,
antivirales, fungicidas,
anestésicas,
inmunoestimuladoras,
anti ulcerosas, entre
otras (Kumary
Pandey, 2014;
Bankova et al, 1983).
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Cuadro 4. Compuestos quimicos identificados en muestras de propdleo

(continuacion).

Terpenos

a-pineno B-cariofileno

Representan la parte

volatil del propoleo y
son los responsables
Cedrol Lupeol
de su olor. Se les
atribuyen actividades
antioxidantes,
antimicrobianas,
antimicéticas,
anestésicas, entre
otras (Huang et al.,

2014)

Por la diversidad de su composicion, los extractos a partir del propdleo se realizan
generalmente con disolventes como etanol, acetona, tolueno, éter, y cloroformo, los
cuales permiten la disolucién de muchos constituyentes presentes en el propdleo
(Papotti et.al., 2012).
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2.5. CARACTERIZACION QUIMICA DEL PROPOLEO EN MEXICO

2.5.1. Regiones apicolas en México

La gran diversidad de tipos de vegetacion y ecosistemas que encontramos en
México, permite al apicultor contar con una amplia variedad tanto en floracion
nectarpolinifera, como en temporadas de producciéon. Como producto de esta
diversidad, el territorio nacional se ha dividido en cinco regiones apicolas bien
definidas. En cada una de ellas los recursos naturales determinan las caracteristicas
tanto de los sistemas de produccién como de los productos que se obtienen, en
cuanto a sus caracteristicas de humedad, color, aromay sabor. De acuerdo a Ochoa

y Ortega (2010) y Red Mesoamericana de Apicultura, las regiones apicolas son:

Cuadro 5. Regiones apicolas mexicanas.

REGIONES CARACTERISTICAS

Vegetacion xerdéfila con amplias zonas de pastizales, bosque
espinoso y de coniferas. Los productos apicolas en esta regiéon
son derivados principalmente de mezquite, son de excelente
calidad y las recolecciones se realizan de marzo a mayo y de
Del Norte _ .
agosto a octubre. Los estados que integran esta region son
Baja California, Baja California Sur, Sonora, Chihuahua,
Durango, Zacatecas, Coahuila, Nuevo Leodn y parte del norte de

Tamaulipas y altiplano de San Luis Potosi.

Predomina el bosque tropical caducifolio y subcaducifolio,
ademas de bosques espinosos y de coniferas. La época mas
De la Costa | importante de floracién y produccion de miel es de octubre a
del Pacifico | diciembre. Forman parte de esta region los estados de Sinaloa,
Nayarit, poniente de Jalisco y Michoacan, Colima, parte de
Guerrero, Oaxaca y Chiapas.
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Cuadro 5. Regiones apicolas mexicanas (continuacion).

REGIONES CARACTERISTICAS

Del Golfo

Predomina el bosque tropical perennifolio y bosque tropical
caducifolio; ademas, existen zonas con cultivos de citricos, los
cuales proveen la miel de azahar, muy apreciada en el mercado
internacional, en especial el japonés. Esta regién se compone
por el estado de Veracruz y parte de los estados de Tabasco,
Tamaulipas y la region huasteca de San Luis Potosi, Hidalgo y

Querétaro.

Del Altiplano

Su vegetacion es muy variada, desde bosques espinosos,
pastizales y bosques de coniferas, hasta zonas con bosques
subtropicales y zonas agricolas. La recoleccion de productos
apicolas se da de abril a mayo y de septiembre a noviembre. El
origen floral predominante es el acahual y la acetilla. Esta
region se compone de Tlaxcala, Puebla, Estado de México,
Morelos, Distrito Federal, Guanajuato, Aguascalientes, la parte
oriente de los estados de Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxaca
y Chiapas y parte prominente de Hidalgo y Querétaro, asi como

la regién media de San Luis Potosi

Sureste o
Peninsula de

Yucatan

Su vegetacion comprende bosques tropicales caducifolios y
subcaducifolios con periodos de floracion que van desde
noviembre hasta julio. En esta region se concentra el mayor
numero de colmenas del pais, motivo por el cual su
participacion en la produccidén nacional de productos apicolas
equivale al 30-35%. El origen floral son la Dzidzilche y Tajonal.
Estd formada por los estados de Campeche, Yucatan y
Quintana Roo y parte de los estados de Chiapas (Noreste) y
Tabasco (Oriente).
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REGIONES APICOLAS DE MEXICO

Altiplano
[ Costa del Pacifico
P colio

Norte

- Peninsula de Yucatdn

Fuente: Coardinacitn General de Ganadera/SAGARPA,
Figura 6. Regiones apicolas de México (tomado de Claridades Agropecuarias,

2010).

2.5.2. Produccion de propdleo en la zona rural del D.F.

No obstante, la importante tradicion que la apicultura tiene en el pais, en las zonas
urbanas o vecinas a la ciudad de México es una actividad que tiende a desaparecer
posiblemente afectada por los efectos que la contaminaciéon atmosférica,
insecticidas y disminucion de la flora ejercen sobre las abejas. En la zona peri
urbana, sin embargo, la presencia de abejas tiende a mejorar porque tales tierras
aun preservan el uso agricola para la produccion de maiz y nopal-verdura (Rivera,
2002).

En esta area, los sistemas de produccion apicolas se mantienen fuera de la
poblacién con el propdsito ex profeso de promover la polinizacion, la cual incluye
arboles frutales en los linderos tales como: durazno (Prunus pérsica), ciruela
(Prunus domestica), capulin (Prunus laurocerasus), tejocote (Crataegus pubescens

Steud), membrillo (Cydonia vulgaris), higo (Ficus carica). Esta forma de localizacién
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fisica permite que los cajones se mantengan a distancia de los pueblos y se facilite

la polinizacion en cultivos (Rivera et al, 2007).

Los apicultores llevan a cabo su recolecta en dos temporadas bien definidas. La
primera se localiza en el mes de mayo a finales de la temporada de sequia. Esta
época coincide con la elevada productividad del cultivo de nopal-verdura, cuya caida
del precio ocasiona que los productores de nopal no corten los cladiodos (hojas) y
permitan la floracién del cultivo utilizado por las abejas para producir miel
exclusivamente (Rivera, 2002). En oposicion, la segunda cosecha de
octubre/noviembre incluye la temporada de lluvias en su totalidad y es considerada
por los productores la de mayor produccién de miel y ampliada a cera y propdleo.
En términos generales el promedio de miel obtenida en la segunda temporada esta
en el rango de los 30-35 kg mientras que la de cera es de 1-2 kg y de 200 a 300 g
de propodleo/apiario (Rivera et al, 2007).

Vale la pena mencionar que los apiarios de la zona son pequefios y que la mayor
proporcion de los productos apicolas producidos son destinados al autoconsumo
mientras que sus excedentes, son vendidos en forma local o artesanal en los
mercados locales de la zona, ademas, se sabe que el propdleo es utilizado en su

mayoria por el productor.

2.6. PROPIEDADES TERAPEUTICAS

El propdleo ha sido de gran interés para los cientificos durante las ultimas 4 décadas
debido a sus multiples propiedades bioldégicas y farmacolégicas. Hasta hace unos
anos se creia que dependiendo de los compuestos quimicos que se encontraran en
el propdleo dependeria su accién farmacoldgica, lo que dio paso a diversos estudios
en los cuales se concluy6 que no existe diferencia significativa entre las actividades

bioldgicas de propdleos de diferentes regiones geograficas.
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Dos de sus propiedades se continuan aplicando con gran éxito: cicatrizante, ya que

estimula la regeneracion epitelial y la microcirculacion, y antiséptico, y el segundo

como tratamiento de ulceras gastroduodenales. El propdleo es considerado seguro

a dosis bajas; sin embargo, en dosis mayores a 15 g/dia se presentan efectos

adversos, los cuales comunmente son reacciones alérgicas, asi como irritacion en

la membrana mucosa o en la piel (Farré et. al., 2004; Castaldo y Caspaso, 2002). A

continuacion, se mencionan las actividades terapéuticas mas comunes del

propoleo.

Cuadro 6. Actividades terapéuticas mas comunes del propdleo.

Actividad terapéutica

Caracteristicas

Actividad
antioxidante

Las propiedades antioxidantes del propdleo protegen a
los acidos grasos y a las lipoproteinas séricas de la
oxidacion. Sus propiedades se deben a la actividad
antiradicalaria (radicales alcoxi y, en menor grado,
superoéxido) y al efecto inhibidor del idn cuproso, iniciados
de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad
(Farré et al, 2004)

Actividad
antimicrobiana

Galangina, pinocembrina y pinobanksina han sido
reconocidos como los flavonoides mas efectivos contra
los patégenos. Ademas, los acidos ferulico y caféico
también contribuyen con la actividad antibacteriana del

propdleo (Marcucci, 1995).

Actividad
gastroprotectora

Se ha reportado que extractos de propdleo presentan un
efecto gastroprotector, reduciendo de forma significativa
las lesiones gastricas producidas por Helicobacter pylori,
Campylobacter jejuniy Campylobacter coli, indometacina,
etanol y estrés; ademas, los acidos caféico, acido p-
cumarico y acido cinamico, compuestos de caracter
fendlico, poseen propiedades antiulcéricas (Boyanova et
al. pp. 253-269 2011; Sforcin y Bankova, 2011).
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Cuadro 6. Actividades terapéuticas mas comunes del propdleo (continuacion).
Actividad terapéutica Caracteristicas

Se ha comprobado la capacidad del propéleo para inhibir

Actividad antifungica €n crecimiento de Candida sp. y Trichosporon sp. en

pacientes con onicomicosis (Oliveira et al, 2006)

Se han demostrado efectos inhibitores frente a los virus
de influenza tipo A y B, Herpes simplex tipo 1 y 2. Esta
actividad se atribuye al contenido en compuestos
fendlicos, principalmente al acido caféico y ferulico y sus
esteres. Ademas se ha encontrado que el propadleo inhibe

Actividad antiviral la expresion del virus de inmunodeficiencia humana. La
actividad antiviral en linfocitos CD4+, se debe
aparentemente, a que inhibe la entrada del virus al
organismo (Amoros, 1992; Marcucci, 1995; Gekker et al.,
2012).

Estudios han demostrado que compuestos como el acido

caféico y cinamico en el propdleo pueden activar
macrofagos, incrementando su actividad microbiana, asi
_ Actividad como incrementar la actividad litica de las células NK
inmunomoduladora ) ) _ -
contra células tumorales. Ademas, estimula la produccién
de anticuerpos, incorporandolo como adyuvante en

vacunas (Frankland et al., 2011).

Las propiedades antioxidantes del propdleo protegen a

los acidos grasos y a las lipoproteinas séricas de la

oxidacion. Sus propiedades se deben a la actividad

Actividad antiradicalaria (radicales alcoxi y, en menor grado,
antioxidante o o - o

superoxido) y al efecto inhibidor del ién cuproso, iniciados

de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad

(Farré et al, 2004)
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Cuadro 6. Actividades terapéuticas mas comunes del propdleo (continuacion).

Actividad terapéutica Caracteristicas

Galangina, pinocembrina y pinobanksina han sido

reconocidos como los flavonoides mas efectivos contra

Actividad los patégenos. Ademas, los acidos ferdlico y caféico
antimicrobiana . . o . .

también contribuyen con la actividad antibacteriana del

propdleo (Marcucci, 1995).

Se ha encontrado que extractos de propdleo son capaces
de modular la produccion de acido nitrico, pre-activando
Actividad macrofagos para producirlo, promoviendo la apoptosis en
antitumoral células blanco tumorales, ya que el NO es el responsable
de la inhibicion de la sintesis de DNA en muchas células

(Carvalho et al., 2011; Sforcin, 2007).

Algunos de los componenes fendlicos del propdleo, como

el acido cafeico, la quercetina y la naringenina, ejercen
efectos antiinflamatorios y actuan sobre la produccion de
eicosanoides,  suprimiendo la  generacion de
prostaglandinas y de leucotrienos en macréfagos
peritoneales en la inflamacién peritoneal aguda. El
o propdleo por via oral suprime de forma significativa la via
Actividad
antiinflamatoriay  de la lipooxigenasa en el metabolismo del acido
analgésica araquidonico vy, el éster del acido feniletil cafeico es, de
entre los componentes conocidos del propdleo, el
modulador mas potente de la cascada del &acido
araquidénico. Ambos productos disminuyen la actividad
de la ciclooxigenasa en macréfagos, medida en funcion
de la produccién de prostaglandina Ez2, protegiendo de los
danos producidos por la IL-1 (Farré et al., 2004).
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Cuadro 6. Actividades terapéuticas mas comunes del propdleo (continuacion).

Actividad terapéutica Caracteristicas

o Extractos de propodleo mostraron actividad inhibitoria
Actividad .
antiparasitaria y contra Trypanosoma cruzi 'y fueron letales contra

antiprotozoaria Trichomonas vaginalis (Kalogeropoulos et al., 2009)

Polifenoles encontrados en el propdleo rojo, han sido

capaces de reducir las lesions arteroesclerdticas

Actividad ) . , .
antiangiogénicay  mediante mecanismos que incluyen la regulacion de
antiaterogenica factores angiogénicos e inflamatorios (Daleprane et al,
2012).

Ademas de las aplicaciones del propdleo en la medicina tradicional, esta resina se
ha incorporado en productos domésticos, cosméticos y alimenticios, debido a sus
propiedades bioldgicas. Por su actividad cicatrizante, ha sido aprovechado en la
industria dermatoldgica para la elaboraciéon de cremas, faciales, pomadas, lociones,
shampoos, unguentos, brillos labiales y barnices. Por otro lado, debido a sus
propiedades antimicrobianas, ha sido incorporado en hilos y pastas dentales, asi
como en enjuagues bucales para tratar padecimientos como la gingivitis y la caries
dental. Cabe mencionar que desde el siglo XVII, esta resina era utilizada por
Stradivari para barnizar sus instrumentos de cuerda, actividad que sigue en pie aun
en nuestros dias (Burdock, 1998; Walgrave et al., 2005).
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2.7. TECNICAS ANALITICAS

El uso reciente de las preparaciones del propéleo en medicina requiere de elevados
enfoques para la determinacién cuantitativa de los componentes activos. Diversas
técnicas analiticas para la obtencion de éstos se han realizado con resultados
favorables (Popova et al., 2004).

Una de estas técnicas ha sido la Cromatografia de Gases acoplada con la
Espectrometria de Masas ya que la composicién quimica del propdleo es muy
compleja; sin embargo, la mayoria de los componentes del propdleo son
relativamente polares (terpenos, flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres) y es
necesario un cambio organico como la derivatizacion para incrementar la volatilidad
y mejorar el analisis por CG (Popova et al., 2010). Esta técnica ha sido aplicada de
forma exitosa para la identificacion de los compuestos fendlicos presentes en el
propoleo y en los exudados de los arboles poplares de donde es recolectado por las
abejas. Ademas, es muy util para la determinacién cualitativa y cuantitativa de

propoéleos que provengan de la misma o diferente localidad (Campo et al., 2008).

2.7.1. Cromatografia

La cromatografia es un conjunto diverso de métodos que permite separar
componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas. En todas las
separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza con una fase movil, que
puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. Esta fase mévil se hace pasar
a través de una fase estacionaria con la que es inmiscible, y que se fija a una
columna o a una superficie solida. Aquellos componentes que son fuertemente
retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase mdvil;
por el contrario, los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria, se
mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes
de la muestra se separan en bandas o zonas que pueden analizarse cualitativa y/o

cuantitativamente por medio de un cromatograma.
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Los métodos cromatograficos se pueden clasificar en la forma en que las fases
estacionaria y movil se ponen en contacto. Uno de ellos es la cromatografia en
columna y la otra es cromatografia en plano. La cromatografia de gases como la de
fluidos supercriticos estan restringidas a los procedimientos en columna, de tal
manera que un tubo estrecho contiene la fase estacionaria a través de la cual hace

pasar la fase movil por presion.

En la cromatografia de gases, los componentes de una muestra vaporizada se
inyectan en la cabeza de la columna cromatografica y se separan como
consecuencia de su reparto entre una fase movil gaseosa y otra fase estacionaria

liquida, la cual esta inmovilizada en las paredes del tubo capilar (Skoog et al., 2001).

La cromatografia de gases a menudo se combina con otras técnicas selectivas de
identificacion como la espectrometria de masas para la identificacion de cientos de
componentes que estan presentes en sistemas naturales y biolégicos (Skoog et al.,
2001).

2.7.2. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica experimental que permite la medicion
de la relacion masa/carga de iones derivados de moléculas. La espectrometria de
masas se fundamenta en la separacién de particulas moleculares o atdmicas de

acuerdo a su relaciéon masa/carga.

El proceso de la espectrometria de masa comprende basicamente cuatro etapas:
» Jonizacion de la muestra. En el método de ionizacion electrénica, la ionizacion
de la muestra se lleva a cabo por bombardeo mediante electrones (e").
= Aceleracion de los iones por un campo eléctrico.

= Separacion de los iones segun su relacion masa/carga.
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= Deteccién de los iones y produccion de la correspondiente sefial eléctrica
(Torres, pp. 27-28 2011).

El analizador de masas de tiempo de vuelo (TOF) separa los iones que tienen la
misma energia cinética pero diferente m/z, porque los iones pesados necesitan mas
tiempo para recorrer una distancia fija. Si los iones tienen la misma energia cinética,
pero diferentes masas, los iones mas ligeros circularan a mayor velocidad que los

iones mas pesados.

Figura 7. Cromatografo acoplado a Espectrometro de Masas.

En su forma mas simple, el espectrometro de masa con analizador masico de
tiempo de vuelo, es un tubo largo y recto que trabaja al vacio, con la fuente en un
extremo y el detector en otro. Los iones que salen despedidos de la fuente se dirigen
al detector en orden creciente de masas, porque los ligeros circulan mas rapido
(Harris, 2008).
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2.7.3. Derivatizacion

Existe una gran cantidad de compuestos organicos que no pueden ser analizados
directamente por Cromatografia de Gases por lo cual se deben derivatizar. La
derivatizacién se define como un procedimiento para modificar la funcionalidad del
analito en orden de mejorar la separacion cromatografica. Al analito modificado, se

le conoce como Derivado (Orata, 2012).

La razon principal para emplear la técnica analitica de derivatizacion en CG es para
aumentar o disminuir la volatilidad de los compuestos a analizar. Ademas, también
se puede emplear con compuestos termolabiles, mejorando el analisis. Los
derivados pueden ser utilizados para estabilizar los iones formados en el
espectrometro de masas para favorecer la informacion estructural del modo de

fragmentacién (Knapp, 1979).

Existen 3 métodos de derivatizacion dependiendo del compuesto a analizar:
+ Sililacion,
% Acilacion,

« Esterificacion.

Se derivatizan compuestos 0 mezclas de compuestos antes del analisis por los

siguientes motivos:

a) IDONEIDAD
A menudo, los compuestos no se pueden analizar porque no se encuentran en una
forma adecuada para una técnica analitica en particular, por ejemplo, compuestos

no volatiles para analisis por CG.
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b) EFICACIA
El analisis directo puede resultar dificil si los compuestos interaccionan entre si o
con la columna. Estas interacciones pueden causar una resolucion pobre y/o picos
asimétricos que causan una integracion y cuantificacion dificil. Esta interferencia

puede reducirse con la derivatizacion de los compuestos.

c) DETECTABILIDAD

Una sensibilidad mayor al analito se puede conseguir aumentando la cantidad del
compuesto o via la introduccion de atomos o grupos funcionales que interaccionen
fuertemente con el detector (Cromlab, 2006; Knapp, 1979).

La volatilidad de la muestra es un requerimiento para el analisis por CG. La
derivatizacion formara compuestos altamente polares para que sean Ilo
suficientemente volatiles para ser eluidos a elevadas temperaturas sin llegar a la
descomposicion o al rearreglo molecular. Para el analisis por CG los compuestos
que tienen Hidrégenos activos como —SH, -OH, -NH, -COOH son los primordiales
para derivatizar ya que tienden a formar enlaces de Hidrégeno intermoleculares, los
cuales afectan la volatilidad del analito, su tendencia para interactuar con la columna
y su estabilidad térmica (Knapp, 1979; Orata, 2012).

2.7.3.1. Reactivo para la Derivatizacion

Es la sustancia que es empleada para modificar quimicamente al analito para
producir uno nuevo con propiedades que son necesarias para un analisis en
Cromatografia de Gases o Cromatografia de Liquidos. Las caracteristicas que debe

tener este reactivo son:

1. Producir mas del 95% de los derivados.
2. Bvitar la formacion de reordenamientos o alteracion estructural del
compuesto mientras se forma el derivado.

3. No debe contribuir a la pérdida de muestra durante la reaccion.
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4. Debe producir un derivado que no interaccione con la columna.

5. El derivado producido debe ser estable con el tiempo (Orata, 2012)

Los reactivos para la sililacién reaccionaran con alcoholes y acidos para formar
trimetilsilil éteres y trimetilsilil ésteres, respectivamente (Blau y Halket, 1993; Orata,
2012).

2.7.3.2. Sililacion

La Sililacion es la técnica de derivatizacibn mas empleada para analizar las
muestras no volatiles por Cromatografia de Gases. La sililacion es la introduccion
de un grupo silano en la molécula en sustitucion del Hidrogeno activo, para reducir
los enlaces de Hidrégeno producidos (disminuyendo su polaridad) y asi aumentar

la volatilidad de los compuestos (Orata, 2012).

La reaccion de sililacion es dada por un buen grupo saliente, es decir, una base
débil, capaz de estabilizar la carga negativa en el estado de transicion y de no formar
enlaces entre el grupo silano y el grupo saliente (Knapp, 1979). EI mecanismo se
realiza por un reemplazo del proton activo mas electronegativo con un grupo
trimetilsilil. La sililacion ocurre con un ataque nucleofilico bimolecular (Sn2)
dependiente del grupo saliente, en la cual se formara un estado de transicion
bimolecular en el paso intermedio del mecanismo de reaccion. La reaccion general

de la sililacion se muestra en la Figura 8 (Blau y Halket, 1993; Orata, 2012).

CH;

\Si/
\O/ + HX

~J HC
Mueslra/" H Si — \0/| o —»  Muestra

CHg

Figura 8. Reaccion general de la derivatizacion por Sililacion.
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En la Sililacion se debe tener cuidado de que la muestra y los disolventes se
encuentren totalmente secos, ya que esto eliminara los picos excesivos y evitara un
pico grande del disolvente. El disolvente mas comun en la sililacion es la piridina,
ya que es un secuestrador de protones y facilita el curso de la reacciéon (Orata,
2012).

La reactividad de los grupos funcionales para que proceda la sililacion va en el

siguiente orden:

Alcohol > Fenol > Acido alifitico > Amina > Amida > Tiol > Indol

1°>2°>3° 1°>2°
<
REACTIVIDAD PARA DERIVATIZACION
Figura 9. Reactividad de grupos funcionales para la sililacion.
2.7.3.3. BSTFA

El BSTFA es el agente preferido para la derivatizacion de alcoholes, alcaloides,
aminas, acidos carboxilicos, fenoles y esteroides debido a su elevada volatilidad, la
cual resulta en una separacién de los picos eluidos en un menor tiempo, ademas de

que producen residuos estables, reduciendo el ruido en el detector.

Figura 10. Férmula desarrollada del Bistrimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA).
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EI BSTFA es muy versatil, ya que reacciona con todos los sitios proticos presentes;
sin embargo, cuando es usado solo puede no derivatizar aminas y grupos hidroxilos
protegidos. Los disolventes organicos no polares como el hexano, éter, benceno y
tolueno son excelentes ya que no aumentan el curso de reaccion; por el contrario,
disolventes polares como la piridina, dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido
(DMSO), tetrahidrofurano (THF) o acetonitrilo son usados mayoritariamente porque
facilitan la reaccion. La piridina es utilizada como disolvente debido a su capacidad
de actuar como aceptor de protones en las reacciones de derivatizacion que
involucran organoclorosilanos. La adicion de TMCS (1% v/v) como catalizador

garantizara la derivatizacion de estos grupos funcionales.

Como el BSTFA es liquido a temperatura ambiente, las derivatizaciones son
normalmente llevadas a cabo sin el uso del disolvente. Los mejores resultados son
obtenidos cuando los productos de la reaccion son solubles en el medio de reaccion
(Blau y Halket, 1993).
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La medicina tradicional se ha utilizado desde tiempos remotos y en México se sigue
aplicando como tratamiento alternativo a la medicina alopatica. Mucha gente piensa
que los productos naturales son seguros y los consumen sin conocer las posibles
reacciones adversas que se pueden ocasionar cuando el producto o tratamiento es
de mala calidad, se ingiere de forma inadecuada o se consume de forma simultanea

con medicamentos alopaticos.

Por otro lado, usadas de forma correcta, las plantas medicinales proveen
alternativas para prevenir y tratar numerosas enfermedades de forma efectiva y
segura. Mas aun, existen plantas medicinales y sustancias derivadas de éstas que
pueden ayudar incluso a optimizar y mejorar diversas funciones del organismo. Es
por ello que la OMS recomendd a sus paises miembros realizar una evaluacion
detallada de sus productos naturales, con la finalidad de incorporarlas a las
farmacopeas nacionales, ajustandose a los parametros de seguridad, eficacia y

calidad recomendados.

El propdleo es un producto apicola que ha resurgido en los ultimos afios debido al
gran interés por parte de los cientificos al encontrarsele multiples aplicaciones
terapéuticas; sin embargo, en México se tienen pocos estudios que comprueban su
capacidad terapéutica. El pais cuenta con una gran variedad de ecosistemas que
proveen fuentes naturales de distintos tipos, por lo que se debe caracterizar cada
zona productora de propdleo por separado, para asi obtener informacion cientifica

sobre este producto dentro del territorio mexicano.

Ademas de poseer caracteristicas especificas de acuerdo a su fuente natural, el
propoleo esta integrado por varios componentes como las resinas y balsamos, los
cuales son ricos en flavonoides (confiriéndole la actividad terapéutica reportada), y

las ceras, provenientes en su mayoria de productos metabdlicos de las abejas. Las
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ceras encontradas en el propdleo han sido estudiadas de forma muy aislada, por lo
que si se desea caracterizar a un producto natural se debe contar con toda la
informacion que se pueda obtener. Es por ello, que en la presente tesis se desea
identificar y caracterizar quimicamente a los componentes no volatiles de las ceras
del propdleo del altiplano mexicano, especificamente en la zona rural del Distrito
Federal, previa derivatizacion al analisis por Cromatografia de Gases acoplada a

Espectrometria de Masas en tiempo de vuelo (CG-EM-TV).

El objetivo general del presente proyecto de investigacion consiste en caracterizar
los compuestos quimicos no volatiles de una muestra de las ceras del propdleo
producida por abejas pertenecientes a 4 zonas rurales del Distrito Federal. Para el

cumplimiento de este objetivo se plantearon los siguientes objetivos particulares:

1) Realizar la revisidon bibliografica exhaustiva de las diferentes publicaciones
relacionadas con la caracterizacion quimica del propdleo en zonas

templadas.

2) Recolectar las muestras de propodleo producidas en 4 diferentes apiarios de

la zona rural del Distrito Federal.

3) Extraer las muestras utilizando un método de maceracién con etanol.

4) Obtener las ceras del propdleo presentes en el extracto etandlico.

5) Derivatizar las mezclas de ceras obtenidas a partir del propdleo para su

posterior analisis por CG-EM-TOF.

6) Determinar la composicién quimica de cada uno de los extractos etandlicos

derivatizados.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1. OBTENCION DEL PROPOLEO

Las muestras de propdleo fueron recolectadas por personal de la Facultad de
Veterinaria y Zootecnia de UNAM, en la temporada de octubre del 2011, utilizando
cémo método de obtencion el raspado. Las muestras se conservaron en bolsas de

plastico a -4 °C hasta su uso.

Se utilizaron 4 muestras de propoleos de la zona rural del Distrito Federal, la cual
se encuentra dentro del Altiplano Mexicano, segun la clasificacion mostrada en los
antecedentes. Las ubicaciones de los apiarios de donde se tomaron las muestras

de propodleo se indican en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Ubicaciones de los apiarios muestreados.

‘BUHO” Delegacion Milpa Alta, Distrito Federal 2420
“‘NICO” Delegacion Tlalpan, Distrito Federal 2410
“VALENTIN” Delegacion Milpa Alta, Distrito Federal 2420
“TROJES” Delegacion Milpa Alta, Distrito Federal 2420

4.2. EXTRACCION DE CERAS DEL PROPOLEO

Para la obtencién del extracto de las ceras de las muestras de propéleo se siguio el
procedimiento descrito por Papotti, et al. realizado en el aino 2012, con algunas
modificaciones. Se pesaron 3 g de cada muestra de propdleo y se sometieron a un

proceso de extraccion continua (Soxhlet) durante dos horas con 120 mL de etanol

37

——
| —



DESARROLLO EXPERIMENTAL

al 70% como disolvente. El extracto se concentro y se resuspendi6é en 120 mL de
etanol. La suspension se calentdé a 60 °C y posteriormente se dejé enfriar por un
periodo de una hora para promover la separacion de las ceras. La mezcla se filtrd
con un papel filtro, previamente pesado (Whatman No. 41), y la cera separada se

dejo secar durante 24 horas.

4.3. DERIVATIZACION DE CERAS DEL PROPOLEO

Con las ceras secas, se procedi6 a derivatizarlas previo analisis por CG-EM-TV. Se
peso6 1 g de las ceras previamente extraidas y se transfirieron a viales de 5 mL color
ambar. Se les afiadié una solucion de 50 pL de piridina como catalizador y 100 pL
de Bistrimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA) como reactivo derivatizante, durante 30
min a una temperatura de 60 °C. Posteriormente se tomo una alicuota de 1 uL de la

muestra ya derivatizada la cual fue introducida para su analisis por CG-EM-TV.

4.4. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Para la realizacién del analisis se emple6 el espectrometro de masas marca LECO,
modelo Pegasus 4D, acoplado a un cromatdgrafo de gases Agilent, modelo Agilent
6890N equipado con una columna capilar DB-5 (5% fenil-polimetilsiloxano) con
dimensiones de 10 m x 0.18 mm x 0.18 ym. La temperatura del inyector se mantuvo
a 300 °C; utilizando como gas acarreador Helio (Praxair, 5.0) a una velocidad lineal
de 1 mL/min (medido a 250 °C). La temperatura del horno se programé a 40 °C
(durante 1 minuto) y se incrementd la temperatura a 20 °C/min hasta los 300 °C
durante 5 minutos. Las inyecciones fueron realizadas mediante el modo de

inyeccion “splitless”.
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En el espectrometro de masas se utilizd ionizacion electrénica a 70 eV, la
temperatura de la camara de ionizacion fue de 200 °C y de la linea de transferencia,
250 °C. Se programé una velocidad espectral de 20 espectros/s. El barrido de

masas fue de 33-400 uma (unidad de masa atéomica).

Cuadro 8. Condiciones optimizadas para el analisis de los propdleos.

Marca y modelo del equipo
Técnica analitica
Temperatura del inyector
Cromatografo de Gases

Columna capilar (fase)

Programacioén de la temperatura del

horno

Tipo de inyeccion
Gas acarreador

Flujo del gas acarreador

Temperatura de la linea de

transferencia
Tipo de lonizacion
Analizador masico
Adquisicién espectral
Retraso / encendido del filamento
Intervalo masas
Temperatura de la camara de
ionizacion

Compuestos de calibracion
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LECO Pegasus 4D
CG-EM-TV
300 °C
Agilent 6890N
DB510 m x 0.18 mm di x 0.18 ym
40 °C (1 minuto), 20 °C/min hasta
300 °C (5 minutos)

Splitless
Helio Praxair, grado 5.0 (Ultra Alta

Pureza)

1 mL/minuto
250 °C

lonizacién electrénica (IE)
Tiempo de vuelo (TV)
20 espectros/segundo
0 minutos

33 —400 uma
200 °C

Perfluoroterbutilamina (PFTBA)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El término “ceras” comunmente se refiere a la mezcla de compuestos no polares de
cadena larga encontrados en la superficie de las plantas. La cera de abejas se
refiere a la cera presente en las colmenas de las abejas del género Apis,
mayoritariamente Apis mellifera L. Esta cera, generalmente estd compuesta por
mezclas de hidrocarburos, ésteres complejos y acidos grasos. La cera que contiene
el propdleo es una mezcla de compuestos de color blanco que se obtiene por la
extraccion con etanol caliente seguido de un enfriamiento para separarla de la

resina del mismo (Negri et al., 1998).

De acuerdo a la literatura, se han comparado los compuestos obtenidos de las ceras
del propdleo y de las ceras obtenidas de la colmena, en los cuales se ha encontrado
similitud. Es por ello, que se ha concluido que las ceras de los propdleos provienen
del metabolismo de las abejas y no de los exudados de las plantas como en los
balsamos del propdleo; ademas de que en raras ocasiones se han encontrado
residuos de alquenos y de acido oleico en los ésteres de las ceras vegetales
(Negri.et al., 2000).

Por medio de la derivatizacién por sililaciéon con Bistrimetilsililtrifluoroacetamida
(BSTFA) se pudo identificar a los compuestos no volatiles del propdleo contenidos
en las muestras analizadas. Jiménez y cols. (2003) realizaron la identificacién de
acidos y alcoholes en ceras de abeja espafiolas, en los cuales se realiz6 una
hidrélisis con BF3-CH3OH para obtener acidos libres, seguido de una acetilacioén con
anhidrido acético y una extraccion para la obtencidén de alcoholes libres. La ventaja
de utilizar un reactivo como el BSTFA es que éste reacciona con todos los sitios
préticos presentes y afiadiéndole piridina como catalizador, la reaccion se lleva a
cabo de una forma rapida y sencilla, dando como resultado una gran variedad de
compuestos presentes en las muestras, y no solo analitos especificos.
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Los compuestos obtenidos en las muestras analizadas presentan acidos grasos y
sus ésteres, alcoholes, carbohidratos, compuestos aromaticos, y en menor
proporcion terpenos. Estos resultados concuerdan con lo obtenido con el analisis
de ceras de propéleo de Brasil, realizado por Custodio y cols. (2003), los cuales
encontraron ceras con gran cantidad de alcanos con Cgz3, C25 C27 y alcanos

monoinsaturados Cs3 y Css.

De acuerdo a estudios previos realizados por Seifert y Haslinger (1991) en muestras
analizadas provenientes de propdleo europeo contenian ademas de alcanos,
compuestos como alquenos, alcadienos, monoésteres, diésteres, cetonas y acidos
grasos. Ademas, encontraron que en sus muestras predominan los monoésteres,
los cuales estan formados por fracciones de acidos carboxilicos y alcoholes con
cadenas lineales, seguidos de los hidrocarburos con carbonos de numero impar.
Por ultimo, también se encontraron triterpenos, los cuales correspondieron al 20%
de la muestra total de ceras del propdleo. Los terpenos son importantes a nivel
medicinal e industrial; en el propdleo son los responsables del olor, ademas de que

se les atribuye propiedades antimicéticas y anestésicas (Custodio et al., 2003).

Los compuestos derivados identificados en los propéleos BUHO 1, BUHO 2, NICO,
VALENTIN y TROJES se enlistan en los siguientes Cuadros (9, 11, 13, 15 y 17,
respectivamente). Para su identificacion, se compararon los espectros de masas de

los compuestos obtenidos con referencias en bibliotecas como NIST 69.
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Cuadro 9. Compuestos derivados obtenidos en el propéleo BUHO 1.

NOMBRE AREA (%) | T.R.(s) FORMULA

(3TMS)-éter del glicerol 0.906 167.363 C12H3203Si3
(TMS)-éster del acido caprico 0.203 251.063 C13H250.Si
Lactona del acido (4-TMS)-1,4-alénico 0.946 269.863 C18H4206Si4
(4TMS)-acido 2-desoxieritropentonico 1.956 399.863 C17H4205Si4
(4TMS)-D-Xilosa 0.657 400.913 C17H4205Si4
(4TMS)-D-Arabinosa 2.493 427.813 C17H4205Si4
(TMS)-éster del acido palmitico 1.803 448.763 C19H400,Si
Dehidroabietato de metilo 0.570 539.113 C21H3002
Eicosano 0.235 542.863 C2oHa2
(TMS)-éster del acido behénico 0.886 598.763 C2s5H5202Si
11-decil-tetracosano 18.989 614.713 CasH7o
(TMS)-éster del acido lignocérico 13.493 643.213 Ca7Hs60,Si
7-hexil-eicosano 31.171 696.963 CaeHsa
Acetato de Cicloartenol 1.255 727.963 Cs2H5202
10-Heneicoseno 14.470 734.313 C21Ha2

2,2,4,10,12,12-hexametil-7-(3,5,5-

trimetilhexil)-6-trideceno 4012 738.713 Caafs

a-Espringeno 1.130 745.113 CooH32

17-Pentatriaconteno 1.563 788.663 CssHro
Propanoato de 4-pentadecanilo 3.261 1293.710 C18H3602

Cuadro 10. Abundancia de los diversos compuestos presentes en BUHO 1.

Compuestos Porcentaje (%)
Acidos grasos 36.9
Alcoholes 5.3
Carbohidratos 10.5
Hidrocarburos insaturados 21.1
Hidrocarburos saturados 15.8
Terpenos 10.5
Total 100
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Cuadro 11. Compuestos derivados obtenidos en el propéleo BUHO 2.

NOMBRE AREA (%) | T.R.(s) FORMULA

Ciclohexanona 0.719 136.994 CsH100
(3TMS)-éter del glicerol 1.322 331.694 C10H2602Si2
(4TMS)-B-D-xilopiranosa 4.118 526.944 C12H3203Si3
(4TMS)-éter de Lixosa 3.081 550.994 C17H4205Si4
bis(2-TMS-etil) éster del acido malonico 0.091 578.294 C17H4205Si4
(TMS)-éster del acido palmitico 9.392 599.644 C13H2804Si>
(TMS)-éster del acido palmitoléico 3.339 604.394 C19H400,Si
(TMS)-éster del acido 9-trans-oleico 0.458 645.894 C19H380,Si
(TMS)-éster del acido estearico 1.037 652.844 C21H420,Si
2,21-dimetil-docosano 0.344 668.044 C21H440,Si
7-hexil-eicosano 10.543 763.294 C24Hs0
p-(trimetilsiloxi)-(TMS)-éster del acido 0.192 282 244 CsHaeOuSin
hidroxicinamico
(TMS)-éster del acido lignocérico 3.149 792.094 Co7Hs5602Si
Heptadecano 1.821 825.444 Ci7Hss
9-Hexacoseno 4.051 841.844 CaoeHs2
11-decil-tetracosano 9.572 845.744 Cs4H7o
(TMS)-éter del octacosanol 2.427 852.744 C31HesOSi
17-Pentatriaconteno 11.241 882.794 CssH7o
4,4,6a,6b,8a,11,11,14b-Octametil-
1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,1 3.355 908.594 CaoH4s0
4a,14b-octadecahidro-2H-picen-3-ona
Etil-ciclodocosano 6.248 938.494 C24Has
Octadecil éster del acido palmitico 23.499 1445.44 Ca4Hes0O2
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Cuadro 12. Abundancia de los diversos compuestos presentes en BUHO 2.

Compuestos Porcentaje (%)
Acidos grasos 38.1
Alcoholes 9.5
Carbohidratos 9.5
Hidrocarburos insaturados 9.5
Hidrocarburos saturados 28.6
Terpenos 4.8
Total 100

Cuadro 13. Compuestos derivados obtenidos en el propdleo NICO.

NOMBRE AREA (%) T.R. (s) FORMULA

(3TMS)-éter del glicerol 1.272 167.031 C12H3203Sis3
Lactona del acido (4-TMS)-1,4-alénico 0.820 269.781 C18H4206Si4
(4TMS)-B-D-xilopiranosa 2.245 376.181 C17H4205Si4
(4TMS)-éter de Lixosa 0.409 386.831 C17H4205Si4
(4TMS)-acido 2-desoxieritropentdnico 2.337 400.431 C17H4205Si4
(5TMS)-D-Glucosa 2.337 401.031 C21H5206Sis
(5TMS)-Glucopiranosa 0.775 428.031 C21H5206Sis
(TMS)-éster del acido palmitico 3.063 448.831 C19H4002Si
(TMS)-éster del acido 9-trans-oleico 2.034 495.731 C21H4202Si
bis(TMS)-éster del acido p-cumarico 2.546 497.831 C15H2403Si>
(TMS)-éster del acido estearico 0.405 502.681 C21H40,Si
2-(1,1,1-TMS)-etil-2-(7-metoxi-2-oxo- )
2H-cromen-4-il)-acetato 1259 032,281 CirH20sS
bis(TMS)-éter de docosa-8,14-diin-cis- )
1.22-diol 0.823 536.281 C2sH5402Si2
(TMS)-éster del acido dehidroabiético 2.169 540.331 C23H3602Si
di-TMS-acido 2-Hidroxiisocaproico 1.709 586.631 CoH2002Si

2,21-dimetil-docosano 1.096 590.881 Ca4Hs0

7-hexil-eicosano 21.421 615.231 CoeHsas

[ )



Cuadro 13. Compuestos derivados obtenidos en
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el propoleo NICO (continuacion).

NOMBRE AREA (%) T.R. (s) FORMULA

p-(trimetilsiloxi)-(TMS)-éster del acido

_ o _ 1.759
hidroxicinamico
(TMS)-éster del acido lignocérico 1.196
10-Heneicoseno 6.839
11-decil-tetracosano 6.436
(TMS)-éter del octacosanol 3.413
Pivalato de 3,5-dehidro-6-metoxi-
6.463
colest-22-en-21-ol
17-Pentatriaconteno 7.282
TMS-éter de trans-Farnesol 3.298
Ester metilico del acido 3-oxo-urs-12-
3.227
en-24-oico
Lupeol 1.025
1-Heptatriacotanol 0.607
Octadecil palmitato 11.731

632.681 C15H2603Si2
642.431 Co7H560,Si
692.431 C21Ha2
697.331 CasH7o
703.231 C31HesOSi
732.181 Ca3Hs5403
735.331 CssHro
740.381 C1gH340Si
747.531 C31H4503
760.631 C3oHs500
764.881 Cs7H760
1304.18 C34Hes02

Cuadro 14. Abundancia de los diversos compuestos presentes en NICO.

Compuestos

Acidos grasos
Alcohol
Carbohidrato
Hidrocarburos insaturados
Hidrocarburos saturados
Terpenos
Total

45

Paorcentaje (%)

37.9
13.8
13.8
6.9
10.3
17.2
100

——
| —



RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 15. Compuestos derivados obtenidos en el propdleo VALENTIN.

NOMBRE AREA (%) R.T. () FORMULA

(5TMS)-Glucopiranosa 4,921 428.45 C21H5206Sis5
(TMS)-éster del acido palmitico 7.741 449.35 C19H400,Si
2,6,10,15-Tetrametil-heptadecano 1.258 464.9 C21Has
bis(TMS)-éter de docosa-8,14-diin-cis-1,22- _
diol 2.165 469.15 C28Hs5402Si>
(TMS)-éster del acido 9-trans-oleico 3.617 496.25 C21H420,Si
(TMS)-éster del acido araquiddnico 1.563 519 Ca3H400,Si
(TMS)-éster del acido dehidroabiético 1.520 540.55 Ca3H3602Si
(4TMS)-acido 2-desoxieritropentdnico 0.156 595.65 C17H4205Si4
7-hexil-eicosano 17.073 614.5 Ca6Hs4
10-Heneicoseno 6.4845 692.8 C21Ha2
11-decil-tetracosano 24.802 697.25 CasH7o
17-Pentatriaconteno 6.934 734.5 CasH7o
Etil-ciclodocosano 2.012 790.2 Ca4Has
Ciclohexil palmitato 19.753 1299 C22H4202

Cuadro 16. Abundancia de los diversos compuestos presentes en VALENTIN.

Compuestos Porcentaje (%)

Acidos grasos 35.7
Alcoholes 71
Carbohidratos 71
Hidrocarburos insaturados 14.3
Hidrocarburos saturados 28.6
Terpenos 71
Total 100

( |

L % )



RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 17. Compuestos derivados obtenidos en el propéleo TROJES.

NOMBRE AREA (%) | T.R.(s) FORMULA

(4TMS)-B-D-xilopiranosa 2.886 376.562 C17H4205Si4
(5TMS)-Glucopiranosa 2.970 401.262 C21H5206Si5
(TMS)-éster del acido palmitico 4.670 449.662 Ci19H400.Si
Eicosano 5.293 465.212 Ca0Ha2
bis(2-TMS-etil) éster del acido maldnico 0.034 475.012 C13H2804Si>
(TMS)-éster del acido estearico 0.333 503.412 C21H440,Si
(TMS)-éster del acido dehidroabiético 2.134 540.412 Ca3H3602Si
7-hexil-eicosano 37.846 616.212 CaoeHsas
(TMS)-éster del acido lignocérico 2.295 643.412 Co7Hs5602Si
9-Hexacoseno 3.237 693.512 CaoeHs2
11-decil-tetracosano 10.657 697.912 CasH7o
(TMS)-éter del octacosanol 1.746 704.012 C31HesOSi
1,15-Pentadecanediol 1.125 729.362 C15H3202
1-Hentetracontanol 17.901 736.762 Ca1Hs4O
4 .4.6a,6b,8a,11,12,14b-Octametil-
1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14 2.739 761.162 C30H4s0
,14a,14b-octadecahidro-2H-picen-3-ona
10-Heneicoseno 4.134 792.162 Ca1Ha2

Cuadro 18. Abundancia de los diversos compuestos presentes en TROJES.

Compuestos Paorcentaje (%)
Acidos grasos 25.1
Alcoholes 18.8
Carbohidratos 12.5
Hidrocarburos insaturados 12.5
Hidrocarburos saturados 18.8
Terpenos 12.5
Total 100
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En las cinco muestras analizadas se observé una cantidad similar de acidos grasos
y sus ésteres, alcoholes, hidrocarburos insaturados y saturados, asi como alcanos

ciclicos; y en menor cantidad, terpenos.

En la muestra BUHO 1 se encontraron acidos grasos e hidrocarburos insaturados
como componentes mayoritarios, el triterpeno presente en este apiario es el acetato
de cicloartenol, el cual es conocido por su actividad antiviral y antimicrobiana en los

propéleos portugueses (Madureira, et al., 2010).

La muestra BUHO 2 fue colectada en diferente época de afio con respecto a BUHO
1, las dos pertenecen al mismo apiario. En lo que se refiere a BUHO 2 se obtuvieron
acidos grasos e hidrocarburos saturados como componentes mayoritarios a
diferencia de la muestra BUHO 1; esto indica que la época de recolecta influye de
manera significativa en la variedad de compuestos obtenidos. El triterpeno presente
en este apiario es el 4.4 .6a,6b,8a,11,11,14b-Octametil-
1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,14,14a,14b-octadecahidro-2H-picen-3-ona,
el cual es un triterpeno pentaciclico derivado de la B-amirina con amplia distribucion
en el reino vegetal de forma libre como aglicona o combinado. A este tipo de
compuestos se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y con

actividad citotéxica (Hernandez et al., 2012).

La muestra NICO es la que presenta mayor cantidad de acidos grasos y terpenoides
de las 5 muestras analizadas. Entre los compuestos terpénicos con mayor
proporcion se encuentran: Lupeol, Farnesol y el Acido 3-oxo-urs-12-en-24-oico. El
Lupeol y el Acido 3-oxo-urs-12-en-24-oico son compuestos triterpénicos
pentaciclicos que como se mencioné anteriormente se les atribuyen diferentes
propiedades biolégicas. Gallo y Sarachine (2009) realizaron una recopilacién sobre
las actividades terapéuticas del Lupeol, el cual presenta actividades
antiprotozoarias, antiinflamatorias, antimicrobianas y se le han atribuido

propiedades nutracéuticas. Asimismo, recientes estudios han demostrado que este

48

——
| —



RESULTADOS Y DISCUSION

tipo de compuestos inhiben directamente el crecimiento y progreso de células
tumorales, asi como la induccion de la apoptosis en estudios in vitro e in vivo;
ademas, de que a los compuestos terpenoides se les atribuye el caracteristico olor
resinoso del propdleo (Saleem, 2009). Por otro lado, al Farnesol se le ha atribuido
la inhibicion del contenido polisacarido en biofilms de S. mutans (Salatino et al,
2005).

Para la muestra VALENTIN se obtuvieron acidos grasos e hidrocarburos saturados
como componentes mayoritarios. Se ha encontrado que los compuestos derivados
del acido palmitico, como el palmitato de ciclohexilo, poseen propiedades
antiinflamatorias y analgésicas debido a que actuan sobre la inhibicion de la enzima
Acido N-palmitoiletanolamin-amidasa, la cual tiene actividad sobre receptores

cannabinoides (Vandevoorde et al., 2003).

En la muestra TROJES se encontraron acidos grasos, alcoholes e hidrocarburos
saturados como compuestos mayoritarios. Al igual que en la muestra VALENTIN se
encontraron derivados del acido palmitico, los cuales como se menciond
anteriormente poseen propiedades analgésicas y antiinflamatorias. Por otra parte,
uno de los compuestos obtenidos fue el Acido dehidroabiético; se ha reportado que
derivados del acido abiético, se han empleado en sistemas de liberacidn sostenida
de farmacos y pueden ser utilizados en calidad de precursores estructurales de
isoan. logos bioisostéricos con accién terapéutica especifica tipo neuroprotectora y
neurorregeneradora en el tratamiento de patologias isquémicas como las

cardiopatias (Arteaga-Crespo et al., 2012).

En el Cuadro 19, se hace una comparacion entre los diversos compuestos
mayoritarios obtenidos en las cinco muestras analizadas. Predominan los acidos

grasos, los carbohidratos y los terpenos.

49

——
| —



RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 19. Compuestos mayoritarios obtenidos en las cinco muestras analizadas.

BUHO1 BUHO2 NICO VALEN TROJES
(4TMS)-4cido-2- - L
desoxieritropentdnico X X Acido alifatico
Propanoato de 4-pentadecanilo X Acido alifatico
Acido p-cumarico X Acido aromatico
Acido 2-hidroxiisocaproico X Acido alifatico
Acido hidroxicinamico X Acido aromatico
Acido malénico X Acido alifatico
Acido palmitico X X X X Acido graso
Acido lignocérico X X X X Acido graso
Acido palmitoleico X Acido graso
Acido estearico X Acido graso
Acido-9-trans-oleico X Acido graso
Octadecil palmitato X Acido graso
Ciclohexil palmitato Acido graso
Acido araquidonico Acido graso
Glicerol X X Alcohol
Octacosanol X X X Alcohol
1-Hentetracontanol X Alcohol
D-Arabinosa X Carbohidrato
D-Xilopiranosa X X X Carbohidrato
Lixosa X Carbohidrato
Glucosa X Carbohidrato
Glucopiranosa X Carbohidrato
10-Heneicoseno X X X Hidrocarburo
insaturado
2,2,4,10,12,12-Hexametil-7- X Hidrocarburo
(3,5,5-trimetilhexil)-6-trideceno insaturado
17-Pentatriaconteno X X X Hidrocarburo
insaturado
9-Hexacoseno X X Hidrocarburo
insaturado
[ s )
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Cuadro 19. Compuestos mayoritarios obtenidos en las cinco muestras analizadas
(continuacién).

BUHO1 BUHO2 NICO VALEN TROJES

Hidrocarburo

11-Deciltetracosano X
saturado
Hidrocarburo
7-Hexileicosano X X
saturado
Hidrocarburo
Heptadecano X
saturado
Hidrocarburo
2,21-Dimetildocosano X
saturado
o Hidrocarburo
Etilciclodocosano X
saturado
Hidrocarburo
Eicosano X
saturado
Lactona del acido (4-TMS)-1,4-
. Lactona
alénico
Acetato de Cicloartenol X Terpeno
a-Espringeno X Terpeno
4.4 6a,6b,8a,11,11,14b-Octametil-
1,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,
X X Terpeno
12a,14,14a,14b-octadecahidro-2H-
picen-3-ona
Acido dehidroabiético X X X Terpeno
Pivalato de 3,5-dehidro-6-metoxi-
X Terpeno
colest-22-en-21-ol
Farnesol X Terpeno
Acido 3-oxo-urs-12-en-24-oico X Terpeno
Lupeol X Terpeno

——
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De manera general, los derivados de acidos grasos fueron los que se encontraron
en mayor cantidad en la mayoria de las muestras, debido a que la presencia de
hidrocarburos con numeros impares de atomos de carbono es una caracteristica de
las ceras extraidas de plantas y animales. Asimismo, la cantidad significativamente
alta de los alquenos se puede deber a una posible contaminacion con la cera de
abejas al momento de su recoleccién de los panales. Por ultimo, los hidrocarburos
insaturados son muy comunes y predominan en las ceras epicuticulares de los
insectos, jugando roles muy importantes en la comunicacion quimica celular (Negri
etal., 1998).

Los acidos grasos mayoritarios encontrados fueron: acido palmitico, acido
lignocérico, acido palmitoleico, acido estearico, acido maldnico y acido oleico.
Huang y cols. (2011) realizaron un estudio en bacterias de la mucosa oral con acidos
grasos de cadena corta (acido maldnico), mediana (acido caprico) y larga (acido
palmitico) obteniendo resultados antimicrobianos por la inhibicién de la produccién
de biofilms microbianos en la cavidad oral. Asimismo, el acido graso encontrado en
las cinco muestras analizadas fue el acido palmitico al cual se le atribuyen
actividades citotoxicas en células leucémicas humanas, induciendo la apoptosis en
la linea celular leucémica humana MOLT-4, ademas de que puede ser utilizado
como un precursor para medicamentos anticancerigenos (Yamashita et al., 2002).
Finalmente, los acidos grasos son indispensables en la dieta diaria por lo que las

ceras del propéleo son una buena fuente de obtencion.

La biosintesis de los constituyentes tipicos de la cera, como los hidrocarburos y los
ésteres, provienen de acidos grasos como precursores inmediatos, tanto en plantas
como en insectos, por el mecanismo de condensacion-elongacion. Los acidos
grasos son formados por la via acetato-malonato del metabolismo primario, por lo
gue casi no se encuentran metabolitos secundarios (compuestos terpenoides) como
precursores de los constituyentes tipicos de la cera del propéleo, ya que la mayoria
de éstos provienen de las plantas. Los metabolitos secundarios tienen mayor

presencia en los balsamos del propdleo (Custodio et al., 2003).
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El derivado del alcohol encontrado en mayor proporcion es el Octacosanol. Jiménez
y cols. (2003) encontraron a este compuesto como uno de sus alcoholes
mayoritarios en ceras de propdleo espafiol. Al octacosanol se le han atribuido
propiedades antinociceptivas y antiinflamatorias (Marques de Oliveira et al., 2012),
pero su principal actividad biolégica es disminuir los niveles de colesterol de baja
densidad (LDL) y aumentar los niveles de colesterol de alta densidad (HDL)
conocido como “colesterol bueno”; ademas, repara y regenera los recubrimientos
de mielina, mejora la condicidon en pacientes con Parkinson, estimula la produccion
de androgenos y se utiliza como suplemento dietético en productos para deportistas.
Cabe destacar, que la mayor produccion del octacosanol se obtiene de ceras de
abejas (Yoon, 2005).

Por otro lado, los carbohidratos encontrados, probablemente provienen del
metabolismo de las abejas, ya que el proceso de obtencidon comienza en la boca
donde las enzimas (amilasas y lisozimas) degradan los almidones, posteriormente
pasan al estomago donde el HCI continua metabolizando los componentes, y por
ultimo, pasa al intestino delgado donde actuan enzimas como la amilasa y la
maltasa transformando los carbohidratos complejos en simples como glucosa,
fructosa y galactosa. Qian y cols. (2008) mencionan que en el propdleo casi no se
encuentran compuestos glicosados, ya que éstos provienen de los flavonoides
encontrados en las plantas, y en cambio, en el propdleo se han encontrado

agliconas debido a que las ceras se obtienen del metabolismo de las abejas.

En las cinco muestras analizadas se encontraron como compuestos mayoritarios a
los hidrocarburos: 11-deciltetracosano, 7-hexileicosano, 10-heneicoseno y 17-
pentatriaconteno, éstos compuestos se forman por la combustién de combustibles
fésiles, o por reaccién quimica de estos residuos con componentes de la atmdsfera,
lo que indica que la mancha urbana es decisiva para la obtencién de propdleo de

buena calidad para el consumo humano (Zamarrefio et al., 2003).
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Las muestras analizadas forman parte de los estudios para caracterizar al propdleo
mexicano. En el pais, la diversidad de climas permite disponer de una importante
variedad de flora, la cual se distingue en cinco regiones apicolas, cada una con un
tipo de propdleo caracteristico. En el caso de la zona del Altiplano mexicano existen
pocas publicaciones que describen la composicion quimica del propdleo. Las ceras
del propdleo son de gran importancia ya que se ha demostrado contienen
compuestos que proporcionan valiosas actividades terapéuticas al mismo. Entre los
compuestos encontrados se encuentran acidos grasos y sus ésteres, alcoholes y
terpenoides a los cuales se les atribuyen importantes aplicaciones farmacoldgicas.
Con el incremento de la mancha urbana, la flora de la zona metropolitana ha ido
disminuyendo, por lo que lo que se ha limitado la produccién de propéleo de calidad.
Al menos, en la zona metropolitana, el propdleo debe ser orientado como un recurso
natural para el control de microorganismos o de plagas, mas que una fuente de

potentes antimicrobianos (Plan Rector Apicola Nacional, 2006; Salatino et al, 2005).
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6. CONCLUSIONES

El presente trabajo constituye el primero en caracterizar los componentes no

volatiles del propdleo de la zona rural del Distrito Federal.

Los compuestos identificados presentan similitud a los reportados en literatura
consultada, principalmente propdleos brasilefios y europeos, por lo que se reafirma
que las ceras del propdleo provienen del metabolismo de las abejas y no de los

exudados de las plantas.

Por medio de la derivatizacién por sililacion y su posterior analisis por CG-EM-TV
se identificaron 53 compuestos diferentes en cinco muestras de ceras de propodleos
del altiplano mexicano, en los cuales predominaron los acidos grasos y sus ésteres
con 20 compuestos identificados; 6 alcoholes y 6 carbohidratos; 13 hidrocarburos;
y, 8 compuestos terpenoides, los cuales se conocen por presentar importantes

actividades terapéuticas.

La identificacion de los componentes no volatiles en las ceras de los propoleos
presentan diferencias entre cada apiario, debidas a la ubicacion de los mismos y a

la temporada de recoleccion de las muestras.

La muestra BUHO 2 es la que presentd mayor cantidad de acidos grasos; por el
contrario, en la muestra NICO se identificaron una mayor cantidad de terpenos. Se
espera que estas dos muestras sean las que presenten una mayor actividad

biologica.
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7. PERSPECTIVAS
Determinar la actividad biolégica de cada muestra analizada para conocer la
cantidad de acidos grasos, alcoholes y terpenos, y determinar si cumplen con los

criterios de calidad de las normas existentes en el mundo.

Recolectar un mayor numero de muestras en la zona rural del Distrito Federal para

determinar la homogeneidad en su composicion.

Determinar la cantidad de acidos grasos presentes en muestras de propoleos

recolectados en diferentes épocas del afo.
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ANEXOS

9. ANEXOS

Se muestran los cromatogramas obtenidos en las cinco muestras analizadas.
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Figura 11. Cromatograma obtenido para BUHO 1.
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Figura 12. Cromatograma obtenido para BUHO 2.
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Figura 13. Cromatograma obtenido para NICO.
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Figura 14. Cromatograma obtenido para VALENTIN.
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ANEXOS

En las siguientes Figuras se muestran los espectros de masas de algunos

compuestos obtenidos en las muestras analizadas.

En el apiario BUHO1 se encontraron varios acidos grasos como el Acido
Lignocérico, su espectro de masa se muestra en la Figura 16. La primera
fragmentacidn que presenta es en m/z 425 por la pérdida del CHs terminal, m/z 117
por la pérdida de la cadena hidrocarbonada alifatica, y en m/z 73 la pérdida del

COQO:, siendo esta sefal el pico base del espectro y el pico caracteristico del TMS.

Peak True - sample "OT6231-BUHO:1", peak 31, at 643.213 s
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Figura 16. Espectro de masas del Acido Lignocérico.
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ANEXOS

Otro acido graso encontrado en BUHO 2 es el Acido Palmitoléico, su espectro de
masas se muestra en la Figura 18. Se observa la primera fragmentacion en m/z 311
con la pérdida del CHs terminal, la siguiente fragmentacién importante en m/z 117
con la pérdida del hidrocarburo lineal, y la ultima fragmentacion en m/z 73 con la

pérdida del acetato, siendo el pico base y el pico caracteristico del TMS.

Peak True - sample "OT6231-BUHO:2", peak 16, at 604.394 s
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Figura 18. Espectro de masas del Acido Palmitoléico.
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ANEXOS

En el caso del apiario BUHO 2 se encontraron en mayor cantidad hidrocarburos y
4cidos grasos. En la Figura 17 se muestra el espectro de masas del Acido Palmitico,
presentando la primera fragmentacion en m/z 313 correspondiente al metil terminal
de la cadena alifatica, siguiendo con las fragmentaciones en m/z 117
correspondiente a la pérdida de la cadena hidrocarbonada alifatica, y en m/z 73
mostrando la pérdida del ion COO-, y siendo el pico base y el pico caracteristico de

los silanos.

Peak True - sample "OT6231-BUHO:2", peak 15, at 599.644 s

1000 &
\ _o
117 S 5
800 o
(o]
600
132
400 55
200
95
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Library Hit - similarity 833, "Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester"
10004 3
800 117 313
600
400 132
55
200 A
97 328
i S —
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Caliner - samnle "0T6231-BUHO:2". 599.644 s o 599.644 s L. )
Figura 17. Espectro de masas del Acido Palmitico.
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ANEXOS

Un &cido graso encontrado en este mismo apiario es el Acido esteérico, ocupado
en la elaboracion de jabones, velas y cosméticos. Su espectro de masas se muestra
en la Figura 19. Su primera fragmentacion la presenta en m/z 341 con la pérdida del
CHs terminal, la segunda fragmentacién importante se da en m/z 117 con la pérdida
del hidrocarburo alifatico, y la ultima fragmentacién se da en m/z 73 con la pérdida

del acetato, siendo esta sefial el pico base y la caracteristica a la pérdida del TMS.

Peak True - sample "OT6232-NICO:1", peak 15, at 502.681 s

1000 &

117
900 4
\Si/o
800 4 o \
700 4

600

500
129
400 A
300

145
200

341
100 4

| i |2
T

M | A

T T ™ T T T T T T T T
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Library Hit - similarity 910, "Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester"

83 o7
h \“ ‘H ‘ M

1000 &

900
800 4 117
700
132
600 4
500 A
400

145
300

200 4 341

100 4 N
201

l‘ ‘l g 19 18T 297 313 |

" ; T ey ' ,

M \“\M ‘ ‘ I ‘ ‘ ‘ ‘
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

8 o
M\‘H | \H‘m L1y \‘
T T

Figura 19. Espectro de masas del Acido estearico.
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En el apiario VALENTIN se obtuvo al Acido-9-trans-oleico como uno de los
compuestos mayoritarios. Su espectro de masas se muestra en la Figura 20. La
primer fragmentacién se da en m/z 339 con la pérdida del CHs terminal, la segunda
fragmentacién caracteristica es en m/z 117 con la pérdida del hidrocarburo
monoinsaturado, y la ultima fragmentacion en m/z 73 con la pérdida del i6n acetato,

siendo esta sefal la del pico base y caracteristica del TMS.

Peak True - sample "OT6233-VALE:1", peak 14, at 496.25 s
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Figura 20. Espectro de masas del Acido 9-trans-oleico.
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ANEXOS

Por ultimo, en el apiario Trojes se tiene al triterpeno pentaciclico derivado de la 3-
amirina, su espectro de masas se muestra en la Figura 21. Se observan los 3 picos
caracteristicos de los esqueletos de tipo amirina con insaturacion en el C-12. El
primero se encuentra en m/z 218 con la fragmentacién de los anillos C, D y E; el
segundo en m/z 203y, por ultimo, en m/z 189, siendo éste el reordenamiento Retro-

Diels-Alder en el anillo que posee el doble enlace.

Peak True - sample "OT6234-TROJ:1", peak 44, at 761.162 s
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Figura 21. Espectro de masas del triterpeno pentaciclico derivado de la $-amirina.
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