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INTRODUCCION

A lo largo de la historia, los seres humanos han buscado en la naturaleza como obtener
recursos para sus necesidades basica (Cragg y Newman, 2001). Muchos afos de
observacion y experimentacion han proporcionado conocimientos médicos en el uso de
productos naturales (Alves y Rosa, 2013). A excepcion de minerales y materiales
sintéticos, nuestro entorno consiste enteramente en productos naturales organicos de
origen organico prebidtico o de microorganismos, plantas o fuentes animales. Estos
materiales incluyen policétidos, terpenos, aminoacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos,
bases de acidos nucleicos, ARN y ADN. La quimica de los productos naturales puede
considerarse como originaria de la curiosidad de la humanidad sobre el olor, sabor, color

y curas para enfermedades (Nakanishi, 1999).

Los griegos y los romanos contribuyeron substancialmente al desarrollo racional de la
utilizacion de medicamentos herbarios en el mundo occidental antiguo. Dioscérides,
médico griego (100 D.C), registroé con precision la coleccion, almacenamiento y uso de
las hierbas medicinales durante sus viajes con los ejércitos romanos a lo largo del
entonces "mundo conocido". Mientras que Galeno (130 — 200 D.C), un practicante y
profesor de farmacia de la medicina en Roma, fue conocido por sus complejas recetas y
férmulas utilizadas en medicamentos compuestos (Cragg y Newman, 2013). Durante
siglos, China ha conducido el mundo en el uso de productos naturales para la curacion.
Una de las primeras antologias de ciencia de salud en China es el Nei Ching, cuya autoria
se atribuye al legendario emperador amarillo (30 A.C.). El numero de hierbas medicinales
usadas en 1979 en China ascendian a 5,267: entre ellas se encuentra el ginseng (Panax
ginseng), una de las mas famosas hierbas populares chinas, usada para el

mantenimiento de la salud y tratamiento de las enfermedades (Nakanishi, 1999).

Los asirios dejaron 660 tabletas de arcilla que describen 1000 plantas medicinales
utilizadas alrededor de 1900-400 A.C. Mientras que en la medicina egipcia el registro
farmacéutico mas conocido es el "papiro de Ebers" que data del 1500 A.C. (Nakanishi,
1999).; el cual documenta 700 drogas (principalmente plantas) e incluye férmulas, como

gargaras, rapés, cataplasmas, infusiones, pildoras y unguentos, con cerveza, leche,
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vinificaciéon y miel siendo utilizados como vehiculos (Cragg y Newman, 2001). La
medicina india también tiene una larga historia, posiblemente desde el segundo milenio
A.C. La materia médica indigena consistié principalmente en drogas vegetales,
preparadas de plantas y en ocasiones también de animales, huesos y minerales, por

ejemplo, azufre, arsénico, plomo, sulfato de cobre y oro (Nakanishi, 1999).

Los productos naturales han proporcionado la inspiracion para la mayoria de los
ingredientes activos en medicamentos (Harvey, 2007). Un gran numero de estos
productos naturales tradicionalmente utilizados por varias culturas alrededor del mundo
han llegado al mercado gracias al estudio cientifico (Cragg y Newman, 2013). Ejemplos
notables en el area de medicamento contra el cancer son la sintesis de analogos
sintéticos de los metabolitos de organismos marinos, briostatin 1 (Wender et al., 1998) y
ecteinascidin 743 (Martinez et al., 1999). La Investigacién quimica y biolégica para la
busqueda de productos naturales bioactivos novedosos implica la extraccion,
aislamiento, purificacion (metodologias de aislamiento clasico de productos naturales) y

elucidacion de los compuestos (Dias et al., 2012).

En este contexto, es importante mencionar que el propdleo es uno de los remedios
comunmente utilizados en la medicina tradicional para el tratamiento de diversas
enfermedades debido a sus propiedades bioldgicas. Sin embargo, en el caso particular
de México los estudios quimicos y farmacoldgicos son escasos, por lo que en el presente
proyecto se planted determinar la composiciéon quimica de una muestra de propdleo

recolectada en el Centro Ecoldgico de Acuexcomatl en la Delegacion Xochimilco.

El propdleo es un material resinoso aromatico de constitucion compleja, integrado por al
menos 300 compuestos, es elaborado por las abejas a partir de exudados de diversas
plantas y arboles que mezclan con secreciones salivares (Salatino et al., 2011) Su
coloracion varia dependiendo de su origen botanico y edad (Ghisalberti, 1979). Es
utilizado por las abejas como material de construccidn del panal, pero su principal funcion
es el de agente desinfectante contra diferentes microorganismos patégenos (Simone y
Spivak, 2010). El propdleo es uno de los productos naturales conocidos desde tiempos
ancestrales, y utilizado por diferentes culturas con diversos fines (empleado por los

egipcios para embalsamar cadaveres), entre los que destaca la medicina debido a sus
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propiedades farmacoldgicas y biolégicas (Burdock, 1998; Kuropatnicki et al., 2013). Asi
se le han atribuido propiedades tales como: antibacteriano, antifungico, antiviral,
antiinflamatorio, antiulcerosos, antitumorales, inmunoestimulante, hepatoprotector entre
otros (Bogdanov, 2014). Debido a los beneficios observados a lo largo de la historia de
la humanidad el interés en el estudio de los propéleos se ha incrementado y en especifico

de los compuestos quimicos que lo integran (Kumazawa et al., 2004).
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2.1. Propoleo

2.1.1. Definicion y generalidades

El nombre del propdleo proviene etimoldégicamente del griego “propolis”, que significa en
defensa de la ciudad o la colmena. Esta denominacién se ha asignado a la sustancia
resinosa recolectada por las abejas (Apis mellifera L.) la elaboracion de este producto es
a partir de exudados de arboles como: alamos (Populus alba, L.), sauces (Salix
babildnica, L.), abedules (Betula allegheniensis, Briton), alisos (Alnus sp, Miller), castanos
silvestres (Castariea sativa, Miller), pinos (Pinus sp.), enebros (Juniperus communis,L.),
algunas plantas herbaceas, arboles citricos y flores (Figura 1) entre muchos otros
(Salamanca, 2005; Bedascarrasbure, 2006) . Estos insectos utilizan sus mandibulas para
recolectar las particulas resinosas, que mezclan con cera y secreciones salivales para
transformarla en un producto de constitucion compleja, integrado por al menos 300
compuestos (Salatino et al., 2011). Desde 1960 numerosos estudios tienen relevancia de

la variabilidad del propéleo dependiendo de la procedencia de la planta (Burdock, 1998).

Figura 1. Abeja recolectando resinas.
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Las abejas utilizan el propdleo principalmente para el mantenimiento y reparacion de la
colmena lo usan para sellar huecos y orificios en la colmena evitando la entrada de
animales y pequefos insectos, los cuales pueden invadir y transformarse en un peligro
para la comunidad, sirve para regular la temperatura de la colonia y para cubrir el interior
de la colmena para evitar las corrientes de aire (Burdock, 1998; Bankova, 2009; Carrillo
et al., 2011). Asi mismo, disminuyendo la incidencia y proliferacion de las bacterias,

hongos y virus (Simone y Spivak, 2010).

El propdleo es de caracter lipofilico, duro y quebradizo (Figura 2) a bajas temperaturas,
con un leve calentamiento se torna maleable y viscoso (Hausen et al., 1987). Su
coloracion varia del amarillo-verdoso a marrén oscuro, lo cual se debe basicamente a su
habitat y a su antigiedad (Ghisalberti, 1979; Brown R, 1989). Por lo general posee un
aroma placentero a yemas de alamo, miel, ceras y vainilla o se puede relacionar con la
flora nativa del sector, en algunos casos los propodleos suelen ser amargos, picantes y
hasta astringentes (Ghisalberti, 1979). El propdleo presenta una consistencia variable,
dependiendo de su origen y la temperatura. Su punto de fusién oscila entre los 60-70 °C

aunque en algunos casos puede llegar hasta 100 °C ( Bankova et al., 1992).

Figura 2. Muestra de propdéleo.
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2.1.2. Aspectos historicos

Los hombres a lo largo de la historia han domesticado abejas lo cual ha conducido a la
explotacion exhaustiva de los productos apicolas, y las muchas propiedades favorables
de propdleo crudo y refinado se prestan para su aplicacion en muchas actividades
humanas. Hay una larga historia del uso de propdleos, al menos a 300 A.C. (Ghisalberti,
1979), y su uso continua hoy en remedios caseros y productos personales (Burdock,
1998).

El propdleo es tan antiguo como la miel, y ha sido utilizado por el hombre por afios. Hay
registros que sugieren el uso del mismo por los antiguos egipcios, persas y romanos
(Houghton, 1998).

Los egipcios habian aprendido de las abejas, como utilizar el propdleo como una
sustancia de "embalsamamiento”. Las abejas cubren el cadaver de un invasor, que fue
asesinado por estas, con propoleo y cera (Nicolas, 1947). De esta manera las abejas
frenan la propagacion de la infeccion causada por la descomposicion del cadaver
(Kuropatnicki et al., 2013).

Los griegos utilizaron el propéleo como el principal ingrediente de polyanthus, perfume

que combina propdleo, olibano, estoraque y hierbas aromaticas (Bogdanov, 2014).

Los antiguos judios consideran tzori (la palabra hebrea para propdleo) como medicina.
Tzori y sus propiedades terapéuticas se mencionan en el Antiguo Testamento
(Kuropatnicki et al., 2013).

Mas de 15 autores griegos y romanos reportaron sobre la preparacion y aplicacion de
propoleos, el supuesto tercer producto natural de las abejas (al lado de miel y cera)
(Kuropatnicki et al., 2013).

Se dice que Hipdcrates utilizd el propdleo para curar heridas y ulceras, tanto externas
como internas (Dealey, 2005).

Pedanios Dioscorides, que vivié alrededor de 50 A.C., describe los usos médicos del
propoleo en su principal trabajo de “Materia Médica”. Aparte de propdleos, él menciona

la miel, cera y diversos vinos de miel como medicina (Ransome, 1937).
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En la edad media el uso del propdleo no era muy popular por lo cual desaparecio de la
medicina convencional. Solo algunos manuscritos del propoleo sobrevivieron. Algunas
fuentes del siglo describen preparados medicinales que contenian productos de abeja
que fueron utilizados para el tratamiento de infecciones orales y faringeas, asi como
caries dental. Afortunadamente el conocimiento de las propiedades medicinales del

propdéleo sobrevivié gracias a la medicina tradicional popular (Kuropatnicki et al., 2013).

El propdleo se ha utilizado en la medicina popular desde tiempos antiguos en muchos
paises y ha sido estudiado en paises de Europa Oriental (Bankova et al., 2000; Castaldo
y Capasso, 2002).

El propdleo fue incluido en la farmacopea de Inglaterra en el siglo XVII como un

ingrediente de unguentos ( Murray y Pizzorno, 2005).

A principios del siglo XIX el propdleo fue estudiado y descrito por Nicolas Louis Vauquelin,
un francés farmacéutico y quimico. Escribe que esa masilla es recogida por las abejas,

es una sustancia de olor resinoso, ductil, de color marrén rojizo (Caxton Press, 1824).

A principios del siglo XX se inicio la investigacion sobre la composiciéon quimica del
propoleo. Los primeros intentos para determinar la composicion del propdéleo se refiere al
fraccionamiento simple. Dieterich y Helfenberg presentaron uno de los informes mas
tempranos donde mencionaban sus métodos de extraccidn y constituyentes del propdleo

en alcohol, cloroformo y éter ( Dieterich, 1908; Helfenberg, 1908).

Las numerosas propiedades del propdleo han sido apreciadas durante mucho tiempo.
Sin embargo, a pesar de numerosos estudios llevados a cabo en todo el mundo hasta
ahora, la constitucion del propodleo sigue siendo desconocida. Requiere de mas
investigacién que puede llevar a nuevos descubrimientos de su composicion y sus

posibles aplicaciones. (Kuropatnicki et al., 2013).
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2.1.3. Origen botanico

El propdleo tiene mas de 300 componentes, tales como polifenoles, flavonoides, acidos
fendlicos y sus ésteres, terpenos, esteroides y aminoacidos, pero su composicion varia
cualitativamente y cuantitativamente con el origen geografico y botanico, esto es
dependiendo de la vegetacion en el sitio del cual se recolecto y el tiempo de coleccion
(Serra et al., 1994; Moreno et al., 2000).

Algunas de las actividades bioldgicas observadas de los propoleos pueden atribuirse a
los componentes quimicos identificados que se derivan parcialmente de su alto contenido
de flavonoides. Debido a las diferencias geograficas y botanicas, los propodleos de
Europa, Sudamérica y Asia tienen diferentes composiciones quimicas ( Bankova et al.,
1992; Kumazawa et al., 2004).

Los propoleos de Europa y China contienen muchos flavonoides y ésteres del acido
fendlico (Bankova et al., 2000). Por el contrario, los componentes principales en el
propdleo de origen brasilefio son terpenoides y derivados prenilados del acido p-

cumarico.

También las diferencias genéticas entre razas de abejas de una misma region pueden
llevar a la composicién de diferentes propodleos, posiblemente debido a distintas
preferencias hacia fuentes vegetales. La variacion estacional en la composicion del
propdleo es probablemente un reflejo de la variacion fenolégica de las resinas de las

principales fuentes de plantas ( Bankova et al., 1998).

Otra causa posible de la variabilidad en la composicion del propdéleo es la reduccion en
la disponibilidad de las fuentes principales de resina, para que el material alternativo

provisto por las plantas comience a ser recolectado por las abejas (Salatino et al., 2011).
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2.1.4. Distribucién de los propdleos

Salatino y cols (2011) clasifican a los propoleos en diferentes tipos de acuerdo a sus
patrones quimio-geograficos (Figura 3). Los propdleos de tipo | de clima templado, son
aquellos que se caracterizan por contener flavonoides sin sustitucién en el anillo B y
ésteres de fenilpropanoides. Los de tipo Il son los propodleos verdes brasilefios con
presencia de fenilpropanoides prenilados y acidos cafeolquinicos. Los de tipo Il son
aquellos derivados del género Clusia, con benzofenonas polipreniladas. Los propdleos
tipo IV son los que provienen del género Macaranga, los cuales contienen geranil
flavonoides. Los tipos V son propoleos provenientes de Grecia, Creta y Turquia que

contienen principalmente diterpenoides o antraquinonas.

Figura 3. Patron quimio-geografico de los tipos de propdleo (Salatino et al., 2011).

2.1.5. Tipos de propéleo.
En el Cuadro 1 se resumen los tipos de propdéleo de acuerdo con sus componentes

quimicos y origen vegetal (Sforcin y Bankova, 2011).
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Cuadro 1. Tipos de propoleos de acuerdo al origen vegetal y componentes principales.

Tipo de Origen Origen vegetal Componentes Autores
propoleo geografico mayoritarios
Alamo Europa, Populus spp. De la  Flavonas, Nagy et al.,
Norte de seccion de Algeiros  flavononas, 1986,
América, mas a menudo P. acidos cinamicos  Greenaway et
Nueva nigra L. y sus ésteres al., 1988,
Zelanda, Markham et
Brasil al., 1996,
Bankova et al.,
2000.
Verde Brasil Baccharis spp., Acido p-cumarico  Salatino et al.,
Brasilefo predominantemente prenilado, acidos  2005.
B. dracunculifolia diterpénicos.
DC.
Abedul Rusia Betula verrucosa Flavonas y Popravko,
Ehrh flavononas 1978.
(diferentes al de
alamo)
Rojo Cuba, Brasil, Dalbergia spp. Isoflavonoides Campo
México (isoflavonas, Fernandez et
pterocarpanos) al., 2008,
Daugsch et
al., 2008, Lotti
et al., 2010.
Mediterraneo Sicilia, Cupressaceae Diterpenos Trusheva et
Grecia, (especies no (principalmente al., 2003,
Creta, Malta  identificadas) acidos de tipo Melliou y
labdano) Chinou 2004,
Popova et al.,
2010.
Clusia Cuba, Clusia spp. Benzofenonas Cuesta-Rubio
Venezuela polipreniladas et al., 2002,
Trusheva et
al., 2004.
Pacifico Regiones del Macaranga tanarius C-prenil- Chen et al.,
Pacifico flavononas 2008,
(Okinawa, Kumazawa et
Taiwan, al., 2008.
Indonesia)
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2.1.6. Composicion quimica del propodleo

La composicion quimica del propdleo es compleja y varia de acuerdo con su botanica y
origen fitogeografico. Algunos estudios apuntan que el propdleo posee una composicion
quimica aproximada de 55% en resinas y balsamos aromaticos (compuestos fendlicos
como los flavonoides, flavonas, acidos aromaticos, aldehidos aromaticos, cumarinas,
terpenos, triglicéridos fendlicos), 30% ceras, 10% de aceites esenciales y 5% de polen
(Figura 4), ademas de ello se han identificado otros constituyentes como acidos
organicos, aminoacidos, esteres, alcoholes, aldehidos y terpenos (Silice y Kutluca, 2005;
Uzel et al., 2005; Sahinler y Kaftanoglu, 2005). Esta resina también contiene pequefas
cantidades de azucares simples, polisacaridos, vitaminas como la B1, B2, B6, C y E,
antioxidantes, ademas de minerales como la plata, cesio, mercurio, lantano, antimonio,
cobre, magnesio, hierro, calcio, aluminio, vanadio y silicio (Marcucci, 1994; Bankova, V.,
2009; Bernal y Marrero, 2007). Otros estudios se estan enfocando en determinar la
composicidn quimica de los extractos etandlicos y acuosos del propoleo (EEP), asi como

la composicion de sus compuestos volatiles (Vargas et al., 2014).

5%

10%
30% 55%
Propdleo
B Resinas y badlsamos aromaticos M Ceras B Aceites esenciales Polen

Figura 4. Composicion general de los propdleos (%).
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Otros compuestos asilados en forma recurrente de los EEP son polifenoles incluyendo
flavonoides y acidos fenolicos relacionados, los flavonoides son la parte mas abundante
y efectiva (Volpert y Elstner, 1993). Estos compuestos son los principales responsables
de las actividades antibacteriana, antiviral y antioxidante descrita para los EEP (extracto
etandlico de propdleo). Los principales flavonoides descritos en los EEP son la
pinocembrina, galangina, crisina, quercentina, kaempferol y naringenina (Vargas et al.,
2014; Volpert y Elstner, 1993).

2.2. Propiedades bioldgicas y farmacolégicas

2.2.1. Actividad antibacteriana

La accion contra microorganismos es una caracteristica esencial del propdleo
(Kalogeropoulos et al., 2009). La actividad antibacterial del propdéleo fue confirmada por
numerosos estudios. Se ha demostrado actividad antibacteriana contra bacterias tanto
gram positivas y gram negativas, tipos aerobios y anaerobios (Bogdanov, 2014). El efecto
antibacteriano del propdleo es bactericida (matar bacterias) (Madarova, 1980), inhibiendo

su movilidad (Mirzoeva et al., 1997).

Estudios han revelado la actividad antibacteriana contra Micrococcus luteus, Salmonella
typhimurium (Uzel et al., 2005), Klesbsiella pneumonae (Victorino et al., 2007). Con el
incremento de resistencia a antibioticos en los ultimos afios hay un interés por parte de
los hospitales hacia el propéleo como un agente antibacteriano. Se ha demostrado que
el propodleo tiene efectos sinérgicos con accion antibidtica contra bacterias (Marcucci,
1994; Stepanovi¢ et al., 2003; Onlen et al., 2007).

2.2.2. Actividad antifungica

El propdleo poplar es el producto de la abeja con la mayor actividad antifungica, probado
con 40 cepas de levadura de Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei y
Trichosporon spp (Koc et al., 2011). Varios autores han reportado sobre el efecto
inhibitorio del extracto etandlico del propdleo sobre Candida usando propdleos de origen
templado y tropical (Velikova et al., 2000; Sawaya et al., 2002). La investigacion reciente
sobre del propdleo ha mostrado efectos fungicidas en hongos como Candida famata, C.
glabrata, C. kefyr, C. pelliculosa, C. parapsilosis y Pichia ohmeri (Koc et al., 2007).
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2.2.3. Actividad antiparasitaria y antriprotozoaria

Se han realizado estudios donde se observa que el propdleo tiene actividad contra
Tripanosoma evansi (Gressler et al., 2012). El propdleo inhibe el crecimiento de los
trofozoitos de Giardia duodenalis en cultivos expuestos a 125, 250 y 500 mg ml-' de
propéleo (Freitas et al., 2006). Por lo tanto puede actuar como un agente protector contra
parasitos intestinales como Schistosoma mansoni (Issa, 2007) y Giardia duodenalis
(Freitas et al., 2006).

Se ha demostrado que los extractos etandlicos de propoleos brasilefios reducen la
infeccion en macrofagos por Leishmania amazonensis. Por otra parte, los extractos
etandlicos de muestras de propéleos de Adana reducen significativamente la proliferaciéon
del parasito Leishmania tropica in vitro (Duran et al., 2008). Se ha observado que los
extractos de propdleo aumentan la longevidad de ratones infectados por Trypanosoma
cruzi, esto da paso a los estudios para investigar la susceptibilidad de Trypanosoma
evansi a propéleos, un parasito que es muy dificil de controlar con quimioterapia (Castro
y Higashi, 1995).

2.2.4. Actividad antiviral

Lo mas destacable del propdleo es su actividad contra el virus de la influenza, encontrado
en distintos propdleos (Kujumgiev et al., 1999) incluido el propdleo verde brasilefio
(Shimizu et al., 2008). Las propiedades antivirales de propdleos se han sabido durante
muchos afos. En estudios de infeccion del virus de herpes simple de tipo 1 (VHS-1), in
vitro: 0,5% de extracto de propdleos causa el 50% de inhibicion de la infeccion de VHS-
1, mientras que in vivo: 5% de propdleos previnieron la aparicion y desarrollo de los

sintomas de la infeccion por VHS-1 en animales (Huleihel y Isanu, 2002).

Algunos estudios se han realizado en la aplicacion del propdleo en la infeccion genital
por el virus del herpes simple del tipo 2 (VHS-2) el cual ha demostrado su efectividad.
Estos efectos pueden ser beneficiosos en el tratamiento de sobreinfecciones como
ulceras cervicales que son comunes en la infeccién por VHS en mujeres (Vynograd et
al., 2000).
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2.2.5. Actividad antioxidante

Los efectos biologicos del propdleo pueden asociarse con su pronunciada actividad
antioxidante (AO) (Potkonjak et al., 2012). Los antioxidantes protegen contra el estrés
oxidativo, el cual participa en el desarrollo de varias enfermedades cronicas, incluyendo
enfermedades cardiovasculares y cancer (Da Costa et al., 2012). Marquele (2005)
concluyo que la mejor actividad antioxidante de los extractos de propoleos estudiados de
Brasil se encontré para el radical superoxido, seguido de inhibicidn de la peroxidacion
lipidica y radicales hidroxilo en el ensayo de desoxirribosa. En otros estudios se han
investigado las propiedades antioxidantes del propdleo y han informado que son capaces
de no solo disminuir la peroxidacion lipidica y dafios en el ADN, sino también actuar como
un neutralizador de radicales libres y reducir la produccién de interferén gamma (INF-c)
(Sa-Nunes et al., 2003).

El extracto de propdleo reduce significativamente el estrés oxidativo inducido por
clorpirifos (insecticida) en testiculo de rata y el efecto protector del tratamiento previo con
extracto de propodleo como agente de atenuacion podria ser debido a sus propiedades
antioxidantes (Attia et al., 2012). El propdleo también induce la activacion de enzimas
antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) (Jasprica et al.,
2007).

2.2.6. Actividad anticancerigena

Ozkul y colaboradores (2005) demostraron que el propdleo provoca la disminucion de
micronucleos en linfocitos de sangre periférica, lo cual indica que el propdéleo puede ser
un agente anticancerigeno. Algunos estudios demostraron que el fenetil éster del acido
cafeico (CAPE) y varios ésteres del acido cafeico adicionales presentes en el propodleo,
provocan la inhibicidn de las lesiones preneoplasicas coldnicas inducida por azoximetano
y actividades enzimaticas, incluyendo decarboxilasa de ornitina, tirosina quinasa y
lipooxigenasa, asociados a la carcinogénesis de colon (Rao et al., 1992). Ademas CAPE

exhibe diferente toxicidad en células cancerigenas (Su et al., 1995).
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2.2.7. Actividad antitumoral

La propiedad quimiopreventiva del propoleo se ha analizado en modelos animales y
cultivos celulares, observandose su amplia capacidad para inhibir la sintesis de DNA en
células tumorales (Orsolic, 2010). La mayoria de los estudios ha indicado que,
compuestos polifendlicos de propdleos como quercetina, luteolina, artepillina-C, acido
cafeico y CAPE exhiben efecto antitumoral. (Verma et al., 1988; Sud’ina et al., 1993).
Los derivados de propodleo solubles en agua como el acido cafeico, CAPE, y quercetina,
disminuyen el numero de nddulos tumorales en pulmén de raton. La actividad de los
compuestos puede estar relacionada con las propiedades inmunomoduladoras
(activacion de macrofagos) de estos, su citotoxicidad a las células tumorales y su
capacidad para inducir apoptosis y necrosis (Orsoli¢ et al., 2004). CAPE provoca la
inhibicion del promotor tumoral mediado por procesos oxidativos el cual se ha reportado

en células HelLa (Bhimani et al., 1993).

2.2.8. Actividad inmunoldgica

El propdleo se ha utilizado empiricamente desde hace siglos y siempre fue mencionado
como un agente inmunomodulador. En los ultimos afios ensayos in vitro e in vivo
proporcionan nueva informacion sobre sus mecanismos de accion (Sforcin, 2007). En
modelos de inmunosupresion, la administracion de un derivado de propdleo soluble en
agua (50 mg/Kg) a ratones previno los efectos de la ciclofosfamida mejorando la tasa de
supervivencia de los animales. Otras investigaciones sugieren que el propéleo modula la
inmunidad no especifica a través de la activacion de los macréfagos (Dimov et al., 1991).
El propdleo (0.2-1.0 mg/ml) estimula la produccion de citoquinas, como IL-18 y TNF-q,
por los macréfagos peritoneales de ratones (Moriyasu et al., 1994). En la evaluacién de
los efectos in vitro de propdleo sobre la activacion de los macréfagos, se demostré que
5, 10 y 20 ug/ml de propdleo aumentaron la generacidon de agua oxigenada (H:O.) por

estas células (Orsi et al., 2000).

2.2.9. Actividad antiinflamatoria
La inflamacion es una respuesta biolégica compleja por parte de los tejidos vasculares a
estimulos, tales como patdgenos, células dafiadas, irritaciones, asi como radicales libres.

La actividad antiinflamatoria esta delimitada como consecuencia primaria del sistema de
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defensa del hospedero (Bogdanov, 2014). Almeida y Menezes (2002) estudiaron la
actividad antiinflamatoria del propdleo. Ellos observaron que el propéleo tiene efectos
inhibitorios sobre la actividad mieloperoxidasa, NADPH-oxidasa decarboxilasa de
ornitina, tirosina quinasa e hialuronidasa de las células del conejillo de Indias. Esta
actividad antiinflamatoria puede ser explicada por la presencia de flavonoides activos y

derivados del acido cinamico.

2.2.10. Actividad cardioprotectora

La modulacién de marcadores de enfermedad cardiovascular por propdleo se ha
demostrado en varios estudios. Ensayos in vitro e in vivo se han desarrollado para
dilucidar los mecanismos moleculares de este efecto beneficioso: como la regulacion del
metabolismo de la glucosa y de la lipoproteina, modulacion de la expresion génica,
disminucién de la actividad de los receptores scavenger, citoquinas inflamatorias y el
estrés oxidativo, mejora de la funcion endotelial, y la inhibiciéon de la agregacion

plaquetaria (Daleprane y Abdalla, 2013).

2.2.11. Actividad hepatoprotectora

Los compuestos fendlicos son conocidos por tener una funcién hepatoprotectora. La
actividad hepatoprotectora para diferentes tipos de propdleos se ha reportado, los cuales
se correlacionan con la actividad antioxidante (Banskota et al., 2000; Banskota et al.,
2001). El propdleo contrarresta los efectos hepatotoxicos de la lesion hepatica del alcohol
en ratones (Remirez et al., 1997) y también por dafos inducidos por paracetamol en el
higado de ratones (Gonzalez et al., 1994) y de tetracloruro de carbono en ratas (Gonzalez
et al., 1995).

2.2.12. Actividad antidiabética

Matsushige (1996) evalué el efecto protector del propéleo en células- contra la toxicidad
de la estreptozocina (STZ) en ratas. Demostré que el extracto acuoso de propdleo posee
un efecto preventivo en la destruccidn de las células B-pancreaticas al inhibir la
generacion del IL-1B, la actividad de la 6xido nitrico sintasa y la captacidon de radicales
libres, estas actividades inhibitorias son los factores principales para el efecto protector
de los extractos acuosos del propéleo contra la toxicidad de STZ.
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2.3. Flavonoides

Quimicamente los flavonoides son metabolitos secundarios de bajo peso molecular que
se encuentran en plantas vasculares. Estructuralmente, pueden ser considerados como
fenilbenzo-pironas (fenilcromonas) compuestos de dos anillos bencénicos (anillos Ay B)
unidos mediante un anillo heterociclico de pirano o pirona (anillo C) (Figura 5) (Tenorio
et al., 2006).

Figura 5. Estructura basica de los flavonoides (Tenorio et al., 2006).

De acuerdo a los sustituyentes presentes en estas tres estructuras ciclicas, se subdividen
en funcion de la presencia o ausencia de un doble enlace entre los carbonos 4 y 5 del
anillo C, de la presencia o ausencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo
C, y la presencia de grupos hidroxilo en el anillo B. En funcion de sus sustituyentes
quimicos los flavonoides se clasifican en flavonoles, antocianidinas, flavonas, flavononas,
y chalconas (Figura 6) (Tenorio et al., 2006). Estos compuestos tienen efectos muy
importantes en la bioquimica y fisiologia de las plantas, en donde actuan como
antioxidantes, inhibidores enzimaticos, precursores de sustancias toxicas, asi como en la
formacién de pigmentos y filtros solares (Smith y Banks, 1986). También estan
involucrados en mecanismos de fotosensibilizacion y de transferencia de energia,
regulando asi las reacciones de crecimiento, de control de la respiracion, la fotosintesis,
la morfogénesis, la determinacion sexual y la defensa contra infecciones (Firmin et al.,
1986; Djordjevic et al., 1987)

Los componentes farmacolégicamente mas activos presentes en el propdleo son los
flavonoides (flavonas, flavonoles, flavononas, antocianidinas e isoflavonas) y otros

derivados fendlicos y aromaticos. Los flavonoides son los responsables de la mayoria de
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las actividades biolégicas en el propdleo y la miel (Uzel et al., 2005; Pyrzynska y Biesaga,
2009). Se ha reconocido que en el hombre los flavonoides poseen propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antialérgicas, hepatoprotectoras, antitromboticas,
antimicrobianas y anticarcinogénicas (Gabor, 1979; Havsteen, 1984; Selway, 1986;
Carroll et al., 1998).

Figura 6. Estructura quimica de las subclases de flavonoides mas usuales (Tenorio et
al., 2006).

De los flavonoides con actividad bioldgica encontrados en los propdleos destaca la
presencia de la flavanona pinocembrina, otros flavonoides también han sido descritos
como los compuestos mas comunes encontrados en los extractos etandlicos de los
propoéleos, de los cuales destacan la crisina, pinobanksina, kaempferol, naringenina,

acacetina, apigenina y galangina (Figura 7) (Vargas et al., 2013).

2.4. Propiedades biologicas y farmacoldgicas de los flavonoides

2.4.1. Actividad antiinflamatoria

Funakoshi-Tago y colaboradores (2015) estudiaron el efecto antiinflamatorio del propdleo
de Nepal, el cual contiene cuatro tipos de flavonoides: 3°, 4’-dihidroxi-4-
metoxidalbegiona, 4-metoxidalbergiona, cearoin y crisina, los cuales inhiben la expresion
de mRNA de IL-33-inducida de genes inflamatorios incluidos IL-6, TNFa y IL-13 en
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mastocitos de célula 6sea. Estos cuatro flavonoides también inhiben la activacion de IL-
33-inducida del factor nuclear kB (NF-kB), con sus efectos inhibitorios sobre la expresion
de citoquinas. Los efectos de estos flavonoides se atribuyen a la inhibicién de la
activacién de IL-33-inducida de IkB quinasa (IKK), que conduce a la degradacion de IkBa

y la localizacion nuclear de NF- kB.

2.4.2. Actividad anticancerigena

Componentes dietéticos como los flavonoides han demostrado consistencia para conferir
proteccion y hasta la remision del proceso carcinogénico (Ozkul et al., 2005). Se ha
reportado que los flavonoides interfieren en la iniciacion, promocién y progresion del
cancer modulando diferentes enzimas y receptores en las vias de transduccion de
senales relacionados con la proliferaciéon celular, diferenciaciéon, apoptosis, inflamacion,
angiogénesis, metastasis y reversién de la multiresistencia. Los flavonoides inhiben con
eficacia enzimas como la xantina oxidasa, COX (ciclooxigenasa) y LOX (lipooxigenasa)

que participan en la inflamacién y las patologias del cancer (Ravishankar et al., 2013).

2.4.3. Actividad cardioprotectora

Los mecanismos implicados en la accion beneficiosa de los flavonoides sobre el riesgo
cardiovascular, pueden estar relacionados con sus propiedades antioxidantes, inhibicion
de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), inhibicién de la agregacién
plaquetaria, modulacion de la funcidén endotelial y con propiedades antihipertensivas (Luis
y Aller, 2008). Chopra (1995) estudio el efecto individual de algunos flavonoides como la
rutina, en ratas con miocardiopatia, enfermedad producida por el estrés oxidativo. Una
dieta rica en flavonoides disminuye el riesgo de muerte por enfermedad coronaria y baja

la incidencia de infartos al miocardio.

La oxidacion de las LDL es uno de los factores clave en la patogénesis de la
ateroesclerosis. Las células endoteliales, las del musculo liso y los macréfagos producen
radicales libres y favorecen la oxidacion de las LDL. Las LDL oxidadas son agentes
quimiotacticos para macrofagos y monocitos, originando su acumulacién en la intima. Los
flavonoides neutralizan el aniéon superoéxido, el radical hidroxilo y el radical lipoperdxido
previniendo la oxidaciéon de LDL, lo que podria explicar los efectos protectores de los

flavonoides en las enfermedades cardiovasculares. La catequina y la quercetina
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funcionan como tampones, pues pueden captar directamente especies reactivas de
oxigeno (ROS), como el radical superdxido (O:), agua oxigenada (H:0.) o &cido

hipocloroso (HOCI), ademas quelan iones metalicos de transicién (hierro y cobre), lo que
evita la formacién de ROS (Luis y Aller, 2008).

Figura 7. Estructura quimica de flavonoides selectos aislados a partir de propdleos
(Vargas et al., 2013).

2.4.4. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos de propdleo es principalmente atribuida a su
contenido en flavonoides, que es capaz de neutralizar los radicales libres y brindar
proteccion contra la peroxidacién lipidica (Yousef y Salama, 2009). Los flavonoides
inhiben a la lipooxigenasa, xantina oxidasa, la NADPH oxidasa, la fosfolipasa A2, la
ciclooxigenasa, la mielo peroxidasa, los flavonoides al ser quelantes y secuestradores de
radicales libres, cumplen con su funcion de antioxidantes. También estimulan a la enzima
superoxido dismutasa y a la catalasa las cuales presentan de igual forma propiedades

antioxidantes (Enciso y Arroyo, 2011).

La capacidad antioxidante de los flavonoides depende en gran medida del arreglo de sus
grupos funcionales sobre su estructura nuclear. El arreglo espacial de sus sustituyentes
es quizas el factor determinante de la actividad antioxidante de los flavonoides. Tanto la
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configuracion y el numero total de grupos hidroxilo influencian sustancialmente en

muchos mecanismos de la actividad antioxidante (Martens y Mithofer, 2005).

2.4.5. Actividad antiviral

El propdleo brasileio muestra actividad contra el virus de la influenza en pruebas in vitro
e in vivo. Sus componentes eficaces, flavonoides y compuestos relacionados, fueron
examinados contra el virus de la influenza en ensayos in vitro e in vivo. Los flavonoides
apigenina y kaempferol exhibieron una actividad antiviral significativa contra el virus de la
influenza en ensayos de reduccién de placa. La administracién oral de kaempferol fue
significativamente eficaz en prolongar los tiempos de supervivencia y la reduccion de
titulos de virus en los fluidos de lavado broncoalveolar de ratones infectados por el virus
de la influenza. El kaempferol, exhibié eficacia terapéutica para limitar los sintomas de la
gripe en ratones y esta indicado para contribuir a la actividad in vivo contra el virus de la
influenza (Kai et al., 2014).

2.4.6. Actividad antibacteriana

Choi y colaboradores (2006) evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de extractos
de propoleos, encontrando un efecto frente a Staphylococcus aureus y otros
microorganismos Gram positivos, lo cual fue correlacionado con la presencia de
flavonoides. Velazquez y colaboradores (2007) de igual forma evaluaron la actividad
antimicrobiana de muestras de propodleos colectadas en diferentes areas del desierto de
Sonora (Noroeste de Meéxico), para ello emplearon bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Listeria monocytogenes) y Gram
negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), y utilizaron diferentes
concentraciones de extracto metandlico de propdleo. Encontraron que en todas las
concentraciones de propéleo evaluadas, no se presentoé efecto sobre las bacterias Gram
negativas. Mientras que en las bacterias Gram positivas, Staphylococcus aureus fue el
microorganismo sobre el que se encontré la mas alta efectividad. Esta actividad fue
correlacionada con la presencia de algunos compuestos fendlicos: acacetina, crisina,
galangina, pinocembrina, pinobanksina y naringenina. El mecanismo antimicrobiano de
los flavonoides presentes en el propdleo involucra la inhibicidon de acidos nucleicos y la

degradacion de la membrana citoplasmatica (Vargas et al.,, 2013).
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2.4.7. Regulacion de glucosa en plasma.

Una dieta rica en compuestos polifenélicos, en especifico de flavonoides influencia la
absorcion y metabolismo de la glucosa, resultando en una disminucion del indice
glucémico, el cual se define como la velocidad con que se absorbe la glucosa en el
organismo a partir de un alimento. Al consumir porciones normales de alimentos ricos en
flavonoides, existe una reduccién en la concentracion de insulina en plasma después de
la comida, asi como la disminucion del polipéptido insulinotropico dependiente de
glucosa, lo que sugiere que una dieta rica en polifenoles reduce la velocidad de absorcién
de la glucosa en el organismo (Figura 8) y por lo tanto la incidencia de nefropatias en la
diabetes tipo Il (Andersen y Markham, 2006).

Aumento en la
DPP-4 captacion de glucosa
Degrada
rapidamenta Cuando los niveles de
las incretinas glucosa estan elevados
las
estimulan:
N Musculo
[N MAYOR

/ liberackdn de insulina 156

(NIVEL DE GLUCOSA EN SANGRE)

i Menor gasto de

| Hipogluemia Normal Hiperglucemia | glucosa
I

Figura 8. Regulacion de glucosa en plasma en el organismo (Universidad Tecnoldgica
Nacional, 2016).
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3. JUSTIFICACION

La medicina tradicional abarca una amplia variedad de terapias y practicas que varian
entre paises y entre regiones. En algunos paises se denomina medicina alternativa o
complementarias (OMS, 2015). Se viene utilizando desde hace miles de afos, sus
practicantes han contribuido enormemente a la salud humana, en particular como
proveedores de atencion primaria de salud a nivel de la comunidad. La medicina
tradicional ha mantenido su popularidad en todo el mundo. Esta es todo el conjunto de
conocimientos, aptitudes y practicas basadas en teorias, creencias y experiencia
indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento
de la salud, asi como para la prevencion, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de

enfermedades fisicas o mentales (OMS, 2015).

Es importante resaltar que la atencién primaria de salud de hasta un 80% de la poblacion
de los paises en desarrollo se basa en la medicina tradicional, por tradicion cultural o
porque no existen otras opciones. En los paises ricos, muchas personas recurren a

diversos tipos de remedios naturales (OMS, 2004).

La medicina tradicional contribuye a la consecucion de la meta de una cobertura
universal, y muy especialmente en un periodo en que las enfermedades cronicas no
transmisibles han superado a las enfermedades infecciosas como la principal causa de
muertes del mundo (OMS, 2015).

En la actualidad los productos naturales representan una excelente alternativa para el
tratamiento y la prevencion de las enfermedades en los paises en desarrollo (Castaldo y
Capasso, 2002). Al igual que la miel, el propdleo se conoce desde la mas remota
antigledad y ha sido ampliamente utilizado por diferentes culturas con diversas
finalidades, entre ellas en medicina. Con el posterior desarrollo de la quimica
farmacéutica, y al igual que ocurrié con los tratamientos fitoterapicos, el propdéleo dejé
practicamente de utilizarse. Recientemente se observa un resurgir en el uso del propdleo,
debido a su alta gama de propiedades biolégicas y farmacoldgicas (actividad antiviral,
antifungico, antiinflamatorio, cicatrizante, anestésica, anticancerigena, antioxidante y

antibacteriana), se ha constituido como uno de los materiales vegetales mas estudiados
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en el mundo. En la actualidad el avance de las técnicas analiticas han permitido conocer
mejor su composicion quimica y estudiar las propiedades farmacoldgicas y biolégicas de
sus componentes, para su uso en la biologia y medicina, entre los que destacan su
aplicaciéon como suplemento dietético y en la industria farmacéutica (Farré et al., 2004;
Bogdanov 2014 ).

Uno de los mayores problemas presentes en el propdleo es la variabilidad de su
composicidon quimica, esta es dependiente del sitio de colecta, de los distintos
ecosistemas, de la época del afio, el tipo de cosecha empleado y de las secreciones de
las fuentes principales de donde las abejas obtienen las resinas (Serra et al., 1994;
Burdock, 1998; Bankova et al., 2000;)

Es por ello que el conocimiento de la composicién quimica del propdleo es un aspecto
muy importante, ya que esto permite correlacionar su composicidén quimica con la
actividad biolégica y farmacoldgica de los mismos (Bankova et al., 1992; Kumazawa et
al., 2004), estos beneficios estan asociados a distintos compuestos, especificamente a
los flavonoides (Vargas et al., 2013). Por tal motivo se ha incrementado el estudio de los
compuestos presentes en el propdleo. En México los estudios quimicos y biolégicos de
los propdleos son escasos, a pesar que la mayoria de la poblacion lo utiliza como auxiliar
en el tratamiento de enfermedades, esto provoca que no se pueda avalar la efectividad
medicinal en el uso tradicional de los propdleos mexicanos. Los estudios quimicos y
bioldgicos, son de suma importancia ya que hacen posible que el propdleo sea mejor
aceptado en la medicina, pues estos garantizan su calidad, seguridad y eficacia. El
interés de estudiar a los propdleos, no solo es para conocer su composicion quimica, sino
ayudar a las necesidades de los productores, indicando cuales son los beneficios que
puede otorgar a su producto la presencia de algunos compuestos en particular, lo cual
les brinde confiabilidad, ventaja y permita mejorar su comercializacion frente a apicultores
extranjeros (SAGARPA, 2013).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Determinar la composicion quimica Aislar los flavonoides mayoritarios de un propéleo

recolectado en el Centro Ecoldgico de Acuexcomatl en la Delegacion Xochimilco.

4.2. Objetivos particulares
1. Realizar una revision bibliografica exhaustiva sobre las actividades biologicas y los

compuestos aislados de propdleos en el mundo.
2. Preparar el extracto etandlico de propéleo recolectado.

3. Fraccionar el extracto etandlico de propdleo mediante un método de particiéon liquido-

liquido.

4. Realizar el fraccionamiento secundario del extracto utilizando cromatografia en

columna.
5. Aislar y purificar los compuestos utilizando métodos cromatograficos.

6. Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios aislados mediante

técnicas espectroscopicas y espectrométricas.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1. Recoleccion del propdleo
La muestra de propdleo fue recolectada en Centro de Educacion Ambiental

“Acuexcomatl” ubicado en el Pueblo de San Luis Tlaxialtemalco, en la Delegacién

Xochimilco (Figura 9).

Figura 9. Localizacion del Centro de Educacién Ambiental “Acuexcomatl” y la ubicacion

de otros centros en el Distrito Federal.
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5.2. Procedimientos generales de analisis

5.2.1. Anédlisis cromatograficos
Para las columnas cromatograficas en columna abierta (CCA) se utilizaron como
adsorbentes Sephadex LH-20 (Fluka) y Poliamida 6. Ademas, se realizé cromatografia

en columna al vacio sobre gel de silice 60 (Merck).

Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) se realizaron sobre placas de aluminio
de diversas dimensiones cubiertas con gel de silice (60 F2s4 Merck, tamafio de particula
0.063-0.200 mm) y empleando diversos sistemas de elucion. Las placas se visualizaron
bajo la luz ultravioleta (UV) (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm) posteriormente

fueron reveladas con vainillina sulfurica al 1%, seguido de calentamiento (110°C).

5.2.2. Determinacion de las constantes espectrométricas y espectroscépicas

Los analisis espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad de Servicios
de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII) ubicado en el Edificio H de la Facultad
de Quimica de la UNAM.

Los espectros de masas fueron generados por la técnica de impacto electronico (EM/IE)
se determinaron en un Thermo Electron modelo DFS (Double Focus Sector), introduccién
directaa 70 eV.

Los espectros de resonancia magnética nuclear para proton (RMN-'H, 400 MHz) y
carbono 13 (RMN-'3C, 100Hz) se registraron en un equipo Varian modelo VNMRS400
Las muestras se disolvieron en CDCl3, DMSO-ds, MeOH-d4 y acetona-ds, segun el caso.
Los desplazamientos quimicos se expresan en el parametro & (ppm) y estan referidos al

tetrametilsilano (TMS) como referencia.

5.3. Estudio fitoquimico

5.3.1. Preparacion del extracto etandlico del propodleo

El propdleo se extrajo por maceracidén a temperatura ambiente utilizando etanol durante
un periodo de una semana. Posteriormente, el extracto se filtr6 y el disolvente se eliminé
con el auxilio de un rotavapor. Este proceso permitié obtener un extracto de color marrén
(137.4 g).
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5.3.2. Fraccionamiento primario de EEP del Centro Ecol6égico Acuexcomatl
Xochimilco.

El fraccionamiento primario del extracto se realizé mediante un proceso de particion
liquido-liquido. El extracto etandlico de propdleo (EEP) se suspendié en una mezcla
metanol-agua (1:1) y posteriormente se realiz6 el proceso de particion con hexano y
acetato de etilo, sucesivamente. Este proceso permitié obtener dos fracciones: la fraccién
hexanica (F-hex) (70.2 g) y la fraccion de acetato de etilo (F-AcOEt) (67.2 g).

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

La fraccidn de acetato de etilo se sometidé a un fraccionamiento secundario empleando
cromatografia en columna al vacio (VLC, 10 x 30 cm) y como eluyente mezclas de CH:Cl.-
acetona en diferentes proporciones (100-0 a 0-100), lo cual permitié la obtencién de 34
fracciones que fueron agrupadas de acuerdo a su similitud cromatografica en 10

fracciones secundarias. En el cuadro 2 se muestra un resumen de este proceso.

Cuadro 2. Fraccionamiento secundario de F-AcOET.

Fraccion Disolvente Proporcion (%)
1-6 CH2Cl2 100

7-11 CH2Cl2-acetona 98:2

12-15 CH2Cl2-acetona 95:5

16-22 CH2Cl2-acetona 90:10

23-27 CH2Cl2-acetona 85-15

28-30 CH2Cl2-acetona 80-20

31-32 CH2Cl2-acetona 50:50

33-34 acetona 100
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5.3.4. Purificaciéon de 4°,7-dimetilnaringenina.

La fraccion FX |: 1-2 se concentr6 a sequedad con la ayuda de un rotavapor.
Posteriormente se disolvié en metanol y se sembrd en una columna abierta de Sephadex
LH-20 (50 x 2 cm) como fase estacionaria y se eluyé con metanol. A partir de la fraccion
15 se obtuvo un sdlido blanco (13 mg) que se caracterizd por RMN-H' como 4°,7-

dimetilnaringenina.

5.3.5. Purificacion del 4°,7-dimetilkaempferol y kaempferida.
A partir de la fraccion FX IV: 8-10, precipitd un solido amarillo que se sembrd en una

columna abierta de poliamida 6 como fase estacionaria y etanol como fase mavil.

Se obtuvieron 34 fracciones, que fueron reunidas por similitud cromatografica en 6
fracciones combinadas. En la fraccion 4 se obtuvo un sdlido amarillo (15 mg) que se
caracterizdé por RMN-H' como el 4°,7-dimetilkaempferol. Mientras que de la fraccion 6 se

aislé un compuesto amarillo (18 mg) caracterizado por RMN-H' como kaempferida.

5.3.6. Aislamiento de la acacetina presente en la fraccion FX V: 11-13.
De la fraccion secundaria FX V: 11-13 precipité de manera espontanea un sélido amarillo
que posteriormente se recristaliz6 con CH.Cl-acetona 1:1 en frio para obtener 347 mg

de un solido que se caracterizé por RMN-H' como acacetina.
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Propdleo crudo (320 g)

Maceracion Et1OH

Residuo vegetal

F-AcCOEt (67,2 0)

Extracto etandlico (143,58 q)

Particion hexano, AcOE

F-hex (70,2 q)

VLT silica gel

Sephadex LH-20 FXI FXIl

MeOH

Fx FxIv FXV

FA VI FX VIl FA VI FR X FXX

Recristalizacion CH,Cl-zcetona 1:1 _ Acacetina (347

CCA poliamida &

mg)

4" 7-dimetilnaringenina EtOH
(13 mg)
FX 1 Fx2 FX3 Fx4 Fx 5 FX &

&, 7-dimetilkaempferol
(15 mg)
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Eleccion del propdleo

El propdleo debido a su alta gama de propiedades bioldgicas y farmacologicas se ha
constituido como uno de los materiales vegetales mas estudiados en el mundo. Los
estudios que se realizan se hacen para conocer su composicion quimica y propiedades
bioldégicas. Sin embargo, en el caso particular de México los estudios quimicos y
farmacologicos son escasos a pesar que la mayoria de la poblacion lo utiliza como auxiliar
en el tratamiento de enfermedades, esto provoca que no se pueda avalar la efectividad
medicinal en el uso tradicional de los propdleos mexicanos. A la fecha gran parte de los
estudios se han hecho con muestras de propdleo provenientes de regiones de Europa,
Brasil, China y Cuba (Salatino et al., 2011).

La muestra de propdleo estudiada fue recolecta en el Centro de Educacién Ambiental
“Acuexcomatl” ubicado en el Pueblo de San Luis Tlaxialtemalco, en la Delegacién
Xochimilco, la cual presenta un tipo de clima templado subhumedo (Figura 10) donde la
temperatura media anual es de 16°C (INEGI, 2016).

La vegetacion propia de la zona lacustre esta formada principalmente por ahuejotes,
tipicos de la region. Otros arboles que también bordean los canales son las casuarinas,
sauces, alcanfores y eucaliptos. A la orilla de los canales se encuentran espadafias, hojas
de flecha, alcatraces, tule, navajillo, lirio y ninfa amarilla, blanca y salmonada, esta ultima
en peligro de extincion. En las partes elevadas hay pequefias zonas de bosque mixto con
algunos pinos, cedros, ahuehuetes, ocotes, encinos y tepozanes. En zonas de mayor
altura se hallan arboles de capulin, durazno, nuez, zapote blanco, higo, breva, tejocote,
alcanfor, jarillas y pirul principalmente. Las flores que se cultivan en la region son aretillo,
azalea, clavel, cempoalxochitl, dalia, flor de calabaza, floripondio, gladiola, girasol,
clavelina, mercadel, flor de chicharo y estatal (Xochimilco, 2016).
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Figura 10. Clima presente en el Distrito Federal. INEGI 2016.

6.2. Metabolitos aislados presentes en otros propdleos.

Para la realizacion del estudio fitoquimico, la muestra de propdleo se sometid a un
proceso de extraccion por maceracion a temperatura ambiente por una semana. El
estudio quimico del extracto etandlico del propdleo permitié el aislamiento de cuatro
flavonoides. Estos compuestos se caracterizaron como la 4°,7-dimetilnaringenina (a)
(Lago et al., 2007), 4°,7-dimetilkaempferol (b) (Thi et al., 2015), kaempferida (c) (Lee et
al.,, 2008) y acacetina (d) (lwona y Agnieszka, 2001) (Figura 11). El proceso de
caracterizacion se realizé mediante meétodos espectrométricos y espectroscopicos
tomando como base la informacion previamente descrita en la literatura. En las Figuras

12-15, se muestran los espectros de RMN-'H de los compuestos aislados.
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c) Kaempferida d) Acacetina

Figura 11. Compuestos aislados del propdleo de Acuexcomatl, Xochimilco.

Il O

T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

T T T T T T T T T
12.0 1.5 1.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5
1 (ppm)

Figura 12. Espectro de RMN-'H de la 4°,7-dimetilnaringenina.
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Figura 13. Espectro de RMN-"H del 4°,7-dimetilkaempferol.
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Figura 14. Espectro de RMN-"'H de kaempferida.
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8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
1 (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN-'H de la acacetina.

6.2.1. 4", 7-dimetilnaringenina

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio utilizando propoleos de la zona rural
del Distrito Federal y de los Estados de Puebla, Zacatecas, Tlaxcala y Guanajuato han
permitido proponer este compuesto como un marcador para los propdleos del altiplano
mexicano (Martinez, 2012). Estos reportes representan la primera evidencia sobre la

presencia de este flavonoide como componente de propdéleos en el mundo.

Es importande mencionar que este flavonoide ha sido aislado a partir de: Piper
mollicomun (hojas) y Piper ihotzkyanum (Piperaceae)(Lago et al., 2007); Chromolaena
odorata (Pisutthanan et al., 2006); Terminalia fagifolia (Garcez et al., 2006); Aglaca
odorata (Xiang-Hai et al., 2005); Artemisa campestris subsp. gluminosa (Valant et al.,
2003); Baccharis conferta (Weimann et al., 2002) y Adenothamus validus (Crins y Bohm,
1998). También se ha descrito en algunas especies de los géneros Aniba (Rossi et al.,
1997), Garcinia y Allabkaja (Gutiferae)(Duddeck et al., 1978) y se ha identificado en la
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resina de Passiflora foetida (Echeverri et al., 1991). Asimismo, se encontré como uno de
los compuestos principales en especies del género Arnica como: A. attenvata, A.
angustifolia y A. tomentosa K (Schmidt y Willuhn, 2000).

6.2.2. 4’,7-dimetilkaempferol

Greenawaya y colaboradores (1990), estudiaron en la Universidad de Oxford, en el
Departamento de Ciencia de las Plantas, la composicién de las secreciones de las yemas
de alamo las cuales son particularmente atractivas a las abejas y son aprovechadas por
estas para incorporarlas al propdoleo. Por otra parte, en este estudio se realizo la
investigacién quimica de propoleos recolectados en Austria, Ecuador, Alemania, Israel,
Reino Unido y Estados Unidos. Los analisis de los exudados de los brotes del alamo y el
balsamo de propdleo se realizaron mediante CG-EM. Este analisis permitio la deteccién

de 129 metabolitos entre ellos el 4°,7-dimetilkaempferol.

6.2.3. Kaempferida

Castro y colaboradores (2014) estudiaron y caracterizaron la composicion fendlica de seis
propoéleos de Chile de las regiones de Pirque, Cajén del Maipo, Buin, Caleu, Curacavi y
Lo Canas. El estudio de los extractos etandlicos de propdleos (EEPs) de la regidén de Lo
Canas, Cajon del Maipo y Caleu permitié determinar la presencia de kaempferida y acido
cafeico como los componentes de mayor abundancia en los EEP de la region de Lo
Canas. Por otra parte, en los EEP derivados de los propdleos de Valdivia XVI de la regién
de los Rios, Chile y de la central matorral chilena el flavonoide kaempferida fue el mas
abundante (Mufoz et al., 2001; Mufoz et al., 2001).

Otros estudios realizados utilizando propdleos de Portugal de la region Funchal, en la Isla
de Madeira (M) (Figura 16) describen al flavonol kaempferida como componente
mayoritario (Falco et al., 2013). En muestras de propdleos brasilefios obtenidas de
Parana, Brasil, cerca de Prudentropolis, y de otras regiones, fueron aisladas la
kaempferida, un lignano benzofurano y la 5,6,7-trihidroxi-3,4-dihidroxiflavona (Bankova et
al., 1996; Bankova et al., 2000). En un estudio del propdleo verde brasilefio por parte de
Szliszka y colaboradores (2013) la kaempferida y sus derivados, artepillina C, fueron los
principales compuestos fendlicos. El estudio realizado a propdleos del norte de Rusia

permiti6 detectar la presencia de kaempferida, acacetina, apigenina, ermanina,
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ramnocitrina, a-acetoxibetulenol (Popravko, 1978).

Por ultimo, en el estudio de cinco muestras de propodleos las cuales fueron recolectados
de diferentes zonas de China (Beijin, Anhui, Jiangxi y dos mas obtenidas comercialmente
de un apicultor local de Changchun, China) permitieron la deteccion de la kaempferida,

crisina, acido cafeico y acido ferulico como componentes principales (Wang et al., 2014).

6.2.4. Acacetina
Volpi y Bergonzini (2006) estudiaron la composicion de propoleos de Argentina, Italia,
Espafa, Azerbaiyan, China, Etiopia y Kenia y determinaron la presencia de acacetina

como uno de los componentes mayoritarios.

Los propoleos de Uruguay, Brasil y China se estudiaron empleando cromatografia liquida
de alta presion (HPLC), se identificaron como componentes mayoritarios a la acacetina y

apigenina (Serra et al., 1994).

Munoz y colaboradores (2001) aislaron de propdleos de Valdivia XIV de la Region de los
Rios, Chile la acacetina, pinocembrina, galangina, izalpina, kaempferida, preniletina y
diarilheptano. El estudio de los propdleos de la central matorral Chilena, dio como
resultado los mismos compuestos fendlicos hallados en los propdleos de Valdivia (Mufioz
et al., 2001).

Por otra parte, 40 muestras de propodleo de Portugal, fueron recolectadas del norte
continental (N), central interior (Cl), costa central (CC), sur (S), archipiélagos de las
Azores (A) y de la isla Madeira (M) (Figura 16). Todas las muestras se obtuvieron
después de la temporada de cosecha de miel (julio-septiembre), por el método
convencional de raspado o a través de pantallas de plastico. Este estudio que incluye
las muestras de la costa central y el archipiélago de Azores, asi como la mayoria de las
muestras del norte y algunos del interior central, del sur y de Madeira, se analiz6 por LC—
DAD-ESI-MS”, lo cual permitié la identificacion de la flavona acacetina (Falco et al.,
2013).

Falcao y colaboradores (2013) realizaron la cuantificacion de fenoles en los propéleos de
Portugal (Figura 16) y determinaron como componentes mayoritarios a la acacetina,
galangina, pinocembrina, apigenina, crisina, kaempferol, entre otros. Al realizar el estudio
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botanico de las posibles fuentes florales de los propdleos portugueses, las especies
Populus x canadensis y Cistus ladanifer L mostraron la presencia de metabolitos como

acacetina, derivados de apigenina y kaempferol.

El metabolito acacetina también ha sido aislado de propéleos del norte de Rusia asi como
otros compuestos: apigenina, ermanina, ramnocitrina, kaempferida y a-acetoxibetulenol
(Popravko, 1978).

Valencia y colaboradores (2012) aislaron la molécula de acacetina de un propdleo
proveniente de la zona conocida como el “Coyote”, ubicado en Ures, Sonora, México,
ésta zona presenta condiciones templadas subhumedas. También se ha encontrado en

propoéleos de apiarios presentes en la Delegacion Milpa Alta (Gonzales, 2012).

Figura 16. Sitios de recoleccion de propdleos de Portugal (Falco et al., 2013).
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6.3. Actividades farmacoldgicas y biolégicas de los metabolitos aislados.

Los compuestos aislados pertenecen al grupo de los flavonoides que son los
responsables de la mayoria de las actividades biolégicas en el propdleo y la miel (Uzel et
al., 2005; Pyrzynska y Biesaga, 2009). Se ha reconocido que en el hombre los flavonoides
poseen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antialérgicas, hepatoprotectoras,
antitrombdéticas, antimicrobianas y anticarcinogénicas (Gabor, 1979; Havsteen, 1984;
Selway, 1986; Carroll et al., 1998).

6.3.1. 4", 7-dimetilnaringenina.

Lago y colaboradores (2007) evaluaron la actividad antifungica de 4°,7-dimetilnaringenina
contra cepas de Clasdosporium cladosporioides y Cladosporium sphaerospermun, y
usando como controles la nistatina y miconazol, observando que la cantidad minima
requerida de 4°,7-dimetilnaringenina para inhibir el crecimiento de los hongos fue de 25

Mg, Y la obtenida para los controles nistatina y miconazol fue de 1 pg.

Por otra parte, Weimann y colaboradores (2002) determinaron el potencial espasmolitico
del extracto etandlico de Baccharis conferta utilzando como modelo farmacolégico las
contracciones inducidas por histamina y KCI en el ileon aislado de cobayo. De acuerdo
con los resultados obtenidos, la actividad antiespasmaddica se concentrd en la fraccion

constituida por cirsimaritina y 4°,7-dimetilnaringenina.

Otros estudios han evaluado la actividad antibacteriana del compuesto 4°,7-
dimetilnaringenina en bacterias patégenas orales, Streptococcus mutans 'y
Porphyromonas gingivalis, observado que la concentracion minima inhibitoria para
Streptococcus mutans fue de 250 yg/mL y para Porphyromonas gingivalis 125 pug/mL
(Gonzales, 2012).

Castillo (2014) evalué el efecto vasodilatador de la 4’,7-dimetilnaringenina en aorta de

rata, concluyendo que esta ocasiona un efecto relajante de la musculatura lisa vascular.

Por ultimo, Garcez y colaboradores (2006) evaluaron la actividad citotéxica de la 4°,7-
dimetilnaringenina en lineas celulares cancerigenas, H2a2 (carcinoma de pulmén) y
Hep2 (carcinoma de laringe), con lo cual concluyeron que la 4°,7-dimetilnaringenina no
muestra actividad citotdxica frente a este tipo de carcinomas. Sin embargo, en un ensayo

citoestatico basado en la inhibicion de la biosintesis de proteinas celulares se encontré
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que su DEso> 1000ug/mL.

6.3.2. 4", 7-dimetilkaempferol
Los estudios biolégicos sobre la molécula 4°,7-dimetilkaempferol son muy escasos en la
literatura. Stangaciu (1998) menciona que el 4°,7-dimetilkaempferol muestra actividad

antimicotica.

6.3.3. Kaempferida

El metabolito kaempferida y otros flavonoides como: galangina y kaempferol, poseen
propiedades antiinflamatorias lo cual se les atribuye a su capacidad de captacion de
radicales libres (Bankova, 2000). Krdl y colaboradores (1996) describieron la regulacion
a la baja del 6xido nitrico (NO) (involucrado en procesos inflamatorios) por kaempferida
en macréfagos peritoneales murinos y neutréfilos activados en ensayo de
quimioluminiscencia. Szliszka y colaboradores (2013) estudiaron la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrdgeno (ERN) en macrofagos J774A.1 los
cuales fueron determinadas de igual forma por ensayos de quimioluminiscencia, donde
kaempferida y otros extractos etandlicos de propdleo verde brasilefio (EEP) inhibieron la

liberacion de ERO y ERN que estan involucrados en enfermedades de tipo inflamatorias.

En los estudios realizados por Banskota y colaboradores (2001) de los extractos
metandlicos de los propodleos brasilefios las moléculas de kaempferida, artepillina C,
aldehido coniferilico y un compuesto prenilado ((E)-3-[2,3-Dihidro-2-(1-metiletenil)-7-
prenil-5-benzofuranilo]-2-acido propidnico), mostraron la actividad mas fuerte de
captacion de radicales libres entre los compuestos aislados (DEso <15 pg/ml) en el
ensayo de DPPH. En el ensayo de D-galactosamina (D-GalN) / factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) que induce la muerte celular en hepatocitos de ratones, la actividad
hepatoprotectora del propdleo brasilefio se debe a la presencia de compuesto fendlicos
incluyendo a los flavonoides que poseen una fuerte actividad inhibitoria del TNF-a. La
molécula de kaempferida y otros compuestos presentes en los extractos metandlicos de
propoleos, debido a su capacidad antioxidante mantiene un equilibrio entre ERO que
pueden tener posibles efectos en los mecanismos de sefializacion de las diferentes

respuestas del TNF-a.

Investigaciones realizadas sobre las lineas celulares de cancer de prostata, han
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demostrado que estas células son resistentes al factor de necrosis tumoral relacionado
al ligando inductor de apoptosis (TRAIL). Sin embargo, el cotratamiento con EEP
sensibiliza de manera significativa la muerte inducida por TRAIL en células de cancer de
prostata. Los efectos citotoxicos sobre las células cancerigenas son exhibidos por las
moléculas presentes en los EEP: kaempferida, apigenina, galangina y CAPE. Por lo cual
los propoleos juegan un papel significativo en la quimio prevencion del cancer de préstata
(Krol et al., 2011).

6.3.4. Acacetina

Alyane y colaboradores (2008) estudiaron los propéleos de la Cooperativa Apicola Kaous,
Jijel en Argelia, observando que los extractos eran ricos en flavonoides (especialmente
de acacetina, kaempferol y isorhamnetina), al realizar el ensayo DPPH in vitro observaron
una eliminacion de radicales libres por parte de EEP, mostrando asi su potencial

antioxidante.

Estudios realizados sobre la molécula de acacetina han determinado que esta induce la
apoptosis de lineas celulares cancerigenas escamosas orales (HSC-3). Kim vy
colaboradores (2015) estudiaron el mecanismo de accién de la acacetina en la inhibiciéon
del cancer (HSC-3), con lo cual se concluyé que la acacetina esta estrechamente
relacionada con su capacidad para activar las vias de sefializacion de las proteinas
quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) que juegan un papel importante en la

regulacion de la apoptosis.

Investigaciones sobre el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) han
demostrado que este desempefia un papel importante en el crecimiento de la
angiogenesis, la formacion y crecimiento de tumores. En estudios realizados con la
flavona acacetina se observé que disminuyé el nivel constante VEGF mRNA lo cual inhibe
la activacion transcripcional de VEGF. Esto lo hace por medio de la inhibicién del factor
inducible por hipoxia (HIF-1) el cual es un factor clave en la carcinogénesis, angiogénesis
tumoral y el crecimiento tumoral, HIF-1 es un importante regulador de la expresion de
VEGF. La acacetina provoca la expresion de la proteina quinasa B (AKT) que a su vez

regula la expresion de HIF-1. (Liu et al., 2011).
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También la acacetina, crisina, quercetina y CAPE presentan actividad cardioprotectora

(Farooqui y Farooqui, 2010).

Por ultimo, Debiaggi y colaboradores (1990) examinaron diferentes flavonoides del
propéleo (acacetina, kaempferol, crisina, quercetina y galangina). Dos de los flavonoides
estudiados crisina y kaempferol, mostraron inhibicion en la replicacién del virus del
herpes, adenovirus y rotavirus. Mientras que los flavonoides acacetina y galangina no
fueron activos en ninguno de los virus estudiados incluso a concentraciones 100 veces

superiores a la de crisina y kaempferol.

6.4. Estudio quimico del propéleo

Es importante mencionar que la composicion quimica del propoleo es compleja contiene
componentes, tales como polifenoles, flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres,
terpenos, esteroides y aminoacidos, pero su composicion varia cualitativamente vy
cuantitativamente de acuerdo con patrén quimio-geografico, esto es dependiendo de la
vegetacion en el sitio de la cual se recolecto y el tiempo de coleccion (Serra et al., 1994,
Moreno et al., 2000; Salatino et al., 2011)

De acuerdo a Salatino y colaboradores (2011) los propéleos mexicanos se encuentran
en el grupo de los propdleos de clima templado (Figura 17 regiones de clima templado
en México, indicadas en color verde), que contienen flavonoides sin sustitucion en el anillo
B y ésteres de fenil propanoides, donde las fuentes principales son las especies del

geénero Populus seccion Aigeiros.

Sin embargo, los flavonoides aislados en el propdleo presentan sustitucion en el anillo B
Figura 11, lo cual se debe a la zona geogréafica y al tipo de vegetacién predominante en

la zona de Xochimilco.

La composicion del propdleo depende de las fuentes vegetales disponibles y esto a su
vez determina las sustancias bioloégicamente activas en el propdleo, asi como la zona
geografica. Las especies de plantas silvestres tienen una distribucion geografica con
frecuencia caracteristicas de especies y géneros, y ademas la distribucion de los
metabolitos secundarios en las plantas que se muestran frecuentemente no se debe al
azar, pero esta ligada a la taxonomia de la planta. Otro factor importante son las

diferencias genéticas entre las razas de abejas de la misma region que puede provocar
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que la composicion del propoleo sea distinta, debido a que las abejas visitan plantas de
diferentes especies, pero a menudo parece haber una marcada preferencia por una o

varias fuentes de resina (Salatino et al., 2011).

Figura 17. Climas De México. INEGI 2016.




1.

CONCLUSIONES

7. CONCLUSIONES

La investigacion realizada acerca de la composicion quimica del propdleo de
Acuexcomatl Xochimilco representa una contribucion al conocimiento de los
propoleos mexicanos, pues es importante mencionar que los estudios realizados

en México sobre el propdleo son escasos.

El estudio fitoquimico del propdleo recolectado en el Centro Ecoldgico de
Acuexcomatl en la Delegacion Xochimilco permitio el aislamiento de los
flavonoides: 4°,7-dimetilnaringenina, 4°,7-dimetilkaempferol, kaempferida y

acacetina.

La composicion quimica del propoleo recolectado en Acuexcomatl Xochimilco es
similar a la de otras muestras recolectadas en la misma zona melifera (zona rural
de la Ciudad de México). Estas similitudes pueden ser explicadas por la semejanza

en la altitud y vegetacion que rodea los apiarios.

El estudio quimico realizado permitié aislar por primera vez la molécula de 4°,7-
dimetilkaempferol en propdleos mexicanos.
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8. PERSPECTIVAS

. Continuar con el estudio quimico del propdleo de Acuexcomatl para purificar los
componentes que se encuentran en menor cantidad.

. Determinar la actividad antioxidante y antibacteriana de los compuestos aislados
a la fecha.

. Cuantificar los compuestos quimicos activos por CL-EM.
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