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RESUMEN

El propdleo es una sustancia resinosa y altamente adhesiva, recolectada, transformada
y utilizada por las abejas en la estructura de la colmena y como proteccion contra
microrganismos; desde la antigliedad este producto ha sido utilizado por las propiedades
farmacéuticas antimicrobiano, antioxidante, hepatoprotector, por mencionar algunas, que se
le han atribuido (Baldi, 2019).

Sin embargo, la composicién quimica del prop6leo y en consecuencia su actividad
bioldgica depende de factores como origen geogréafico, fuente botanica, raza de abejas, época
de muestreo y condiciones climaticas de la region; por lo que, los datos de efectividad varian.

Pensando en las propiedades biol6gicas del prop6leo se buscaron las que podian dar
la posibilidad de proponerlo como tratamiento complementario en pacientes con
dislipidemia, entendiendo por dislipidemia a las alteraciones de lipidos en sangre; el interés
en esta poblacion viene dado por el aumento de personas que la padecen en México y el
mundo. Y la inclinacion por el propoleo de abejas nativas sin aguijon viene de la alta
presencia de estas abejas en territorio mexicano, y la poca investigacién de las propiedades
bioldgicas de este propoleo. Por lo anterior se realizd una revision bibliogréfica en diferentes
fuentes digitales como Pubmed, SceinceDirect, Elsiever, Scielo y Google scholar buscando
el efecto del propdleo en el perfil lipidico, enfatizando en el propdleo de abejas nativas sin
aguijon (Roman, 2019).

Diversas investigaciones has demostrado que el propdleo de abejas nativas sin
aguijon y del género Apis tiene efecto similar sobre las dislipidemias en modelos animales y
en algunos ensayos clinicos, ya que el mecanismo de accién es disminuir los niveles de
triacilglicéridos y colesterol total, aumenta el colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad, disminuye el colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad, con la reduccion de
la placa arterioesclerdtica y actia como quelante de las sales biliares, principalmente; lo que
demuestra que puede ser un posible tratamiento complementario en pacientes con
dislipidemias (Lisbona-Gonzales et al, 2020; Mujica et al, 2017; Dominguez-Avila et al,
2016).




CAPITULO |

1.1INTRODUCCION

La palabra propdleo se deriva del griego “pro” (en defensa de) “polis” (la ciudad); este
es una sustancia resinosa y altamente adhesiva, recolectada, transformada y utilizada por las
abejas para sellar los agujeros, fijar los panales, pulir las paredes interiores y proteger la
entrada contra los intrusos (Baldi, 2019).

La composicién quimica es compleja y depende de la flora presente en el area de
recoleccion, asi como de otros factores; sin embargo, se han identificado como principales
componentes: alcoholes, aldehidos, aminoacidos, acidos alifaticos, &cidos aromaticos,
ésteres aromaticos, flavonoides, acidos grasos, acidos p-cumaricos prenilados, acidos
cafeoilquinicos, lignanos, acidos diterpénicos, triterpenos, esteroides y azucares (Baldi,
2019).

Este producto de la colmena ha sido utilizado desde la antigtiedad por las propiedades
farmacéuticas que se le han atribuido, tales como: antibacteriano, antifungico, antiviral,
antiinflamatorio, antiulceroso, hepatoprotector, antitumoral, antioxidante, entre otras.
Algunas de estas propiedades han sido relacionadas con el contenido de compuestos
fenolicos, especialmente flavonoides, ésteres del acido cafeico, entre otros (Baldi, 2019).

Generalmente se relaciona el propéleo con la abeja Apis mellifera por ser la productora
apicola mas comun, sin embargo, existen otras especies de abejas en nuestro pais llamadas
abejas nativas sin aguijon (Apidae: Meliponini) que se distribuyen ampliamente en las
regiones tropicales y subtropicales del mundo; se han descrito mas de 400 especies,
reportdndose 46 en México, agrupadas en 16 géneros. Oaxaca, Chiapas, Veracruz, y Quintana
Roo son los estados que tienen mayor numero de especies en su territorio (Arnold et al, 2018).

Estas abejas han sido relevantes en la cultura humana por proveer recursos funcionales
para diferentes sociedades, son las Unicas abejas, junto con las abejas meliferas (tribu Apini),
que son altamente sociables, por lo que, se ha desarrollado una técnica de manejo para ellas
denominada “meliponicultura” (Cauich et al, 2015).

Sobre el propdleo de Apis mellifera autores como Primon de Barros et. al, (2008) hablan
de las propiedades antiulcerosas, otros como Hu, et. al., (2005) hablan de la propiedad
antiinflamatoria y algunos més como Herrera, et. el., (2010) evidencian el efecto
hepatoprotector.

Las Enfermedades Cronicas No Transmisibles (ECNT) se constituyen como uno de los
mas grandes retos que enfrenta el sistema de salud debido al gran nimero de casos, su
creciente contribucién a la mortalidad general, la aparicion en edades cada vez mas
tempranas lo que deriva en una incapacidad prematura, asi como su complejidad y costo
elevado de tratamiento (Barba, 2018).

Entre estas enfermedades destaca la obesidad, una patologia crénica, multicausal,
sistémica que de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es la acumulacion
anormal o excesiva de grasa que puede ser por influencia genética y ambiental. Algunas de
sus consecuencias son: dislipidemias, hipertensién, enfermedades coronarias, entre otras
patologias (Garcia & Ledezma, 2018).




El enfoque principal de esta investigacion son las dislipidemias, trastornos de los lipidos
en sangre. Patologias frecuentes en la practica médica, que acomparfian a diversas alteraciones
como la diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), la gota, el alcoholismo, la insuficiencia renal
cronica, el hipotiroidismo, el sindrome metabdlico (SM) y el empleo de algunos farmacos
(Miguel, 2009).

En pacientes que padecen esta patologia, lo indispensable es la modificacion del estilo de
vida, pero en algunos casos no son suficientes para reducir los niveles de lipidos y por lo
tanto el riesgo cardiovascular, por ello es necesario emplear tratamiento farmacolégico; este
representa un papel importante en la prevencion de un evento fatal para el paciente
(Secretaria de salud Mexicana, 2013).

El abanico terapéutico farmacoldgico actual empleado en las hiperlipemias durante la
atencién primaria comprende fibratos, resinas y estatinas, siendo las estatinas, en un gran
numero de casos un arma terapéutica imprescindible para el correcto manejo de los pacientes,
el propdleo supone un tratamiento méas accesible desde un punto de vista econémico (Cabré
Vila et al, 2001).

Considerando todas las propiedades positivas del propoleo y a las Enfermedades
Crénicas No Transmisibles (ECNT) como un problema de salud publica en México y en el
mundo, este trabajo representa una opcion a la propuesta del propoleo de abejas nativas sin
aguijon como un posible tratamiento complementario para algunas de ellas, pero
especificamente para dislipidemias.




1.2JUSTIFICACION

En la actualidad el estilo de vida de la mayoria de las personas representa un factor de
peligro para su salud; la alimentacion pobre en nutrientes y alta en calorias sumada a una
escasa 0 nula actividad fisica desencadenan problemas como obesidad, diabetes,
enfermedades cardiovasculares, hipertension arterial, dislipidemias entre otros; y las
anteriores se convierten en un importante problema que afecta multiples sectores sociales por
lo que se vuelve un tema de salud publica.

Estas patologias presentes pueden ser factores predisponentes para otras enfermedades o
fallos sistémicos que podrian desencadenar en la muerte, estos problemas son parte
importante del panorama actual ante la pandemia por COVID-19 ya que las personas que
padecen alguna de estas enfermedades tiene mas probabilidades de complicaciones al
presentar el virus.

En este trabajo indagamos particularmente sobre las dislipidemias, las cuales como ya se
menciono suelen ser acompafadas de alguna o varias de las enfermedades antes enlistadas.
Algunas de las variantes de dislipidemias como la hiperlipidemia aumenta el riesgo de
padecer arterioesclerosis. Por lo tanto, el enfrentarse a una dislipidemia representa un
problema de caracter mayor para la vida de cualquier persona (Miguel, 2009).

Particularmente en los Ultimos afios México ha presentado un incremento progresivo en
los niveles medios de colesterol y triacilglicéridos plasmaticos, debido a las modificaciones
en la forma de vida, como ejemplo puntual tenemos que, la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricién 2006 (ENSANUT), revelo cifras en la poblacion entre 20 y 69 afios, que indicaban
que al menos seis de cada 10 mexicanos tienen alguna forma de dislipidemia; siendo un dato
alarmante (Diaz et al, 2018).

Aunque existen en el mercado farmacos para tratar dislipidemias el uso de propdleo de
abejas nativas sin aguijon supone un posible tratamiento complementario econémico y
accesible, asi como un impulso a futuras investigaciones e incluso apoyar al crecimiento
econdmico de un sector poco conocido como es la meliponicultura en México.

“La prevencion y tratamiento de todas las formas de dislipidemia son tareas
fundamentales que evitan o retrasan el desarrollo de arterioesclerosis y de otras
complicaciones de los trastornos de los lipidos; estas tareas recaen en todos los profesionales
de la salud.” por lo anterior hablar de este tema como Bioquimico o a fin supone una
responsabilidad y un area de oportunidad para ayudar a la sociedad (Diaz et al, 2018).

El insistir con la prevencion de las dislipidemias y/o un tratamiento temprano, representa
un gran esfuerzo, pero mucho menor comparado con el que se genera a partir de las
complicaciones clinicas de las dislipidemias. Este trabajo recolect6 informacion que permite
la propuesta del propdleo de Apis mellifera y abejas nativas sin aguijon como posible
tratamiento complementario para dislipidemias y sentar bases para ensayos en modelos
animales en un futuro (Diaz et al, 2018).




1.3. OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto del prop6leo de abejas nativas sin aguijon en dislipidemias a través de la
investigacion documental, para proponerlo como posible tratamiento complementario.

1.3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Advertir sobre el panorama en México respecto a las dislipidemias y/o enfermedades
cronicas.

2. ldentificar a las abejas nativas sin agujén como parte de la riqueza natural de México,
ademas de las abejas Apis mellifera

3. Conocer las diferentes caracteristicas quimicas de un propdleo que indiquen un efecto
positivo en una dislipidemia.

4. Explicar el efecto del propdleo sobre el perfil lipidico.

5. Conocer los posibles efectos toxicos del propdleo.

1.4 HIPOTESIS

El propdleo dada su composicion quimica y presencia de maltiples compuestos bioactivos
con efecto antioxidante puede modificar el metabolismo lipidico disminuyendo colesterol
total y triacilglicéridos.




CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

En el presente trabajo se realiz6 una revision bibliogréafica, en dos periodos de finales de
enero a marzo y de junio a octubre del 2020, consultando fuentes como: Pubmed, Google
scholar, Science Direct, Elsiver, Scielo.

Aceptando articulos publicados principalmente en los ultimos afios, de 2015 a la fecha,
la basqueda se ha realizado principalmente en inglés, con palabras clave: propolis,
geopropolis, lipids, Dyslipidemia, propdleo, propéleo de abejas nativas, dislipidemias,
dislipidemias en México, abejas nativas sin aguijon, toxic propoli,stingless bee propolis,
stingless bee propolis in Dyslipidemia..

Criterios de inclusion y exclusién: se incluyeron aquellos articulos que tocaran el efecto
del propdleo en el perfil de lipidico de forma directa o indirecta, los que hablaran de
investigacion en la toxicidad del propoleo y ensayos clinicos con propéleo todos referentes
al perfil lipidicos; incluidos tanto de Apis como de Abejas Nativas sin aguijon.

No se tomaron en cuenta aquellos que no estuvieran disponibles por cuestiones de compra
0 permisos con los que no se contaran, menores a 2015, con excepcion de campos Menos
explorados como la toxicidad del prop6leo o los que tocaran algun punto innovador en la
investigacion.




CAPITULO 3

MARCO TEORICO

3.1 LAS ABEJAS

Las abejas son insectos muy importantes desde el punto de vista social, econémico y
ecologico que proveen de multiples productos como miel, cera, propo6leo, por mencionar
algunos; y son el principal insecto polinizador que contribuye significativamente al
mantenimiento y desarrollo de la biodiversidad de los ecosistemas, especialmente en la flora
silvestre, en la Figura 1 podemos observar a una abeja recolectando polen (Roman, 2019).

A partir de ellas nace la apicultura, actividad agropecuaria enfocada en la crianza de
abejas, dandoles los cuidados necesarios para obtener los productos que elaboran para ser
comercializados. En los ultimos afios estos productos han tomado gran importancia en la
medicina moderna y tradicional al ser utilizados para conservar o recuperar la salud (Instituto
Nacional de Economia Social, 2018; Pasupuleti et al, 2017)

Dentro de estos insectos tenemos a la abeja Apis mellifera que es la abeja mas
conocida, sin embargo, existen otras, como se puede observar en la Figura 2, como ejemplo
de abejas diferentes a Apis tenemos a la abeja nativa sin aguijon que representan un recurso
de gran importancia en los trépicos, son “salud ambiental” para los ecosistemas donde
habitan y equilibrio al participar activamente en los procesos de polinizacién de la mayoria
de las plantas florales. Ademas, de ser el soporte de la cadena alimentaria que da sentido al
equilibrio de la vida en selvas y bosques tropicales y subtropicales (Gonzéalez, 2012).
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Figura 1. Abeja cubierta de polen (Arnold et al., 2018)
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Figura 2. Clasificacion de las abejas (Arnold et al., 2018)

Estas abejas tienen una distribucién pantropical, con un mayor nimero de especies a
lo largo del territorio sudamericano, donde esta presente la mayor diversidad de insectos. En
su interaccion con el hombre en nuestro continente, las abejas nativas sin aguijon pueden
considerarse un equivalente de lo que significa el género Apis en los continentes europeo,
asiatico y africano (Gonzéalez, 2012).

Hasta la fecha se conocen mas de 500 especies de abejas nativas sin agujon, de las
cuales aproximadamente 40 tienen buen potencial como productoras de miel.
Aproximadamente 391 especies se encuentran en la region neotropical de América del Sur,
60 en la region Indo- Malaya de Asia, 50 en la region paleotropical de Africa y 10 en la
region Australasia de Australia (Al-Hatamleh et al, 2020).




Por su alta presencia en nuestro territorio se desarrollaron actividades en torno a ellas,
como la meliponicultura que es una actividad cultural, econémica y social que las
comunidades mayas desarrollaron respecto a las abejas nativas sin agujon antes de la llegada
de los colonizadores europeo, esto se puede deducir por hallazgos de vestigios arqueolégicos
en Mesoamérica fechados para el periodo Proto clésico, y que ha pasado de generacion en
generacion (Pat et al, 2018).

México reune las condiciones ambientales que sustentan su gran potencial néctar-
polinifero para el desarrollo de la apicultura y meliponicultura, pero claramente al ser un pais
grande y de gran diversidad en sus ecosistemas existen regiones que podrian soportar mayor
cantidad de colmenas que otras (Becerra & Contreras, 2004).

Actualmente en el pais la cria de la abeja nativa sin aguijéon se da en diferentes
regiones, pero su cultivo ha sobrevivido principalmente en la peninsula de Yucatan, la sierra
nororiental de Puebla y la region totonaca de Veracruz, donde se crian principalmente la
Melipona beecheii y Scaptotrigona mexicana (Roman, 2019).

La meliponicultura en México no solo representa una actividad econdmica
importante, esta también es parte fundamental de la cultura. La cultura Maya en particular
encontrd en la meliponicultura recursos importantes para su nutricion, curacion, comercio e
incluso uso religioso; ellos vinculaban la cria de la abeja nativa sin aguijon (Melipona
beecheii), conocida localmente como ko“olel kaab, a la tradicion religiosa del dios abeja
conocido como Ah Mucen Kaab (Figura 3), a quien representaron en codices y figuras en
templos posclasicos de la peninsula de Yucatan (Pat et al, 2018).

Figura 3. Dios abeja Ah Mucen Kaab (Medellin, 2007).




Los Meliponini, comdnmente llamados meliponinos, estan ubicados en los diferentes
nichos de esta parte del Neotropico y responden a exigencias bioldgicas y adaptativas
especificas, y en ocasiones de gran fragilidad. Quiza la riqueza en especies de estas abejas
mesoamericanas, y sus condiciones de endemismo en algunos casos, estan asociadas a estas
variantes ecoldgicas determinantes y poco flexibles. La fisiografia determina en mucho la
distribucion de las especies de abejas sin agujon presentes en México (Roman, 2019).

En el caso particular de nuestro territorio contamos con 11 géneros y 46 especies de
la tribu Meliponini, distribuidos en diferentes regiones. Los géneros que presentan mayor
numero de especies son Plebeia (12 spp), Trigona (9 spp), Melipona (7 spp) y Trigonisca (5
spp); la peninsula de Yucatan dadas sus caracteristicas climaticas permite la presencia de 17
especies. Melipona beecheii es la especie mas comin en México, Centroamérica y el Caribe,
por lo que es frecuentemente utilizada en la meliponicultura por ser de las mejores
productoras de miel (Roman, 2019).

En las regiones del trépico mexicano, exceptuando la peninsula de Yucatan, la
actividad meliponicola se realiza con otros géneros de abeja, principalmente con la
Scaptotrigona mexicana. En los estados de Puebla, Veracruz y Guerrero, los grupos
indigenas desarrollan técnicas de manejo en algunas especies de los géneros Scaptotrigona,
Trigona y Melipona; en las Huastecas se trabaja con Scaptrotrigona mexicana; por otro lado,
en Chiapas se reportan 32 de las 46 especies registradas para México, principalmente
Scaptotrigona mexicana y Melipona beecheii; en la Sierra Norte de Puebla la especie que se
cultiva de manera tradicional es la Scaptotrigona mexicana (Roman, 2019).

A continuacion, en la Figura 4 se muestran las regiones meliponicolas de nuestro territorio:

Figura 4. Regiones meliponicolas de México (Gonzalez, 2012).

A) Peninsula de Yucatan. B) Tierras bajas costeras del Golfo C) La cuenca del Rio Balsas D) Tierras bajas de la costa
Pacifico
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3.2. PROPOLEOS

De la meliponicultura se obtienen maltiples productos de la colmena con propiedades
benéficas, un ejemplo es el caso de la Trigona cuyos productos se dividen en
aproximadamente 63.7 % produccidn de propoleo, 20.9 % de pan de abeja y 15.4 % miel, lo
que representa una oportunidad de utilizar el propoleo (Al-Hatamleh et al, 2020).

La historia del propdleo nos lleva a conocer que fue utilizado por el hombre como
medicina tradicional desde el afio 300 a. C., algunos investigadores han hecho referencia a
que las actividades curativas del propdleo fueron identificadas por médicos romanos y
griegos, asi mismo los primeros egipcios lo utilizaron para preservar sus cadaveres de la
descomposicion y para curar heridas, esta Gltima propiedad incluso fue aprovechada en la
segunda guerra mundial (Anjum et al, 2019).

El prop6leo fue reconocido como agente antibacteriano durante los siglos XVIIy XX
en Europay el primer informe cientifico sobre el propdleo respecto a su composiciony accion
quimica se anuncidé al publico en 1908 (Anjum et al, 2019).

La palabra Propoleo se deriva del griego, donde “pro” significa defensa y “polis”
ciudad o comunidad (Pasupuleti et al, 2017). El propoleo se conoce generalmente como “el
pegamento de las abejas”, que es un nombre genérico que se refiere a la sustancia resinosa
acumulada por las abejas obreras a partir de diferentes tipos de plantas y arboles, y
posteriormente se mezcla con las secreciones salivales y enzimaticas (Anjum et al, 2019;
Pasupuleti et al, 2017).

Se ha establecido que el propéleo tiene un origen mixto: interno y externo respecto
de las abejas. El origen interno este es un residuo formado a partir de la primera fase de la
digestion del polen en un pequefio 6rgano ubicado entre el saco polinico y el intestino. Se
habla de su doble origen ya que depende tanto de la abeja como de a floracién circundante a
la colmena. Existen dos teorias que hablan de la obtencion del propéleo: La primera (teoria
de Rosh) la cual indica que las abejas de méas de 15 dias de edad son las que lo recolectan
tomando particulas resinosas de las yemas de los arboles y luego lo procesan por los
movimientos de la mandibula y la segunda teoria (Kustenmacher) explica la formacién y
origen como resultado de la digestion de los granos de polen (Vazquez, 2010).

El propoleo dentro de la colmena funciona como sellador de agujeros y grietas, en
general para la construccion de esta. Las abejas lo utilizan para alisar la superficie interna de
la colmena, reteniendo la temperatura interna (35 °C) evitando la intemperie y la invasion de
los depredadores; ademas este endurece la pared y contribuye a un entorno interno aséptico
(Pasupuleti et al, 2017).

En general a temperatura ambiente el propdleo es duro y se vuelve suave y pegajoso
al calentar, se funde entre 60 y 70 °C, sin embargo, algunos se pueden derretir hasta 100 °C.
Asi mismo posee un olor agradable, el color que posee varia segun el area en la que se
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encuentra la colmena y la vegetacion alrededor de ella. Se recolecta tanto en zonas templadas
como en zonas tropicales (Anjum et al, 2019).

3.2.1 COMPOSICION QUIMICA

El propoleo crudo se compone tipicamente de 50 % de resinas vegetales, 30 % de
ceras, 10 % de aceites esenciales y aromaticos, 5 % de polen y 5 % de otras sustancias
organicas. Hasta el afio 2000 se identificaron mas de 300 componentes quimicos
pertenecientes a los flavonoides, terpenos y fendlicos. Esta composicion quimica del
propoleo es susceptible a la ubicacidn geografica, el origen botanico y la especie de abejas
(Huang et al, 2014).

También podemos hacer mencion del geoprop6leo como un tipo de prop6leo menos
maleable producido por algunas especies de abejas nativas sin aguijon como Melipona
fasciculata y Melipona quadrisfasciata anthidioides, que se encuentra mezclado con
materiales adicionales como tierra o arcilla (Al-Hatamleh et al, 2020).

La presencia de los compuestos fendlicos y flavonoides son muy importantes a nivel
terapéutico ya que presentan un efecto sinérgico esencial para su actividad bioldgica, por lo
que estos se consideran un importante parametro de calidad, por lo anterior las normas de
calidad nacionales e internacionales establecen valores minimos de aceptacion, dando por
entendido que entre mayor sea su porcentaje, mejor es la calidad del propdleo que estemos
utilizando; Meéxico cuenta con la NOM-003-SAG/GAN-2017, Propoleos, produccion y
especificaciones para su procesamiento como parametro de calidad en los propoleos de la
abeja Apis mellifera (Rodriguez et al, 2020).

Los flavonoides son parte fundamental de la calidad del propoleo, por lo que parece
relevante hablar un poco mas de ellos, estos compuestos estan conformados por dos anillos
fenilo, Ay B, unidos por un anillo C de pirano con grupos funcionales adicionales, lo que
genera distintos tipos de flavonoides, como son las chalconas, flavononas, flavonas,
flavonoles, antocianidinas, entre otros (Rodriguez et al, 2020).

La actividad farmacolégica de los flavonoides se debe principalmente a las
caracteristicas estructurales como compuesto triciclo y a la presencia de radicales unidos a
sus anillos. En el articulo de Braakhuis publicado en 2020 habla de que el contenido poli
fendlico de varias muestras de propdleo varia significativamente, oscilando entre 143 y
324 mg equivalentes de acido galico/g y entre 206 y 705 mg equivalentes de quercetina/g de
extractos etanolico de propdleo (Braakhuis, 2019).

Entre los compuestos que mas se destacan en un propdleo se incluye crisina,
pinocembrina, apigenina, galanina, kaempferol, quercetina, tectocrisina, pinostrobina,
pinobanksina, pinostrobina, entre otros. Otro grupo de importancia son los &cidos aromaticos,
entre los que se encuentran con mayor frecuencia el acido ferulico, cindmico, cafeico,
benzoico, salicilico y p-cumarinico. Respecto al propoleo de abejas nativas los principales
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compuestos fendlicos que se han reportado son &cido elégico, acido galico, naringenina,
acido p-cumérico, quercetina, aromadendrina, cido benzoico y &cido anacardico (Przybytek
& Karpinski, 2019, Al-Hatamleh et al, 2020).

Ademas, el propdleo también incluye otros compuestos como terpineol, alcanfor,
geraniol, nerol, farnesol, etc. que son los responsables de su fragancia caracteristica. Por otro
lado, en el propoleo también podemos encontrar micro y macroelementos (Mn, Fe, Si, Mg,
Zn, Se, Ca, K, Na, Cu) y Vitaminas B1, B2, C y E (Przybytek & Karpinski, 2019).

En las posteriores figuras podemos observar la estructura de algunos componentes quimicos
del propdleo:

C 1 -
/
OH OH

Antocianidina

Flavanol

Flavona Flavonol

Figura 5. Flavonoides. Estructura basica y tipos (Martinez-Florez et al, 2002).
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Figura 6. Constituyentes quimicos del propdleo con actividad biolégica (Salamanca, 2017).

1. Acido benzoico, 2. Acido galico, 3. Acido vanilico, 4. Acido cinamico, 5. Acido p-coumarico, 6. Acido fertlico. 7.
Acido isoferulico, 8. Acido 3,4-dimetoxicindmico, 9. Bencil cafeato, 10. Fenetil cafeato, 11. Cinamil cafeato, 12. Acido
clorogénico, 13. Acido rosmarinico, 14. Pinocembrina, 15. Pinobanksina, 16. 3-Acetato de pinobanksina, 17.
Pinobanksina 5-metil éter, 18. Pinostrobina, 19. Quercetina, 20. Apigenina, 21. Kaempferol, 22. Crisina, 23.
Galagina, 24. Tectocrisina, 25. Miricetina, 26. Genisteina, 27. Biochanina A, 28. Scrobiculatona A, 29. Alcohol acetato
coniferil trimérico, 30. Propolin A, 31. Meliferona, 32. Tetrahidrojusticidin B, 33. Artepillin C, 34. Totarol, 35.
Propolis-benzofuranosa A.
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Como se menciond existen las variaciones de composicion entre propoleos de
diferentes regiones como ejemplo en la region templada los componentes caracteristicos son
los flavonoides sin sustituyentes del anillo B, como lo son la crisina, galangina,
pinocembrina. Otro ejemplo es el propdleo europeo y asiatico que contienen acidos fendlicos
simples, mientras que los lignanos son los principales compuestos del propoleo de climas
maés calidos (Huang et al, 2014; Braakhuis, 2019)

3.2.2 PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL PROPOLEO

Debido a la compleja composicion del propdleo y sus extractos, hablando de la variedad
compuestos y fitonutrientes que contiene, esto explicaria las numerosas aplicaciones en el
tratamiento de diversas patologias debido a sus propiedades ya mencionadas como las
antiinflamatorias,  antioxidantes,  antibacterianas, = antimicéticas,  antiulcerosas,
anticancerigenas e inmunomoduladores. A continuacion, se muestran algunos ejemplos
(Pasupuleti et al, 2017; Braakhuis, 2019).

e Actividad antioxidante: Esta propiedad del propdleo se debe principalmente a los

flavonoides presentes, los cuales tienen la capacidad de captar radicales libres. La
accion de los flavonoides en este caso se debe a la relacion que tienen con el potencial
de oxido reduccién de estos y a la transmisién de electrones de la sustancia,
caracteristica aprovechada en infecciones, quemaduras, inflamaciones (Mufioz et al,
2011).
El extracto acuoso de prop6leo muestra una mayor actividad en comparacién con el
extracto etanolico de propdleo, esto se puede deber a su mayor contenido de
polifenoles. Ademés de los flavonoides se debe a componentes como galangina y
pinocembrina, la primera mostré mas actividad tanto en extracto etanolico como en
acuoso (Anjume et al, 2019; Wagh, 2013).

e Actividad antimicrobiana: Diferentes extractos etanolicos mostraron una alta

actividad antibacteriana frente a bacterias Gram positivas pero menor frente a
bacterias Gram negativas, el mecanismo es realizado por los flavonoides y
compuestos cinamicos presentes, los cuales actuan como alteradores del potencial de
membrana de las bacterias, haciendo que este se disipe y que la bacteria pierda la
capacidad de sintetizar ATP, inhibiendo su motilidad e impidiendo el desarrollo de
infecciones (Wagh, 2013; Mufioz, 2011)
Se ha demostrado que el propdleo es un agente antifngico contra levaduras
patdgenas como C. albicans, C. parapsilopsis, C. tropicalis y C. glabrata; incluso se
ha evaluado su actividad antifungica frente a Cryptococcus neoformans (Cornara et
al, 2017; Quintero-Mora et al, 2008; Mateo Aldama et al, 2020)
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En cuanto a su actividad antiviral parece asociada a la presencia de CAPE y
compuestos relacionados, se ha estudiado su efecto contra virus del herpes simple,
enfermedades por el virus de Newcastle, rotavirus bovino, virus de la seudo rabia;
inclusive se ha estudiado la actividad antiviral del propoleo mexicano de Apis
mellifera contra el virus del moquillo canino (Cornara et al, 2017; Gonzalez-Burquez
etal, 2018)

Actividad antiinflamatoria: El propo6leo posee esta capacidad por la presencia de
flavonoides activos y derivados del acido cinamico, los primeros incluyen acacetina,
quercetina y naringenina e incluidos en el Gltimo tenemos al fenil éster del acido
cafeico (CAPE) y el &cido cafeico (Wagh, 2013).

Curacion de heridas y proteccion de la piel: Modelos animales y algunos ensayos
clinicos muestran el efecto curativo del propdleo sobre las Glceras del pie diabético y
otras lesiones tisulares, esto favorecido por los efectos antioxidante y antiséptico,
ademéas de que algunos estudios hablan de un efecto modulador de este en la
expresion de fibronectina y la disposicién de colageno I y 111 en quemaduras (Cornara
etal, 2017).

En la siguiente tabla se muestran los principales compuestos quimicos relacionados con la
actividad bioldgica de diversos propoleos (Sanchez, 2018; Rodriguez et al, 2020)

Tabla 1. Propiedades y compuestos quimicos del propéleo.

Propiedad Compuesto quimico

Antioxidante Flavonoides, &cido cafeico, fenetil éster, pinocembrina, tectocrisina, 2-metoxi-

4-vinilfenol, sakuranetina, lupenona, a-amirina, lupeol

Antimicrobiano Pinocembrina, &cido acético, cafeico, pinocembrina, kaempferol, acido caféico,

acido benzéico, acido cafeico, luteolina, quercetina, tectocrisina, borneol,
alcohol feniletilico, 2-metoxi-4-vinilfenol, sakuranetina, lupenona, lupeol,
escualeno

Anti mutagénica

Acido ferlico, cindmico y coumarico

Inhibicion de tumores

Acido cafeico, fenil éster, quercetina y crisina

Anestésico local

Pinocembrina

Antiinflamatorio

Acido cafeico, tectocrisina, taraxasterol, sakuranetina, lupenona, geranigeraniol,
lupeol, cicloartenol,

Hipoglucemiante

o-amirina

Hipolipemiante

o-amirina
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3.2.3 TECNICAS DE IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
PRESENTES EN EL PROPOLEO

Parte importante de un proceso de investigacion es la muestra y el procedimiento que
se realiza para utilizarla, el propoleo crudo no se puede utilizar directamente en los ensayos,
primero debe disolver y liberar los ingredientes activos. Se utilizan disolventes como el
etanol, metanol, agua, hexano, acetona, diclorometano y cloroformo, destacado a el etanol
como el mejor o el méas utilizado a nivel comercial (Anjum et al, 2019; Przybylek &
Karpinski, 2019).

El disolvente juega un papel importante en la actividad biologica ya que se han
encontrado concentraciones mayores de compuestos fenolicos en extractos etandlico de
propdleo marrén, verde y rojo que en extractos obtenidos por extraccion supercritica. En este
mismo sentido se compararon los flavonoides e igualmente se obtuvo mayor rendimiento a
excepcion del propdleo marron. Como nota adicional el color del propo6leo varia dependiendo
del lugar de obtencion (Przybytek & Karpinski, 2019).

La aplicacion de disolventes de diferente polaridad afecta la composicion de los
extractos obtenidos ya que los componentes de los productos apicolas poseen estructuras
diversas, mientras que los hidréfilos son mejor solubles en disolventes polares como los
alcoholes, los que tienen propiedades hidrofobas exhiben mayor afinidad por disolventes no
polares, las propiedades del extracto dependen en gran medida no sélo del disolvente
utilizado sino también de las condiciones de extraccion, es decir, del tiempo y temperatura
(Kocot et al, 2018).

A pesar de las numerosas diferencias en su composicion, el extracto de prop6leo
siempre posee propiedades antioxidantes, incluso los extractos acuosos muestran capacidad
antioxidante (Kocot et al, 2018).

Otros métodos de extraccion que han sido propuesto para aumentar la eficiencia de
extraccién de los componentes bioactivos del propdleo son la extraccion asistida por
ultrasonidos y microondas y la extraccion con fluidos supercriticos (Reis et al, 2019).

Previo a obtener el extracto se debe acondicionar la muestra eliminando impurezas
visibles como virutas de madera, restos de abeja, pinturas vegetales y lodo. De acuerdo con
la NOM-003-SAG/GAN-2017, propoleos, produccion y especificaciones para su
procesamiento; ademas se recomienda la refrigeracion o congelacion para favorecer la
maceracion del producto. Como consideracion durante el proceso de extraccion las muestras
deben de estar en refrigeracion y protegidas de la luz cuando no se esté utilizando (Secretaria
de agricultura, ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion, 2017; Rodriguez et al,
2020).

Al terminar la limpieza se realizan las pruebas fisicas que incluyen color, aroma, sabor
y consistencia a temperatura ambiente, la evaluacion del color se realiza al observar la
muestra en un microscopio estereoscépico visualizando las diferentes tonalidades, pero
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tomando en cuenta las predominantes como rojo, amarillo, verde, pardo, negro o variaciones
intermedias; el aroma se puede dividir en olor a madera (resinoso) o a cera (balsamico). El
sabor varia entre dulce, amargo, picante o insipido; por ultimo, la consistencia se evalla al
tocar la muestra con los dedos describiéndola como maleable o rigida. Subsiguiente a las
pruebas fisicas son las pruebas quimicas las cuales comienzan con preparar el extracto
(Secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion, 2017; Rodriguez
et al, 2020).

En México contamos con la NOM-003-SAG/GAN-2017 antes mencionada, y ahi se
explica detalladamente el procedimiento de obtencidn de un extracto etandlico, en resumen:
el extracto se prepara mezclando etanol al 70 % con propoleo en una proporcién de 1:3 de
disolvente, generalmente 50 g de muestra seca y 150 mL de etanol, esta mezcla se somete a
ultra sonicacion, el producto se filtra al vacio, y el filtrado se concentra utilizando el
rotavapor, para su posterior sequedad con una bomba de vacio (Secretaria de agricultura,
ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion, 2017; Rodriguez et al, 2020)

Para poder utilizar el propéleo como un posible coadyuvante al tratamiento de
problemas lipidicos o en cualquier otro trabajo de investigacion, la caracterizacion es muy
importante, asi como conocer los niveles de fenoles y flavonoides presentes en el propoleo y
la actividad antioxidante que posee la muestra.

Como se mencion0 la actividad antioxidante es una de las caracteristicas mas
importantes, esta se puede evaluar de forma indirecta con el contenido fendlico total, donde
se puede utilizar el método Folin-Ciocalteu, que es altamente utilizado por su simplicidad y
procedimiento estandarizado. Este ensayo mide la capacidad de los compuestos del propoleo
con accién antioxidante, para reducir el reactivo de Folin (&cido
fosfomolibdico/fosfotungstico) el cual de inicio presenta una coloracién amarilla y al
reducirse pasa a un color azul, y se puede monitorear el cambio espectrofotométricamente
(Sanchez, 2018; Secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion,
2017).

Otro método es el ensayo del DPPHe (1,1,-difenil-2-picril-hidrazilo), este es un
radical libre estable que tiene un color caracteristico violeta en soluciéon metanolica con un
maximo de absorbancia a 517 nm. Cuando el DPPH- reacciona con un sustrato dador de H*
(antioxidante) el color va desapareciendo, y esto también se puede monitorear
espectrofotométricamente (Sanchez, 2018; Secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo
rural, pesca y alimentacion, 2017).

El ensayo FRAP (ferric reducing/ antioxidante power) se suma a la lista de ensayos
disponibles para medir la actividad antioxidante, en este caso se mide la capacidad de reducir
la tripiridiltriazina férrica (Fe") a su forma ferrosa (Fe?") (Ahmed et al, 2017; Sanchez,
2018).

Otro de los componentes a medir son los flavonoides, utilizando procedimientos
espectrofotométricos, para medir flavonoides totales es necesario mas de un método.
Algunos métodos de medicion se describen a continuacion: las flavonas y flavonoles son
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capaces de formar un complejo estable con el cloruro de aluminio produciéndose un
corrimiento batocrémico con intensificacion de la absorbancia a 425-428 nm, que puede ser
cuantificado por el método del cloruro de aluminio. Y la determinacion de flavononas y
dihidroflavononas, se basa en la capacidad de estos compuestos de reaccionar con el
2,4 dinitrofenilhidrazina para formar 2,4 dinitrofenilhidrazonas, compuestos coloreados, con
un maximo de absorbancia de 495 nm (Sanchez, 2018; Secretaria de agricultura, ganaderia,
desarrollo rural, pesca y alimentacion, 2017).

Para conocer la composicion de los propdleos de forma mas especificas se pueden
emplear otras pruebas como la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), la
cromatografia de capa fina, la cromatografia de gases, ademas de técnicas de identificacion
como la tecnologia de resonancia nuclear magnética, cromatografia de gases y espectroscopia
de masas (Huang et al, 2014).

Autores como Kocot et al (2018) reportan que el contenido fendlico total de los
extractos de propdleo varia de aproximadamente 30 a 200 mg de equivalentes de &cido galico
(GAE)/g de peso seco, y el contenido de flavonoides varia de aproximadamente 30 a 70 mg
de equivalentes de quercetina (QE)/g, mientras que la actividad de captacion de radicales
libres de DPPH oscila entre aproximadamente 20 y 190 pg/mL.
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3.3 ENFERMEDADES CRONICAS NO TRANSMISIBLES EN MEXICO

Desde principios del siglo XX, México ha tenido cambios importantes en el
comportamiento epidemioldgico de las enfermedades, esto asociado a los cambios
ambiéntales, demogréaficos, econémicos, sociales, culturales y los avances en el campo de la
atencion a la salud que han ido transformando las caracteristicas del pais y han influenciado
en el perfil epidemiolégico del mismo (Soto-Estrada et al, 2016).

Durante estos afios se ha observado un fenomeno que se puede denominar “Transicion
de riesgo”, ya que en la primera mitad del siglo XX la poblacion estaba expuesta a los riesgos
propios de un pais con desarrollo social e infraestructura naciente, que se caracteriza por
higiene deficiente, problemas de drenaje y esquema de vacunacion incompleta; esto cambio
con el desarrollo y la urbanizacion, y como consecuencia se han modificado las formas de
vida y surgido riesgos de exposicion distintos (Soto-Estrada et al, 2016).

Por ejemplo, el sedentarismo, el estres, asi como patrones alimentarios compuestos
por alimentos de alta densidad energética; estos son factores responsables de gran parte de la
carga global de la enfermedad, ya que han dado como resultado problemas como la obesidad
y otras enfermedades cronico-degenerativas a edades cada vez méas tempranas (Soto-Estrada
et al, 2016).

Las enfermedades no transmisibles se han convertido en el principal problema de
salud publica actual en México y en el mundo, estas enfermedades cronicas no infecciosas
progresan lentamente durante largos periodos de tiempo. Estos trastornos son en gran parte
prevenibles en cuanto a la mejora del estilo de vida (Moreno-Villares et al, 2019).

Con estos cambios en el estilo de vida existen estimaciones negativas de hacia donde
nos dirigimos en cuestiones de salud publica, una de ellas es que hacia el 2025, la mitad de
la poblacion sufrird alguna enfermedad crénica degenerativa, como el sobrepeso y obesidad,
que constituyen el primer paso al sindrome metabdlico, las dislipidemias y la hipertension
arterial, ademas de las complicaciones que se traen consigo; en la Figura 7 se muestran las
complicaciones derivadas del sobrepeso y la obesidad (Ruiz et al, 2020).
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Figura 7. Complicaciones por sobrepeso y obesidad (modificada) (Shamah et al. 2015).

De estas complicaciones podemos destacar la diabetes tipo 2 y la enfermedad
coronaria como las principales causas de muerte en la poblacién adulta. De una forma u otra
estas enfermedades no transmisibles se entrelazan dando lugar unas a otras (Rivas-Gomez et
al, 2018).

Por ejemplo, la obesidad supone un factor metabolico de riesgo para el desarrollo de
otras enfermedades no transmisibles, se asocia desde la infancia con un mayor riesgo de
alteraciones como el sindrome metabdlico, la resistencia a la insulina, la hipertension arterial,
problemas musculoesqueléticos, alteraciones del suefio y diabetes (Moreno-Villares et al,
2019).

En 2012 la Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn (ENSANUT) reportdé un
incremento de la prevalencia de sobrepeso y obesidad del 33.2 % en el grupo de 12 a 19 afios,
con mayor frecuencia en el sexo femenino, en el 2016 la prevalencia combinada de sobrepeso
y obesidad fue del 36.3 %, con un aumento de 1.4 puntos porcentuales en comparacion con
2012, y fue mayor en zonas urbanas que en zonas rurales, pero este Ultimo incremento un
2.7 % su prevalencia en comparacion con 2012 (Nieto-Zermefio et al, 2018).

Asi mismo la mortalidad cardio vascular, es un problema que va en aumento en
Meéxico, y tiene como factores de riesgo como la diabetes tipo 2, dislipidemias, hipertension,
sobrepeso y obesidad (Rivas-GOomez et al, 2018).
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Las dislipidemias representan un problema que desencadena otros aun mas graves,
son una de las principales determinantes del riesgo cardiovascular; las dislipidemias son
enfermedades comunes multifactoriales, los diferentes factores genéticos y ambientales
interactian para determinar los niveles de lipidos plasméaticos de una persona y una
poblacion; y evitarlas supone una mejora en la calidad de vida de muchos pacientes (Rivas-
GoOmez et al, 2018).

3.4 METABOLISMO DE LIPOPROTEINAS

Para hablar de problemas metabdlicos es necesario hablar del funcionamiento normal
del metabolismo, las lipoproteinas son moléculas esenciales (Figura 8) para el transporte de
lipidos en forma de triacilglicéridos, fosfolipidos, esteres de colesterol y colesterol libre, asi
como vitaminas liposolubles, utilizados como fuentes de energia, sintesis de lipidos para
depdsito, sintesis de hormonas y sales biliares (Woting & Blaut, 2016).
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Figura. 8. Esquema grafico de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y de baja densidad (LDL) (Badimén &
Padré, 2009).

Principales componentes proteinicos y lipidicos. Apo: apolipoproteina

Existen una gran variedad de lipoproteinas como las VLDL (lipoproteinas de baja
densidad), IDL (Lipoproteinas de densidad intermedia), HDL (Lipoproteinas de alta
densidad) y LDL (Lipoproteinas de baja densidad); para la captacién, transporte y
almacenamiento de los lipidos, y se involucran en maltiples procesos metabolicos (Woting
& Blaut, 2016).

Al ingerir un alimento, los &cidos biliares se sintetizan en el higado y se secretan en
el intestino delgado donde solubilizan los lipidos de la dieta a través de la formacion de
micelas. La emulsificacién aumenta la superficie de los lipidos y los hace accesibles a las
enzimas lipoliticas que no pueden entrar en las gotitas de lipidos. De ese modo, los &cidos
biliares promueven la escision de los lipidos, lo que da como resultado la liberacion de
2- monoacilglicerol (MAG) y acidos grasos libres (AGL), que posteriormente son absorbidos
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por los enterocitos mediante difusion pasiva y transportadores especificos (Woting & Blaut,
2016; Klop et al, 2013).

El colesterol es captado por los enterocitos a través del transportador de colesterol
especifico de la proteina Niemann-Pick C1 Like 1 (NPC1L1). Una vez en el enterocito, el
colesterol se transforma en ésteres de colesterol, mientras que AGL y MAG se ensamblan
nuevamente en TG. Finalmente, los esteres de colesterol y los TG se empaquetan junto con
fosfolipidos y apolipoproteina (apo)B48 para formar quilomicrones, posterior al ensamblaje,
los quilomicrones se secretan en los linfaticos y finalmente ingresan a la circulacion a través
del conducto toracico (Klop et al, 2013).

El higado sintetiza lipoproteinas ricas en TG llamadas lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), que aumentan postprandialmente cuando los TG y AGL derivados de los
alimentos llegan al higado. El ensamblaje de VLDL es bastante similar a la sintesis de
quilomicrones con la diferencia de que la apo B100 es la proteina estructural (y sus
remanentes, es decir, lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y lipoproteinas de baja
densidad (LDL)) (Klop et al, 2013).

Los quilomicrones y VLDL administran AGL a corazén, muasculo esquelético y tejido
adiposo para el gasto y almacenamiento de energia. Es necesaria una lipolisis adecuada de
las lipoproteinas ricas en TG para que los AGL se liberen en la circulacion, este proceso esta
regulado por varias enzimas y proteinas que actian como cofactores. En este caso la
lipoproteinlipasa (LPL) es la enzima principal para la lipolisis de TG en la circulacion y tiene
gran expresion en tejidos que requieren grandes cantidades de AGL, como los anteriormente
mencionados. LPL sirve como estacion de acoplamiento para quilomicrones y VLDL para la
adherencia al endotelio a traves de la proteina de unién de alta densidad 1 anclada a
glicosil- fosfatidinositol (GPIHBP1), ubicada en el lado luminal del endotelio. La cantidad
de AGL liberado de quilomicrones y VLDL depende de la actividad de LPL y esta es
estimulada por insulina (Klop et al, 2013).

Mientras que de manera contraria las apo C-I11 son un inhibidor de la LPL, pero
también de la lipasa hepética, en sangre las concentraciones plasmaticas de apo C-IlI se
correlacionan positivamente con los TG plasmaticos. Ademas, los quilomicrones compiten
con las VLDL enddgenas por accion de las LPL. Los AGL liberados son absorbidos por los
adipocitos y resintetizados en TG dentro del citoplasma donde la proteina estimulante de la
acilacion (ASP)/ via C3adesArg juegan un papel importante (Klop et al, 2013).

El receptor eliminador CD36 es el trasportador de AGL mejor caracterizado, este
abunda en musculo, tejido adiposo y el endotelio capilar, la expresion de CD36 se ve
aumentada por insulina y las contracciones musculares facilitando asi la captacion de AGL.
El aumento posprandial de insulina es de los mecanismos reguladores mas importantes para
el almacenamiento de combustible, ya que da como resultado la inhibicion eficaz de la lipasa
sensible a hormonas, enzima clave para la hidrdlisis de los lipidos intracelulares (Klop et al,
2013).
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A pesar de la captacion de AGL por los adipocitos y los miocitos, una proporcion de
estos permanece en el comportamiento plasméatico donde se unen a la albumina y se
transportan al higado y cuando el suministro de AGL para gasto energético es insuficiente,
el tejido adiposo puede movilizarlos para oxidarlo en tejidos que demandan energia, aqui
también puede participar la insulina ya que es un importante regulador de la movilizacion de
los AGL de tejido adiposo, y aqui se puede relacionar una patologia como lo es la resistencia
a la insulina con problemas del perfil lipidico (Klop et al, 2013).

Finalmente, los quilomicronesy las VLDL se encogen de didmetro durante el proceso
de lipolisis para formar restos de quilomicrones y LDL denso, respectivamente, los
remanentes de quilomicrones son absorbidos por el higado a través de diferentes vias
incluyendo la apo E, la lipasa hepatica, el receptor de LDL, entre otros. Mientras que la LDL
es captada principalmente por el higado a través del receptor de LDL, este receptor se recicla
y se vuelve a transportar a la superficie celular, sufre una degradacion lisosomica durante el
proceso de transferencia de la proproteina convertasa subtilisina / kexina tipo 9 (PCSK9). La
neutralizacion de PCSK9 aumenta la capacidad total de union de LDL de los hepatocitos, lo
que conduce a una reduccidn de las concentraciones de C-LDL (Klop et al, 2013).

Ademas del metabolismo de TG y LDL, el intestino y el higado también juegan un
papel importante en el transporte inverso de colesterol mediante la sintesis de particulas de
HDL, proceso que se retomara mas adelante. EI metabolismo de los lipidos es dinamico y
depende de multiples factores que, incluidos el estado postprandial, las concentraciones de
lipoproteinas ricas en TG, los niveles y la funcién de HDL, el gasto de energia, los niveles
de insulina y la sensibilidad y la funcion del tejido adiposo (Figura 9) (Klop et al, 2013).
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Figura 9. Metabolismo de las lipoproteinas (Aguillén-Osma et al, 2019).

Hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoAR), Receptores de las liporproteinas de baja densidad
(LDLr), Lipoproteinas de baja densidad (LDL), Lipoproteinas de alta densidad (HDL), Lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), Lipoporteinas de densidad intermedia (IDL).
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3.5 DISLIPIDEMIAS

Cuando existe una alteracién en el proceso de sintesis, transporte 0 metabolismo de
las lipoproteinas que altere la concentracion plasmatica de colesterol total o sus diferentes
fracciones transportadoras, asi como niveles plasmaticos de triacilglicéridos (TAGS) se
utiliza el termino dislipidemia. El diagnoéstico clinico se basa en los niveles séricos de las
lipoproteinas y de sus lipidos o el depoésito de ellos en la piel y tendones; y se recomienda
evaluar niveles de colesterol total, triglicéridos y colesterol-HD con pruebas de laboratorio
(Canalizo-Miranda et al, 2013; Furgione et al, 2009).

3.5.1 EPIDEMIOLOGIA

Existen informes de la prevalencia de anomalias lipidicas en la poblacion mexicana,
donde las encuestas nacionales son la principal fuente de evidencia. México es uno de los
pocos paises de América que ha actualizado periddicamente la prevalencia de las
enfermedades no transmisibles y sus factores de riesgo, y se ha registrado un incremento
progresivo de los niveles medios de colesterol plasmatico en el periodo de tiempo cubierto
por estas encuestas de salud (Rivas-Gomez et al, 2018).

En la primera encuesta nacional, ENEC, realizada en 1993, los niveles medios de
colesterol fueron de 182.7 mg/dL, en el segundo (ENSA, 2000) el valor medio aumenté a
197.5 mg/dL y 6 afios después en ENSANUT 2006 el nivel medio de colesterol fue de
198.5 mg/dL. La prevalencia de hipercolesterolemia (colesterol >200 mg/dL) pas6 de 27.1
% en 1993 al 43.6 % en 2006 con un aumento grave en el subgrupo mas joven de la
poblacion, tendencia que también se vio reflejada en el C-LDL ya que cerca de 8 millones de
mexicanos fueron candidatos a tratamiento farmacoldgico para disminuir riesgo
cardiovascular por C-LDL (Rivas-Gémez et al, 2018).

Gracias a estas encuestan también se obtienen datos como la anomalia descrita con
mayor frecuencia en México que es la hipoalfalipoproteinemia (C- HDL<40 mg/dl) presente
en el 60.5 % de la poblacién mexicana, con mayor prevalencia en hombres; asi mismo la
hipertrigliceridemia es mayor en México que en Estado Unidos o Europa (Rivas-Gomez et
al, 2018).

La hipertrigliceridemia es mas frecuente en adultos que viven en areas metropolitanas
0 en la region central del pais, los hispanos son mas susceptibles a presentarla, respecto al
género la prevalencia es mayor en hombres y existe un perfil lipidico més aterogénico en
individuos de 55 y 64 afios (Rivas-Gémez et al, 2018).

La poblacion mexicana tiene una gran diversidad social y étnica por lo que la
prevalencia de dislipidemia difiere entre las regiones del pais, por ejemplo, las areas del
noreste, especialmente en ciudades industrializadas, tienen prevalencia en enfermedades
cardiovasculares y sus factores de riesgo incluyendo en esta tendencia a nifios y
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adolescentes en contraste los estados del sur de México tienen baja prevalencia de
hipercolesterolemia (Rivas-Gomez et al, 2018).

3.5.2 CLASIFICACION

Las dislipidemias de forma préactica se distribuyen en dos grupos: primarias o
secundarias, donde las primarias responden a mutaciones genéticas y se sospechan cuando
se producen en nifios o en enfermedades arterioescleréticas prematuras (menores de 60 afios).
Las secundarias constituyen la mayoria de los casos en adultos, donde la causa mas comin
es el estilo de vida sedentario con ingesta elevada de grasas saturadas y colesterol, ademas
de factores como Diabetes mellitus tipo 2, consumo excesivo de alcohol, insuficiencia renal
cronica, hipotiroidismo, cirrosis hepatica primaria y algunos farmacos (Miguel, 2009).

Las dislipidemias fueron clasificadas inicialmente por Friedrickson en 1967 en cinco
tipos; basandose en el fenotipo lipoproteico encontrado mediante electroforesis o ultra
centrifugacion (Tabla 2). Sin embargo, esta clasificacion en teoria es meramente orientativa,
ya que los pacientes podrian no clasificarse dentro de un solo tipo al presentar combinaciones
de las alteraciones (Aguirre et al, 2016).

Tabla 2. Dislipidemias: Clasificacion de Friedrickson (Aguirre et al, 2016).

Dislipidemia Caracteristicas
Tipo | 0 Quilomicronemia familiar Hay elevacion de quilomicrones por defectos de
las lipoproteinlipasa y/o de la Apo-C-II
Tipo lla o Hipercolesterolemia familiar Es la forma mas frecuente, caracterizada por la

elevacién de la lipoproteina de baja densidad
(LDL) debido a defectos del receptor de la LDL
y/o de la ApoB-100

Tipo Ilb o Hiperlipidemia familiar combinada | Existe elevacion de la lipoproteina de baja
densidad y de la lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL), esto por un incremento de la
produccion de VLDL a nivel hepético.

Tipo 111 o disbetalipoproteinemia Hay elevacion de las lipoproteinas de densidad
intermedia debido a una alteracion de las ApoE
Tipo IV o Hipertrigliceridemia familiar Caracterizada por un aumento de las

lipoproteinas de muy baja densidad, debido a la
alteracion del gen de la ApoA-V

Tipo V o Hipertrigliceridemia end6gena Elevacion de las VLDL y quilomicrones,
disminucion de laaccion de la lipoproteinlipasa,
por defectos del gen de la ApoA-V y de la
Proteina 1 fijadora de lipoproteinas de alta
densidad enlazada al glucosilfosfatidilinositol
(GPIHBP1)
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3.5.3 DIAGNOSTICO

El diagndstico clinico de una dislipidemia debe ser considerado en hombres y mujeres
a partir de 20 afos e independientemente de la edad en las personas con factores
heredofamiliares incluyendo la enfermedad coronaria precoz. Los pacientes de los que se
sospecha una dislipidemia son aquellos que presentan factores como hipertension arterial,
tabaquismo, diabetes, sedentarismo, consumo de alcohol, obesidad e incluso en personas sin
ningun riesgo aparente. El diagndstico temprano tiene como finalidad evitar un problema
cardiovascular futuro (Diaz et al, 2018).

La deteccion de dislipidemias debe incluir la historia clinica completa y un examen
fisico integral que registre variables antropométricas de peso, estatura, indice de masa
corporal y perimetro abdominal; sin embargo, el diagnéstico preciso de este trastorno se basa
en la determinacion del perfil de lipidos en sangre: colesterol total, colesterol ligado a las
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) y triacilglicéridos. Al obtener los datos anteriores se
puede conocer la concentracion de C-LDL gracias a una formula o realizarse de forma directa
segun sea los elementos que se tengan disponibles en el laboratorio de anélisis clinico (Diaz
et al, 2018).

La Norma Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2012, para la prevencién, tratamiento
y control de las dislipidemias, indica que se debe tener como referencia para el diagnostico
y tratamiento los niveles de C-LDL y su disminucién. El estandar de oro para la medicion
directa de la concentracion de C-LDL, es el procedimiento de -cuantificacion
(centrifugacidn-precipitacion quimica) que requiere una ultracentrifuga con la que no se
cuenta en la mayor parte de los laboratorios institucionales y privados, por lo cual es
acostumbrado utilizar la formula de Friedewald para deducir la concentracién de C-LDL,
asumiendo que las VLDL (very low density lipoprotein-lipoproteina de muy baja densidad)
son las principales lipoproteinas ricas en TG presentes en el ayuno prolongado y que en estas
el colesterol representa la quinta parte de la masa lipoproteica. Esta estimacion es la preferida
en muchos casos sin embargo se evita cuando existe hipertrigliceridemia > 400 mg/dL y
comienza a perder sensibilidad a partir de TG > 200 mg/dL (Diaz et al, 2018).

Formula de Friedewald:

C-LDL= Colesterol Total (CT) - Colesterol Unido a Proteinas de Alta Densidad (C-HDL)
— (Triacilgliceridos (TG) /5)

Una vez realizado el diagnostico de dislipidemia es importante establecer la
clasificacion y gravedad de esta para tomar una decision en cuanto a tratamiento. De acuerdo
con la NOM- 037-SSA-2002 y su mejora del 2012 los niveles de lipidos en sangre se
clasifican de acuerdo con su concentracion sanguinea (Tabla 3), ademas de proporcionarnos
una clasificacion de las dislipidemias que complementa la informacién anteriormente
mencionada:
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Tabla 3. Niveles de concentracion sanguinea de lipidos en mg/dL y clasificacién de las dislipidemias
como enfermedad (Secretaria de salud, 2003).

Clasificacion medica de las dislipidemias

Valores recomendables CT <200, C-LDL <130, TG <150 y C-HDL <35
Valores limitrofes CT 200-239, C-LDL 130-159, TG 150-200
Hipercolesterolemia Recomendable CT mayor 200

TG menor 200
C-LDL igual o mayor a 130

Leve CT de 200-239
Moderada CT de 240-300
Severa CT mayor de 300
Hipertrigliceridemia TG mayor de 200
CT menor de 200 y C-LDL menor de 130
Dislipidemia mixta o combinada CT mayor de 200

TG mayor de 200
C-LDL igual o mayor a 130
Hipoalfalipoproteinemia C-HDL menor de 35
CT: Colesterol total, C-LDL: Colesterol de baja densidad, TG: triacilglicéridos, C-HDL.: Colesterol de alta densidad,
mg/dL: miligramos/decilitro.

3.5.4 TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO

La base de la prevencién y tratamiento de las enfermedades cardiovasculares consiste
en la adopcidén de un estilo de vida saludable con modificaciones que permitan disminuir las
concentraciones de C-LDL y C- no HDL (Diaz et al, 2018).

Respecto a la dieta se sugiere el consumo de patrones de alimentacion como la dieta
DASH (Diestry Pattern to Stop Hypertension), la dieta mediterranea, o la dieta propuesta por
la Asociacion Americana del Corazon. Estos patrones alimenticios suelen tener un alto
contenido de frutas, verduras, granos enteros, nueces, leguminosas, cereales altos en fibra,
productos lacteos bajos en grasas, pescado, carne magra y pollo sin piel. Ademas, la ingesta
de grasas saturadas debe limitarse a < 7 % del consumo calérico del dia, < 1 % a las grasas
trans, < 200 mg/dia de colesterol y disminuir el consumo de azucares; y evitar habitos como
el consumo de tabaco y alcohol (Aguilar et al, 2020; Canalizo-Miranda et al, 2013).

La actividad fisica suele ser parte de este tratamiento no farmacoldgico, definida por
la Organizacion Mundial de la Salud como a cualquier esfuerzo que implique un gasto
energético mayor al reposo. Es importante sefialar que dicha actividad debe ser monitoreada
en todo momento y debe tener especial cuidado en personas con casos de diabetes o
hipertension con mas de 10 afios de evolucion clinica y cuando estén presentes otros factores
de riesgo cardiovascular, neuropatia, retinopatia proliferativa o albuminuria (Canalizo-
Miranda et al, 2013).

En la préactica clinica, se incluye el grado de adiposidad central determinado por la
circunferencia abdominal donde > 94 y > 80 cm representa un riesgo incrementado para
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hombres y mujeres respectivamente; cuando existen medidas > 102 en Hombres y > 88 cm
en Mujeres es un riesgo sustancialmente incrementado (Aguilar et al, 2020).

La modificacion del estilo de vida es indispensable, sin embargo, puede ser
insuficiente para lograr el objetivo principal un ajuste en la concentracién de lipidos que
permita disminuir el riesgo cardiovascular, en este punto es cuando el tratamiento
farmacoldgico de las dislipidemias es requerido para el tratamiento del riesgo cardiovascular;
mejorando el perfil de lipidos, retardando el progreso de arterioesclerosis, estabilizando las
placas propensas a la ruptura, disminuyendo el riesgo de trombosis arterial y mejorando el
prondstico cardiovascular (Canalizo-Miranda et al, 2013).

3.5.5 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

El tratamiento farmacoldgico incluye la administracion de farmacos como estatinas,
inhibidores de la reabsorcion de colesterol como ezetimiba, inhibidores de la proteina
convertasa subtilisina/kexina tipo 9 y fibratos (Secretaria de Salud, 2003; Aguilar et al, 2020).

Se recomienda el tratamiento farmacoldgico en pacientes con riesgo cardiovascular
alto, pacientes con riesgo intermedio o bajo con concentracion de lipidos méas de 10 % arriba
del nivel deseado, pacientes con riesgo intermedio 0 bajo que no alcanzan en 3 meses valores
deseables o pacientes que no respondieron a las intervenciones no farmacoldgicas. En
pacientes con sindrome coronario es necesario el inicio inmediato del tratamiento
farmacologico con dosis altas de estatinas, siendo la meta terapéutica un C-LDL < 70 mg/dL
y una proteina C reactiva de alta sensibilidad < 2 mg/L (Secretaria de Salud, 2003; Aguilar
et al, 2020).

El objetivo del tratamiento farmacoldgico es la mejora de la calidad de vida y la
disminucion de riesgo cardiovascular, ademas se debe informar las posibles reacciones
adversas y los costos de seguir el tratamiento.

- Estatinas.

Son los farmacos maés estudiados en la prevencion de la enfermedad cardiovascular,
revolucionaron el tratamiento de los hipercolesterolemias y permitieron reducir el riesgo
coronario y cerebrovascular mejor que otros farmacos hipolipemiantes (Diaz et al, 2018).

Reducen la sintesis de colesterol a nivel hepatico por la inhibicién competitiva de la
enzima hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA). La reduccion de las
concentraciones a nivel intracelular del colesterol reduce la expresién del receptor de LDL
en la superficie del hepatocito lo cual resulta en un aumento de la extraccion del C-LDL de
la sangre y secundariamente disminuye las concentraciones de C-LDL circulante y apoB,
incluyendo particulas de triacilglicéridos. En la Figura 10 se muestran algunas de las
estructuras de las variaciones de las estatinas (Canalizo.Miranda et al, 2013).
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Figura 10. Ejemplo de algunas estructuras de estatinas (Chegwin-Angarita et al, 2012).
- Inhibidores de la absorcién de colesterol (Ezetimiba).

Inhibe de forma selectiva la absorcidn intestinal del colesterol dietario y biliar, se
utiliza principalmente como adyuvante del al tratamiento con estatinas para pacientes que
requieren mas reduccion en el colesterol LDL. Actua en el borde en el cepillo de la mucosa
del intestino delgado, donde inhibe a la proteina trasportadora de esteroles. Al reducir el
almacén hepatico de colesterol, aumenta de manera concomitante la expresion de los
receptores de LDL, lo que hace descender las concentraciones del C-LDL sérico (Figura 11)
(Aguilar et al, 2020, Secretaria de salud mexicana, 2013).
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Figura 11. Estructura quimica de Ezetimiba. (National Center for Biotechnology Information, 2020b)
- Inhibidores de la proteina convertasa subtilisina/kexina 9 (PCSK9).

Los inhibidores de la PCSK9 son anticuerpos monoclonales que se unen a la PCSK9
blogueando el sitio de union al receptor de LDL. Si la PCSK9 no se une al receptor de LDL,
este no se degrada, es reciclado y enviado de nuevo a la superficie celular. El incremento en
la depuracion del C-LDL es la razén de la disminucion de sus concentraciones sericas
(Aguilar et al, 2020).

Est&n indicados en pacientes con hipercolesterolemia familiar heterocigota, pacientes
con C-LDL > 130 mg/dL aun cuando cuentan con un tratamiento optimo y pacientes con
hipercolesterolemia familiar y cardiopatia isquémica con C-LDL > 70 mg/dL. Sin embargo,
el precio tan elevado de los inhibidores en México ha obligado a ser muy cuidadosos en la
eleccion de pacientes para este tipo de terapia (Diaz et al, 2018).

- Fibratos.

Son un grupo de farmacos que activan los receptores nucleares PPAR-alfa y la
transcripcion de distintos lipidos que actlan sobre el metabolismo lipidico, su efecto
primordial es disminuir los triacilglicéridos plasmaticos un 20-50 %, con un aumento 10
al 15 % del C-HDL y un efecto poco notable sobre los niveles de C-LDL, y en las figuras 12
y 13 podemos observar dos ejemplos de estructuras quimicas de fibratos (Diaz et al, 2018).
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Figura 13. Estructura quimica de clorofibrato.

Figura 12. Estructura quimica fenofibrato. (National (National Center for Biotechnology Information,
Center for Biotechnology Information, 2020c). 2020a).

- Secuestrantes de acidos biliares.

Estas son resinas de intercambio anionico, utilizados principalmente como
coadyuvantes al tratamiento con estatinas. Reducen el colesterol al unirse a los &cidos biliares
dentro del intestino, impidiendo la reabsorcion de los acidos biliares y el ciclo enterohepatico,
aumentando la conversion de colesterol en acidos biliares y el nimero de receptores de
lipoproteinas de baja densidad hepaticos dando como resultado un mayor aclaramiento y
disminucion de los niveles de C- LDL (Karr, 2017; Secretaria de salud mexicana, 2013).

- Acidos omega 3 (EPA o DHA).

Coadyuvantes en el tratamiento de las alteraciones lipidicas, en dosis altas tienen
efectos hipolipemiantes, fundamentalmente sobre triacilglicéridos plasmaticos en situacion
de ayuno como en postprandial. Estos modulan diversos genes relacionados con el
metabolismo lipidico e inhiben la sintesis hepatica de las VLDL y por lo tanto reducen los
niveles de triacilglicéridos (Figura 14) (Diaz et al, 2018).

Acido Eicosapentaenoico (C 20:5)
(EPA)

COOH

MANANNAN

Acido Docosahexaenoico (C 22:6)
(DHA)

Figura 14. Acidos grasos. (Modificado de Carrero, 2005)
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3.6 RADICALES LIBRES

Los seres humanos necesitan oxigeno (O2) para la produccion de energia, sin
embargo, el exceso de oxigeno en las células es nocivo debido a la formacion de especies
reactivas generadas durante la oxidacion. Para contrarrestar el efecto nocivo del oxigeno y
derivados la célula cuenta con mecanismos capaces de remover los productos toxicos del Oo.
Estos mecanismos de defensa son conocidos como sistemas antioxidantes, encargados de
mantener el equilibrio de las reacciones de oxido reduccion y sobrevivencia celular, entre los
gue se encuentran enzimas y secuestrantes de electrones (Sanchez-Valle & Méndez-Valle,
2018).

Los radicales libres son componentes que contienen en su estructura uno 0 méas
electrones no apareados, este es capaz de reaccionar con multiples biomoléculas a través de
la oxidacion. Existen dos tipos: Especies reactivas de oxigeno y Especies reactivas de
Nitrégeno. Dentro de los oxidantes encontramos a los radicales superdxido (O2"), hidroxilo
(OH), peroxilo (ROQ), alcoxilo (RO) e hidroperoxilo (HOz). En la Tabla 4 podemos ver
algunos ejemplos de estos radicales (Sanchez-Valle & Méndez-Valle, 2018; Mora et al, 2019;
Bonamigo et al, 2017).

Tabla 4. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno generadas en el cuerpo (Aguilar- Paredes et al, 2018;
Sanchez-Valle & Méndez Sanchez, 2018).

No radicales Radicales
Ozono (0s) Hidroperoxilo (H-O-O)
Perdxido de Hidrdgeno (H20,) Alcoxilo (ROY)
Acido hipocloroso (HOCI) Peroxilo (R-O-0)
Acido hipobromoso (HOBT) Hidroxilo (OH)

Superoxido (027)
Oxigeno singulete (O,)

Acido nltroso (HNO,) Oxido nitrico (NO)
Catién nitrosil (NO*) Dio6xido de nitrégeno (NO2)
Anioén nitrosil (NO") Radical nitrato (NOs)

Tetradxido di-nitrogeno (NO204)
Peroxinitrito (ONOO)
Acido peroxinitroso (ONOOH)

Los radicales libres pueden ser formados a partir de alguno de los siguientes mecanismos
(Mora et al, 2019):

1. Transferencia de electrones, en la que se produce transmision de un electron desde
una molécula a otra.

2. Perdida de un electron en una molécula.

3. Ruptura hemolitica de un enlace covalente de cualquier molécula de manera que cada
fragmento resultate conserva un electrén de los apareados en el enlace.
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Esto mediante reacciones enzimaticas 0 no enzimaéticas; en las enzimaticas se ven
involucradas enzimas como xantin-oxidasa, indolamina dioxigenasa, galactosa oxidasa,
ciclooxigenasas, lipoxigenasa, monoamino-oxidasa y NADPH oxidasa; forman especies
reactivas de oxigeno debido a la cadena respiratoria celular, sintesis de prostaglandinas,
fagocitosis y sistema citocromo P450. Por otro lado, las no enziméticas sucede cuando el
oxigeno reacciona con compuestos inorganicos o cuando la célula se expone a radiaciones
ionizantes (Mora et al, 2019).

La formacidn de radicales libres suele ser una reaccion en cadena, ya que una vez que
se forma y logra obtener un electron de alguna molécula cercana (reduccion) para
estabilizarse, la molécula que era estable pierde su electron (oxidacion), y ahora se convierte
en un radical libre, las fuentes de estos radicales pueden ser intrinsecas como mitocondrias,
lisosomas y peroxisomas. Por reacciones de activacion celular, inmunoldgicas,
envejecimiento, cancer, estrés mental, entre otras. O pueden producirse a partir de factores
externos como el consumo de alcohol, tabaco o exposicion a xenobidticos (Mora et al, 2019).

3.6.1 ESTRES OXIDATIVO

En concentraciones bajas los radicales libres juegan un rol importante en la
sefializacion intracelular y la defensa contra patdgenos, ya que procesos como fosforilacion,
activacion de factores de transcripcion, apoptosis e inmunidad dependen de una produccion
apropiada y baja de radicales libres, sin embargo, el proceso donde existe un desequilibrio al
aumentar el contenido intracelular de radicales libres, haciendo que las defensas
antioxidantes de la célula sean incapaces de inhibir el dafio que estos generan a los lipidos,
DNA y proteinas se llama estrés oxidativo. El estrés oxidativo puede ser capaz de inducir
enfermedades crénicas degenerativas, acelerar el proceso de envejecimiento o desarrollo de
patologias agudas, patologias como céancer, diabetes mellitus, alzhéimer, hipertension o
artritis (Mora et al, 2019; Aguilar- Paredes et al, 2018).

3.6.2 ANTIOXIDANTES

A los antioxidantes los podemos definir como cualquier sustancia presente en bajas
concentraciones que tiene la capacidad de inhibir o retrasar la oxidacion, estos pueden:
disminuir la concentracion de oxidantes, evitar la iniciacion de la reaccion en cadena al evitar
que se formen los primeros radicales, uniéndose a iones metalicos para evitar la formacion
de especies reactivas transformando los peréxidos en productos menos reactivos, deteniendo
la propagacion y el aumento de los radicales (Aguilar- Paredes et al, 2018; Sanchez-Valle &
Méndez-Valle, 2018).
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En condiciones fisioldgicas el organismo neutraliza los radicales libres mediante distintas
reacciones en donde se involucran los antioxidantes, estas son las reacciones REDOX las
cuales permiten mantener la homeostasis celular. Existen distintos tipos de antioxidantes:

1. Endogenos: depende el tejido en que se encuentran (Mora et al, 2019):

e (Catalasa: Presenta dos funciones: catalitica y per oxidativa, forma parte del
sistema catalasa/superdxido dismutasa el cual interactia cuando existen altas
concentraciones de peroxido de hidrogeno.

e Superdxido dismutasa: Tiene como cofactores el cobre, zinc, hierro y manganeso,
estas enzimas dismutan el oxigeno y su principal funcién es la proteccion contra
el anion superodxido.

e Glutatidon peroxidasa: Enzima dependiente de selenio, cataliza la reduccion del
perdxido de hidrogeno a lipoperdxido.

2. Exogenos: los cuales se oxidan al neutralizar el radical libre conociéndose como
molécula suicida (Mora et al, 2019):

e Alfa tocoferol (Vitamina E): Neutraliza el oxigeno singlete, captura radicales
libres de hidroxilo, captura Oz, neutraliza perdxidos.

e [ carotenos: Neutralizan el oxigeno singlete.

e Ascorbato (Vitamina C): Neutraliza el oxigeno singlete, captura radicales
libres del hidroxilo, captura O, regenera la forma oxidada de la vitamina E.

e Flavonoides y licopenos.

3.6.3 PROPOLEO COMO ANTIOXIDANTE

Una de las caracteristicas mas importantes y mejor descritas de los propoleos es que
poseen propiedades antioxidantes, su composicion es una fuente de reserva de fenoles,
flavonoides y taninos, por lo tanto, ayuda a inhibir el oxigeno singlete y elimina los radicales
libres para minimizar el dafio molecular de la célula (Sanchez et al, 2018; Ahmed et al, 2017).

Para conocer la actividad antioxidante se emplean biomarcadores de estrés oxidativo
e indicadores del dafio oxidativo de lipidos y marcadores como el malondialdehido. La
estructura quimica de los componentes del propoleo como lo son polifenoles y los
flavonoides son los constituyentes antioxidantes capaces de eliminar radicales libres
(Braakhuis, 2019).

Varios de los compuestos presentes poseen fuerte actividad antioxidante y anti
radicales incluidos pinocembrina, crisina y pinobanksina; en las pruebas de DPPH y ORAC,
la pinobanksina-3-acetato ha sido indicada como el componente antioxidante mas fuerte
(Cornara et al, 2017).
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La presencia de grupos fendlicos en las moléculas de flavonoides les confiere la
actividad antirradical porque los radicales formados durante la captacion estan estabilizados
por la resonancia. Las amirinas se ha informado que exhiben numerosas propiedades
beneficiosas incluyendo la propiedad antioxidante. En la investigacion cientifica, se utilizan
extractos de propoleos y polen de abeja debido a que contienen mayores cantidades de
componentes bioactivos (Kocot et al, 2018).

Como se ha mencionado la capacidad antioxidante de un propdleo depende de su
composicion, por ejemplo, el propoleo verde brasilefio se cree que presenta alta actividad
antioxidante gracias a los compuestos fenélicos diferentes de los flavonoides como Acido
3,4,5-tricafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico, acido 4,5-dicafeoilquinico y artepilina C
(Kocot et al, 2018).

Otros compuestos identificados en el propdleo como el 4cido cafeico, la epigenina y
los triterpenos se describen como importantes bloqueadores de la quinasa oncogenica PAK1,
conocida por ser responsable de variedad de padecimientos como enfermedades infecciosas,
alzheimer, enfermedad inflamatoria, diabetes, hipertension, obesidad y cancer (Bonamigo et
al, 2017).

Los polifenoles y flavonoides son componentes importantes que contribuyen a la
calidad funcional, el color y el sabor de los productos apicolas y sirven como poderosos
antioxidantes debido a la capacidad de donar hidrogeno de sus grupos hidroxilo, asi como a
su capacidad para donar electrones para detener la produccion de radicales como resultado
del estrés oxidativo. La estructura quimica (Figura 15) de los flavonoides es importante para
una mayor capacidad antioxidante, ejemplo de ello es la presencia en el anillo B de la
estructura catecol u orto-dihidroxi, la presencia de un doble enlace en la posicion 2 y 3 del
anillo C, y la presencia de un grupo hidroxilo en las posiciones 3 y 5 del anillo A (Ahmed et
al, 2017; Rodriguez et al, 2020).

Flavonoide

Figura 15. Estructura basica de los flavonoides (Martinez-Fldrez et al, 2002).

Los taninos son otra subclase importante de compuestos fendlicos solubles en agua y
exhiben importantes propiedades astringentes, antimicrobianas y antioxidantes (Ahmed et al,
2017).
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Otro de los componentes importantes del propoleo es la quercetina, esta es un compuesto
fendlico, que posee propiedades antioxidantes lo que le ha dado popularidad en los estudios
acerca de esta actividad, esta se manifiesta principalmente a través de su efecto sobre el
glutation, la via enzimatica, las vias de transduccion de sefiales y las especies reactivas de
oxigeno, aumenta la capacidad antioxidante al regular los niveles de GSH (Xu et al, 2019).

Al generarse radicales libres de oxigeno en el cuerpo, la superéxido dismutasa (SOD)
captura rapidamente O% y lo transforma en H,O,, esta enzima cataliza aln mas la
descomposicion de H202 a H2O esta reaccion requiere a GSH como donante de hidrégeno,
estudios en animales y células encontraron que la quercetina induce la sintesis de GSH (Xu
et al, 2019).

En el propdleo de abejas nativas sin aguijon se han identificado altos niveles de
flavonoides, acidos fendlicos y terpenoides que mostraron una actividad antioxidante y
antimicrobiana prometedora. Se ha informado de 51 compuestos fenolicos en el propoleo de
Melipona subnitida, en el prop6leo de M.fasciculate 11 compuestos en su mayoria acidos
fenolicos y taninos hidrolizables como responsables de actividad antioxidante (Al-
Hatamlehet et al, 2020).
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CAPITULO 4

PROPOLEO Y DISLIPIDEMIAS

4.1 PROPOLEOQ Y DISLIPIDEMIAS EN MODELOS ANIMALES

Se recopild informacion de diferentes articulos los cuales hablan del efecto del
propdleo en el perfil lipidico, ya sea como objetivo principal de la investigacion que realizan
0 como estudios secundarios o complementarios a la misma.

Segun un estudio bibliométrico publicado en 2018 por Senel & Demir sobre la
apiterapia, entendiendo este término como el uso médico y aplicacion de los productos de
abejas, se encontrd que Brasil ocupd el primer lugar en publicacion de articulos, seguido de
Estados Unidos, China, Japén y Turquia; por lo que posicionar a México en este ranking
representa una oportunidad dada la diversidad de abejas presentes en el pais (Senel & Demir,
2018).

En los diferentes estudios presentados se destaca el uso de modelos animales,
destacando el modelo obesidad inducida por la dieta que imita el efecto de la obesidad
humana mejor que el modelo de obesidad genética, la obesidad inducida por dieta trata de
administrar una dieta con alto contenido de grasas que conduce a la obesidad, hiperglucemia
¢ hiperlipidemia (OrSoli¢ et al, 2019).

La disponibilidad de modelos animales de obesidad proporciona una herramienta
experimental para estudiar esta patogénesis, ya que estos modelos tienen similitud con la
patogénesis humana, y presentan hiperfagia, hiperinsulinemia e hiperlipidemia. Ademas,
proporcionan herramientas Utiles ya que factores de confusion como la diversidad genética,
el género, la dieta y la edad puede afectar en los estudios en humanos, pero aqui pueden ser
controlados facilmente (Martins & Redgrave, 2004).

El primer ejemplo de estudio fue llevado a cabo con extracto etandlico de propoleo
nigeriano el cual mejoro la dislipidemia diabética al aumentar los niveles de HDL y disminuir
los niveles de VLDL en ratones diabéticos inducidos con una inyeccion intraperitoneal de
aloxano, bajo tratamiento por 42 dias (Oladayo, 2016).

El analisis quimico revel6 que el propdleo se compone de alcaloides en cantidades
apreciables, pareciendo estos los méas predominantes, y esteroides, glucosidos, saponinas y
taninos en cantidades moderadas, flavonoides y flobataninos estan en cantidades minimas,
con compuestos fendlicos presentes. Durante la experimentacién se manejaron dosis de 200
y 300 mg/kg de propodleo, administrados por via oral disuelto en Tween 80 (polisorbato 80)
en proporcion 200 mg de prop6leo/l mL de Tween 80; y los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 5 (Oladayo, 2016).
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Tabla 5. Efecto del tratamiento de ratas diabéticas inducidas por aloxano sobre hemoglobina
glicosilada, VLDL y HDL reportado por Oladayo (2016).

Grupo HbAlc (%) VLDL (mg/dL) HDL (mg/dL)

Control 5.01+0.42 26.4620.88 38.14+0.78
Diabetes sin tratamiento | 8.89+1.40"™ 50.85+1.57 > 19.21+1.07°"
Diabetes con EENP | 6.76+0.50%" 45,90+1.64°" 41.00+1.51%
200mg/kg

Diabetes con EENP | 6.58+0.022%" 37.36+1.25 0 33.00+0.73%™
300mg/kg

Metformina (150 mg/kg) | 6.85+0.22 %" 48.53+1.97 " 32.55+2.42™

2 Significa diferente de los diabéticos no tratados, ® Significa diferente del control. ™ p<0.05, ™ p<0.01 y
"™ P<0.001, EENP: extracto etandlico de propéleo nigeriano, VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad,
HDL.: Lipoproteinas de alta densidad, HbAlc: Hemoglobina glicosilada.

En los animales diabéticos tratados con propoleo los niveles de VLDL en las ratas del
grupo de 200 mg/kg del propdleo no cambiaron de manera significativa en comparacion de
las ratas sin tratar, mientras que las ratas del grupo de 300 mg/kg tenian niveles de VLDL
disminuidos significativamente, en cuanto a los niveles de HDL estos aumentaron
significativamente en las ratas del grupo de 200 y 300 mg/kg de propoleo en comparacion
con el grupo no tratado. Por lo que se podria estimar que a casi cualquier dosis de las
utilizadas existe un efecto en HDL, pero se requieren dosis mayores a 300 mg/kg para causar
efectos en VLDL. Aun con estos resultados el autor plantea la busqueda de los componentes
especifico en la muestra de propdleo que tienen este efecto (Oladayo, 2016).

Otro efecto positivo que se logro apreciar fue que la hemoglobina glicosilada se
redujo significativamente en los grupos tratados con propdleo, sugiriendo una mejoria de la
hiperglucemia comparada con el grupo no tratado, y en ambas dosis de propéleo se observé
mejora en la pérdida de peso que acompafia a la diabetes (Oladayo, 2016).

Otro estudio publicado en 2018 mostrd que el propoleo redujo los niveles de
triacilglicéridos, colesterol total y LDL, y a su vez aumento los niveles de HDL en ratones
hiperlipidémicos a causa de Triton-WR1339 (Huang et al, 2018).

En este utilizaron ratones C57BL/6, que es una cepa de ratones de las mas utilizadas
debido a que su genoma ha sido secuenciado, utilizado en una amplia variedad de areas de
investigacion incluidas la biologia cardiovascular, diabetes y obesidad e inmunologia
(Montes, 2018).

El propdleo se administrd por sonda intragastrica en dosis de 30 y 60 mg/kg de dos
propoleos diferentes comparando el efecto de propdleo con fenofibrato (30 mg/kg) y la
administracion duro una semana (Huang et al, 2018).
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Figura 16. Efecto del propdéleo sobre niveles de TG y TC en ratones hiperlipidémicos inducidos por
Triton-1339W reportado por Huang et al (2018).
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Figura 17. Efecto del propoleo sobre niveles de HDL y LDL en ratones hiperlipidémicos inducidos por
Triton-1339W reportado por Huang et al (2018).
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Al inyectar Triton WR-1339, aumentan niveles de AST y la ALT indicando que la
hiperlipidemia afecta la actividad de las enzimas hepaticas y dafia el higado, pero el propoleo
reduce la actividad de estas, igualmente aumenta la actividad de la SOD y disminuye los
niveles de malondihaldehido verificando que el propdleo tiene un papel importante en los
lipidos hepaticos por oxidacion (Huang et al, 2018).

Asi mismo se detectaron los niveles de expresion de los transportadores de lipidos:
ABCA1, ABCGS, LDLR y SR-B1 por Western Blot, estos disminuyeron en grupo modelo y
aumentaron posterior a la intervencion de los propoleos y él fenofibrato, sugiriendo la
regulacion positiva del propdleo. Por lo tanto, en este articulo se especula que el propéleo
puede reducir los lipidos en sangre al aumentar el nivel de expresion de los transportadores
de colesterol y promover el transporte inverso del mismo (Huang et al, 2018).
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Un tercer estudio publicado por Orsoli¢ et al (2019) propone el uso de extracto
etanolico de propoleo (EEP) croata como un complemento alimenticio para ayudar a los
trastornos hiperlipidemicos.

El propdleo contenia 152.33 +2.59 mg/g de Fenoles totales, 59.99+2.04 mg/g de
flavonoides totales y 9.68+0.07 mg/g de &cido fendlicos totales; mediante HPLC detectaron
la concentracién de polifenoles: quercetina 0.28 %, naringenina 0.63 %, acido cafeico
1.32 %, galagina 2.12 %y crisina 2.14 % (OrSoli¢ et al, 2019).

Se utilizaron ratones con obesidad inducida mediante una dieta alta en grasas (HFD)
cuya fuente principal era aceite de semilla de girasol comestible (0.1 mL/dia), la
administracion de propoleo fue de la siguiente manera HFD, HFD + EEP a una dosis de 50
mg/kg o EEP (50 mg/kg) una vez al dia durante 30 dias mediante una sola aplicacion
intragastrica. EI EEP fue disuelto en etanol y posteriormente en agua, el grupo control fue
administrado con agua y etanol, el volumen total administrado fue 0.2 mL/dia; y se recolect6
una Unica muestra de sangre en el dia 30 (Or$oli¢ et al, 2019).

Los resultados mostraron que los ratones pertenecientes al grupo de dieta alta en
grasas y propoleo tenian niveles mas altos de C-HDL en comparacién con los ratones solo
alimentados con dieta alta en grasas, asi mismo presentaban niveles mas bajos de TAG y
C- LDL; este resultado sugiere que el extracto etanolico de propoleo puede regular
eficazmente los TAG y Colesterol en animales con una dieta alta en grasas con posible efecto
beneficioso en hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (Or3oli¢ et al, 2019).

Tabla 6. Efecto del tratamiento de propéleo sobre perfil lipidico en ratones alimentados con una dieta
alta en grasas reportada por OrSoli¢ et al (2019).

Tratamientos
Parametros Control HFD HFD+EEP EEP
Suero C-HDL (mg/dL) | 45.23+3.19 38.94+3.97 42.31+3.49 41.56+2.51
C- LDL (mg/dL)? | 9.22+0.78 35.11+0.75*, ¥ 22.89+0.86*,V 3.61+0.44* V.V
TC (mg/dL) 77.79+1.76 112.81+1.85 * ¥ | 91.53+1.63*V 63.57+1.68*,V, V¥
TG (mg/dL) 116.66+3.06 | 193.82+2.87 * ¥ | 131.70+2.81*,V | 91.93+2.05*V,V¥
Higado | TC (mg/dL) 7.73+0.98 17.92+1.12* 13.43+0.85* 5.15+0.74*,V, V¥
TG (mg/dL) 13.27+2.37 23.74+3.09 * ¥ 18.45+2.99*V | 9.69+1.44*V, V¥

Los datos se presentaron como la media + DE. NUmero de ratones por grupo: nueve. 2. Colesterol LDL: [LDL-c] = [C] -
[HDL-c] - [TG /5] * Significativamente diferente del grupo de control (* p < 0.05).

V Significativamente diferente del grupo HFD (V p < 0.05). ¥ Significativamente diferente del grupo HFD + EEP (V¥ p <

0.05).

C-HDL: Colesterol unido a lipoproteina de alta densidad; C-LDL: Colesterol unido a proteina de baja densidad,;
TH: triacilglicéridos totales, TC: Colesterol total. HFD: Dieta alta en grasas, EEP: Extracto etanolico de propéleo.
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Asi mismo el EEP aumento los niveles de colesterol HDL en plasma en ratones
normolipemicos e hiperlipidemicos, y se sugiere que podria ser mediado por
polifenoles/flavonoides presentes en el propdleo. EI EEP al aumentar los niveles de HDL
invierte el transporte de colesterol al eliminar el exceso de los tejidos periféricos, ademas de
tener la propiedad de reducir los niveles de LDL y la oxidacion de estos mediante dos
mecanismos antioxidantes diferentes:

e La activacion del factor de transcripcion NriF2

e La mejora de las enzimas antioxidantes como la hemo oxigensas-1, enzimas de la
detoxificacion hepatica fase Il y enzimas implicadas en el metabolismo de glutation
(Orsoli¢ et al, 2019).

El efecto hipolipidemico del propdleo se vincula especificamente con niveles reducidos
de LDL y TGy niveles elevados de HDL, ademas de evitar la oxidacién de C-LDL gracias
a su poder antioxidante. También mencionan efectos hiperglucémicos, la mejora de indices
aterogénicos, efecto hepatoprotector, mejora en la funcion renal y reduccion de peso (Orsoli¢
et al, 2019).

Los efectos positivos del prop6leo son inducidos por sus componentes bioactivos
especialmente polifenol/flavonoides como el galato de epigalocatequina, curcumina,
reservatrol, quercetina, crisina, proantocianidinas, &cido galico, acido romero, isorhamnetina,
alcanforol, luteina y pinocembrina (Or$oli¢ et al, 2019).

Una investigacion més es la realizada por EI Menyiv et al (2019) con prop6leo marroqui
que nos muestra el efecto positivo del propoleo en el perfil lipidico. El ensayo se llevo a cabo
en ratas diabéticas con niveles de glucosa en sangre superiores a 250 mg/dL inducidas con
estreptozocina intravenosa de 60 mg/kg.

Las dosis utilizadas fueron 50 y 100 mg/kg de peso corporal de un extracto
hidroalcohdlico de propoleo, agua destilada y glibenclamida (farmaco estandar de
referencia); durante 15 dias y las muestras fueron tomadas el dia 15 posterior al inicio al
tratamiento (EI Menyiy et al, 2019).

El contenido de fenoles y flavonoides en el propoleo fue de 87.14 +1.71 mg GAE/g de
fenoles, 47.92 +0.1 mg CE/g de flavonoides, 37.83+1.1 mg QE/g de flavona y flavonol; y la
actividad antioxidante total fue de 76 £ 0.9 mg AAE/g. Los diferentes analitos se expresaron
en equivalentes de é&cido ferdlico, catequina, quercetina y acido ascorbico
respectivamente (El Menyiy et al, 2019).
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Tabla 7. Efecto del extracto hidroalcoholico de propdéleo y glibenclamida en el perfil lipidico de ratas diabéticas y no diabéticas reportado por El Menyiy

et al, 2019.
Grupo Intervencion Perfil lipidico
TG TC C-HDL C-LDL C-VLDL
(miligramos/dL) | (miligramos/dL) | (miligramos/dL) (miligramos/dL) (miligramos/dL)

Ratas no | Agua (control) 10 mL/kg.b.wt 109.3+3.7 95.9+6.6 41.1+2.3 32.7+4.7 21.8+2
diabéticas |"Glibenclamida 2.5 mg/kg.b.wt 108.1+1.8 94+6 1 413+18 3132 216433
Propolis 50 mg/kg.b.wt 110.7+6.6 94.1+2.7 41.5+1.2 30.4+4.7 22.1+3.2

Propolis 100 mg/kg.b.wt 107.1£5.5 93.2+4.5 41.6x2.4 30.2£3.9 21.4+3.6
Ratas Agua (control) 10 mL/kg.b.wt 165+4.5#" 130.245.4#" 20.1£2.04" T7£3.24" 33+2.8#"
Diabéticas |"Gjipenclamida 2.5 mg/kg.b.wt 133.8£3.6#" 104.6+8.5# 39.8+1.4# 38+4.24 26.7+2.5#
Propolis 50 mg/kg.b.wt 131.1+5.6#" 110.9+4.8# 36.6+1.5# 48+3.7#" 26.2+2.4#
Propolis 100 mg/kg.b.wt 119.8+6#+ 99.8+7.4# 42.0+£2.1# 31.5+3.2#+ 26.2+2.8#

TG: triacilglicéridos, TC: Colesterol total, HDL: Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad, LDL: Colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad, VRDL: Colesterol unido a lipoproteinas
de muy baja densidad. +P<0.05 en comparacion con glibenclamida y/o extracto de propéleo (50 mg/kg.b.wt); #P<0.05 en comparacion con agua (ratas diabéticas); *P<0.05 en comparacién con agua (ratas
no diabéticas)

El efecto del propdleo en el perfil lipidico descrito en el articulo durante los 15 dias de administracion fue: en ratas no diabéticas ni
el propdleo ni la glibenclamida provocaron cambios significativos en los niveles de TG, TC (Colesterol total), C-HDL, C-LDL Y
C- VLDL comparados con el grupo control; sin embargo, en ratas diabéticas existié un aumento en TC, TG, C-LDL, y C-VLDL, y una
reduccion en HDL. El propoleo vy la glibenclamida aumentaron HDL y disminuyeron los demas analitos. La comparativa de los niveles

de TG entre la glibenclamida y la dosis de 100 mg/kg de propdleo mostraron mayor efectividad por parte del propoleo (EI Menyiy et al,
2019).

En general se puede apreciar que el propoleo utilizado presentaba un alto contenido de polifenoles y flavonoides, a los cuales se les
atribuyen las propiedades bioldgicas del mismo. Se realiz6 una comparativa del contenido fenolico total de muestras de propoleo
recolectadas en diferentes partes del mundo, y mencionan que el contenido fendlico de este propdleo (marroqui) fue mas alto que el
contenido del propdleo egipcio, finlandés, chino y tailandés, pero mas bajo que el brasilefio, el coreano y una muestra diferente de chino
(Hebei y Hubei). Esta comparativa ejemplifica que los propoleos dependen de la regién, la flora y otros factores (EI Menyiy et al, 2019).

Mencionan que los flavonoides totales del propoleo en dosis de 60 a 240 mg/kg de peso corporal disminuyen significativamente los
niveles de glucosa en sangre, mejoran la resistencia a insulina y el metabolismo de los lipidos razon por la cual pueden reducir la
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enfermedad de arterias coronarias al normalizar los lipidos y prevenir la oxidacion de estos, tienen efecto hepatoprotector al normalizar
los niveles de enzimas hepaticas y un efecto hipoglucemiante (EI Menyiy et al, 2019).

En el articulo publicado por Li et al (2012) y colaboradores se utilizaron ratas con diabetes mellitus tipo 2 y propdleo de Apis
mellifera encapsulado por la técnica de secado por atomizacion del extracto etandlico, el propdsito de la presentacion era mejorar su
solubilidad y biodisponibilidad. El prop6leo utilizado contenia 93.20 mg/g de flavonoides totales (Li et al, 2012).

La induccién de la DM2 fue realizada con estreptozotocina y una dieta alta en grasas, las dosis manejadas de propdleo fueron 50,
100 y 200 mg/kg, la pioglitazona fue el control positivo. Sus resultados muestran que tanto el propdleo como el farmaco control pueden
reducir los TG en las ratas en la cuarta o sexta semana, en todas las dosis los niveles fueron significativamente mas bajos comparados
con el grupo control modelo (p<0.01, p<0.05), después de 8 semanas de administracion los niveles de TG en todos los grupos tratados
disminuyeron significativamente comparados con el grupo control modelo y los resultados sobre triglicéridos de este ensayo se muestran
en la Tabla 8 (Li et al, 2012).

Tabla 8. Efecto del propéleo encapsulado sobre TG en ratas con DM2 (X+SD) reportada por Li et al (2012).

Grupo Dosis administrada N | Semana0 Semana 2 Semana 4 Semana 6 Semana 8 Semana 10

Control Normal 1 mL/100 g de agua | 12 | 1.67+0.40 1.89+0.34 1.78+0.38** 1.80+0.27** 1.82+0.39** 2.17+0.37**
destilada

Control Modelo 1 mL/100 g de agua | 12 | 1.56+0.34 1.59+0.34 2.89+0.70 2.98+0.58 3.09+0.54 3.08+0.74
destilada

Dosis baja de EP 50 mg/kg de propéleo | 12 | 1.60+0.42 1.77£0.55 2.27+0.53* 2.10+0.38** 2.15+0.60** 2.32+0.59
encapsulado

Dosis media de EP 100 mg/kg de propdleo | 12 | 1.65+0.37 1.79+0.51 2.0040.26** 1.78+0.46** 1.50+0.45** 1.54+0.59**
encapsulado

Dosis alta de EP 200 mg/kg de propdleo | 12 | 1.68+0.44 1.84+0.52 2.43+0.49 2.48+0.47 2.18+0.58** 2.13+0.65**
encapsulado

Control positivo 10 mg/kg de pioglitazona | 12 | 1.75+0.55 1.60+0.36 2.13+0.47** 1.87+0.76** 1.98+0.69** 1.59+0.46**
HCL

Posterior a la prueba hoc Turkey: *P<0.05 y **P<0.01 comparado con el grupo control modelo. EP: Extracto etanolico de Propdleo.
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No se encontraron diferencias significativas en TC y C-HDL entre el grupo control modelo y el grupo control normal (P > .05),
mientras que el nivel de C-LDL en el grupo control modelo fue significativamente mas alto que en el grupo control normal (P < .01).
No hubo diferencias significativas en el nivel de CT, C-HDL y C-LDL entre los grupos tratados con propdleo y el grupo modelo (P >.05),
y el nivel de C-LDL en el grupo control positivo fue mas bajo que el grupo del modelo de control. (P <.05) (Tabla 9) (Li et al, 2012)

Tabla 9. Efecto del propdleo encapsulado sobre Colesterol total, C-HDL, C-LDL en ratas con DM2 (X+SD) reportado por Li et al (2012).

Grupo Dosis administrada N Colesterol C-HDL C-LDL
Total (mmol/L)

Control 1 ml/100 g de agua destilada 12 | 1.6740.40 1.89+0.34 1.78+0.38**
Normal
Control 1 mL/100 g de agua destilada 12 | 1.56+0.34 1.59+0.34 2.89+0.70
Modelo
Dosis baja de | 50 mg/kg de propdleo encapsulado 12 | 1.60+0.42 1.77+0.55 2.27+0.53*
EP
Dosis media de | 100 mg/kg de prop6leo encapsulado 12 | 1.65+0.37 1.79+0.51 2.00+0.26**
EP
Dosis alta de | 200 mg/ kg de propdleo encapsulado | 12 | 1.68+0.44 1.84+0.52 2.43+0.49
EP
Control 10 mg/kg de pioglitazona HCL 12 | 1.75+0.55 1.60+0.36 2.13+0.47**
positivo

Los datos se midieron al final del estudio. * P<0.05 y **P<0.01 en comparacion con el grupo de control del modelo.
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Al Ghamdi y colaboradores en 2015 utilizaron ratones diabéticos tratados durante un
mes con un extracto de propéleo soluble en etanol (100 mg/kg de peso corporal), la diabetes
fue producida por una inyeccion intraperitoneal de STZ (60 mg/kg de peso corporal) durante
5 dias consecutivos y evaluaron el efecto del propoleo en los lipidos plasmaticos. Se
acumularon los datos de 10 ratones individuales de cada grupo donde los niveles de C-LDL
y colesterol total fueron significativamente mas altos en el plasma de los ratones diabéticos
que en los ratones de control no diabéticos (*P<0.05), por el contrario, el nivel de C-HDL
fue significativamente mas bajo en el plasma de los diabéticos que en el de los no diabéticos
de control (Al Ghamdi et al, 2015).

Mencionan que la suplementacion de propdleo en los ratones diabéticos restauro
significativamente los lipidos plasméticos a niveles casi normales en comparacion con el
grupo diabético (#P<0.05). Incluso hicieron medicién de niveles de MDA (Un marcador de
dafio lipidico oxidativo importante de los &cidos grasos poliinsaturados peroxidados) fueron
significativamente mas altos en el plasma de los ratones diabéticos que en el de los ratones
no diabéticos de control (*P<0.05) y en la Figura 18 podemos observar una grafica que nos
muestra los resultados (Al Ghamdi et al, 2015).
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Figura 18. Graficas del efecto del propéleo en el perfil lipidico en ratones reportado por Al Ghamdi y
colaboradores (2015).

Los niveles de C-HDL, C-LDL, Colesterol Total y MDA se determinaron en ratones control (barras abiertas), ratones
diabéticos (barras negras) y ratones diabéticos suplementados con prop6leo (barras rayadas). Los datos agrupados para 10
ratones de cada grupo se expresan como el nivel medio de cada lipido +SEM. *P<0.05 para diabéticos versus control; #
p<0.05 para diabéticos + propoéleo versus diabéticos: + p<0.05 para diabéticos + propdleo versus control (ANOVA seguidos
de la prueba posterior de Turkey) Cholesterol: Colesterol, C-HDL.: Colesterol unido a lipoproteina de alta densidad, C-LDL:
Colesterol unido a lipoproteina de baja densidad, MDA marcador de dafio lipidico oxidativo, SEM: error estandar de la
media. (Al, 2015)

Ademas del efecto positivo del tratamiento en los lipidos sus resultados hablan de una
disminucion del estrés oxidativo al reducir la peroxidacion lipidica y los niveles de ROS
libres en sangre; y disminuyo la glucosa en sangre. Mencionan que en un rango de

46

——
| —



50- 250 mg/kg de peso corporal de extracto no provoca efectos toxicos (Al Ghamdi et al,
2015).

Cheny colaboradores en 2018 publicaron el efecto del extracto etandlico de propéleo
verde taiwanés en ratas diabéticas inducidas con una dieta alta en grasas y estreptozotocina.
En humanos la dosis recomendada de propoleo verde taiwanés es de 1779.51 mg/60 kg/dia,
y para el célculo de la dosis en ratas se utilizd una constante de cambio reportada en un
informe de la FDA: 6.2, y la dosis fue de 29.66 mg/ kg/dia. Las ratas se dividieron en dos
grupos con diferentes dosis: 183.9 mg/kg/dia'y 919.5 mg/kg/dia, la administracion se realizo
por sonda durante 8 semanas.

La composicién de este propdleo determinada por HPLC fue principalmente
propolina C, D, G, G y H, siendo la propolina C la de mayor valor. Las propolinas C y D son
compuestos prenilflavonona ninfeol-A y ninfeol-B, respectivamente, la propolina F es un
compuesto flavonoide prenilado, isoninfenol-B. Las propolinas G y H también son
prenilflavanonas que pueden aislarse del propoleo verde taiwanés y del propoleo taiwanés,
las propolinas C, D, F y G tienen capacidades anti-radicales y mencionan que en un futuro
buscan dilucidar cual es la propolina mas efectiva (Chen et al, 2018).

Tabla 10. Efectos del extracto de propoéleo verde de Taiwan en los perfiles bioquimicos del suero de la
octava semana en ratas tratadas con STZ y una dieta alta en grasas
reportado por Cheny colaboradores en 2018.

Parametro C DM 1X 5X
TC 62.4+2.07 85.4+3.91"p 75.7+3.90° 64.0+4.43¢%
TG 46.0+2.36 132.1+3.06*¢ 72.9+3.190 51.2+0.692
HDL 28.0+0.34 15.3+0.14™2 17.2+0.20° 22.2+0.39¢
LDL 4,1+0.15 8.4+0.16™¢ 7.8+0.30° 5.3+0.19%

C: control, DM: STZ y dieta alta en grasas, 1X: STZ+Dieta alta en grasas con 183.9 mg/kg/ dia de extracto de
propoleo verde taiwanés, 5X, Dieta alta en grasas y STZ con 919.5 mg/ kg/ dia de extracto de propoleo verde
taiwanés, TC: colesterol total, TG: triacilglicéridos, HDL.: lipoproteinas de alta densidad, LDL: Lipoproteinas
de baja densidad. Todos los valores son medias + SEM (n = 10 ratas / grupo). * Significativamente diferente
del grupo C en p <0.05 segin la pruebat de Student de una cola. Diferentes letras en superindice (a, b, c)
indican diferencias significativas en p <0,05 segin ANOVA de una via con una prueba post hoc de Duncan
(Chen et al, 2018).

En la tabla anterior (Tabla 10) podemos observar el efecto del propdleo en el perfil
lipidicos de cada grupo, ademas de las mediciones anteriores se aislé6 RNA de los higados de
las ratas y se realiz6 una PCR cuantitativa en tiempo real para los genes PPAR-a, CYP7A41,
proteina de unién al elemento regulador de esterol (SREBP) y B-actina, este ultimo como
control interno, estos genes para analizar el metabolismo de los lipidos hepaticos, los
resultado fueron la induccion de PPAR-a en el grupo 5X y CYP7A1 se incrementd en los
grupos 1X y 5X. Los niveles del gen de la lipogénesis SREBP no fueron significativamente
diferentes entre todos los grupos. Sus resultados hablan mayormente del tratamiento como
preventivo, y en la figura 19 podemos observar los resultados de forma grafica. (Chen et al,
2018).
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Figura 19. Expresion relativa de genes relacionados con el metabolismo hepéatico en comparacion con el grupo
control reportado por Cheny colaboradores en 2018.

C: control, DM: STZ y dieta alta en grasas, 1X: STZ+Dieta alta en grasas con 183.9 mg/kg/ dia de extracto de
propdleo verde taiwanés, 5X, Dieta altaen grasasy STZ con 919.5 mg/ kg/ dia de extracto de propoéleo verde taiwanés.
Los datos son las medias + SEM (n = 10 ratas / grupo). Diferentes letras en superindice (a, b) indican una diferencia
significativa en p <0,05 segiun ANOVA de una via con una prueba post hoc de Duncan (Chen et al, 2018).

4.2. PROPOLEO DE ABEJAS NATIVAS SIN AGUIJON Y
DISLIPIDEMIAS

Las investigaciones del efecto del propodleo en problemas de dislipidemia tienen
mayor enfoque en Apis spp. en comparacion con el de las abejas nativas sin aguijon, sin
embargo, en los ultimos afios ha aumentado la investigacion con los propoleos de estas
altimas. (Przybytek & Karpinski, 2019).

Los propdleos de abejas nativas sin aguijon también reciben el nombre de
geopropdleo, es muy similar en composicion y actividad biolégica al producido por Apis spp.
y se han reportado numerosos metabolitos bioactivos potenciales en geopropo6leos como lo
son fenilpropanoides, flavonoides, galotaninos, elagitaninos, benzofenonas, cumarinas,
terpenos y acido galico (Dos santos et al, 2017).

Aunque sabemos que las sustancias biolégicamente activas predominantes en el
propdleo varian de acuerdo con la ubicacion geografica, ejemplo el propéleo brasilefio tiene
a los acidos p-cumaricos prenilados como sustancia biologicamente activa, mientras que en
el propoleo chino tiene a los &cidos cinamicos, los flavonoides y esteres los componentes
activos predominantes (Oladayo, 2016).

Otro ejemplo es que a pesar de las similitudes la composicion quimica del propoleo
de abejas melifera de Nueva Zelanda y de la abeja sin aguijon australiana, identificaron
compuestos que solo estaban presentes en el propdleo de abeja melifera como la
pinocembrina y galangina; o solo presentes en el propéleo de la abeja sin agujén como el
acido galico y pimarico (Massaro et al, 2013).
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Se cree que los productos de las abejas nativas sin aguijon son fuente prometedora
de compuestos biolégicamente activos superiores a los de las abejas convencionales, esto se
le puede atribuir a la rica vegetacion de las regiones donde habitan (subtropicales y
tropicales). Por lo anterior, es que se busca dedicar mas estudios a las abejas nativas sin
aguijon, existen, pero son pocos comparados con Apis y los problemas relacionados a
dislipidemias, pero contamos con ejemplos como el estudio publicado por Ahmed y
colaboradores en 2017.

Hablan de las propiedades antioxidantes y mecanismo cardioprotector del propdleo
de la abeja nativa sin aguijon del subgénero Tetratrigona, género Trigona, recolectado en
una localidad de Malasia, mencionan que anteriormente se habia reportado que este propéleo
contenia fitoquimicos con actividad biolégica destacando al acido hexadecanoico que actua
como antioxidante, el alcohol feniletilico y acido dodecanoico que actian como agentes
antimicrobianos; y acido 8-octadecanoico y acido 9-octadecanoico que sirven como agentes
antiinflamatorios (Ahmed et al, 2017).

El ensayo se llevd a cabo en ratas Wistar macho albinas a las que se les indujo
isquemia cardiaca con una inyeccion subcutanea de isoproterenol administrado dos veces en
24 horas por dos dias consecutivos, mientras que el propéleo se administré a dosis de 100
mg/ kg de peso corporal durante cuatro semanas (periodo del tratamiento) previos al
isoproterenol (Ahmed et al, 2017).

El propdleo contenia 15.93+0.18 mg equivalentes de acido galico/g de polifenoles
totales, 1.65+£0.10 mg equivalentes de catequina/g de Flavonoides totales; 5.81+1.65 mg
equivalentes de acido tanico/g de taninos; 0.91+0.02 mg de equivalente de ascorbato/g de
acido ascorbico y el estimado IC 5o valor de la actividad de eliminacion de DPPH- fue de
1.08 pg/mL (Ahmed et al, 2017).

Se midieron los niveles de enzimas antioxidantes como lo son la SOD, la catalasa y
la GPx, estas al ser la defensa enzimatica antioxidantes juegan un papel de importancia en la
neutralizacién de la lesion tisular por ROS. Estas se encontraban reducidas en las ratas con
isoproterenol comparadas con el control, en el grupo con pretratamiento la actividad de las
enzimas se vio favorecida y se menciona que sus hallazgos se podrian deber a la potencia de
captacion directa de radicales libres de los fendlicos en el propoleo (Ahmed et al, 2017).

Como ya se habia mencionado es probable que el propoleo restablezca la funcion de
las enzimas antioxidantes mediante la regulacion positiva de Nrf2. Los resultados
bioquimicos que obtuvieron eran consistentes con los resultados histopatolégicos que
practicaron (Ahmed et al, 2017).

Se realiz6 el analisis del perfil lipidico midiendo Colesterol total, TG y C-HDL, se
hizo estimacion de C-VLDL por la formula de Friedewald obteniendo como resultado: un
aumento en los niveles circulantes de TC, TG y C-VLDL acompafiados de una disminucion
del nivel de C-HDL en ratas con isoproterenol; el pre tratamiento con propéleo redujo
significativamente el nivel de TC, TG y C-VLDL mientras aumenta el nivel de C-HDL,
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comparado con los niveles medidos por el grupo con isoproterenol; pero comparado con el
grupo control no afecta significativamente (Figura 20) (Ahmed et al, 2017).

Concentration (mg/dL)

TC TG VLDL-C HDL-C
B Control m MP
ISO B MP + 1SO

Figura 20. Grafica del efecto del propdleo de Trigona, en el perfil lipidico de ratas a las que se les indujo isquemia
cardiaca reportado por Amed et al (2017).

Las barras representan medias £ DE (n = 8); las barras con letras diferentes (a, b, ¢) indican valores medios
significativamente diferentes en p <0.05. MP: Propéleo de Malasia. 1SO: isoproterenol.

Este efecto es dado por polifenoles, flavonoides, taninos y el acido ascorbico
presentes, este Ultimo es una pequefia molécula antioxidante que participa en la regeneracion
de vitamina E, este en combinacion con otros antioxidantes se puede utilizar como una fuente
natural de antioxidantes, actividad comprobada con el ensayo de DPPH+ y FRAP (Ahmed et
al, 2017).

Autores como Ferreira (2015) mencionan que existen abejas nativas sin aguijon
como Tetragonisca fiebrigi que es una especie conocida como buena productora de miel y
propéleo populares por sus propiedades nutricionales y terapéuticas, sin embargo solo las
propiedades antibacterianas y antioxidantes de la miel hasta ese momento han sido descritas
en la literatura, lo anterior refuerza que el propdleo de abejeas nativas no ha tenido suficiente
investigacion y todavia en menor cantidad respecto a temas como el efecto en el perfil
lipidico.

El prop6leo que utilizaron tiene actividad antioxidante una propiedad importante para
intervenir en el desarrollo de arterioesclerosis posiblemente dada por su composicion de
compuestos fendlicos como acido benzoico, &cido cindmico y acido p- cumarico (Ferrerira
et al, 2015).
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4.3 EFECTO DEL PROPOLEO EN EL PERFIL LIPIDICO

En los diferentes estudios presentados se habla del efecto positivo del propéleo en el
perfil lipidico en animales de laboratorio, los efectos que tiene van desde la disminucién de
los niveles de triacilglicéridos y colesterol total, aumento de C-HDL, disminucién de LDL,
y con ello la reduccion de la formacion de placa arterioesclerética y actla como quelante de
las sales biliares. Algunas de las explicaciones que se dan en estos estudios se presentan a
continuacion.

El propdleo mejora la expresion de la proteina de los transportadores de casete de
unién a ATP hepaticos A1y G1 (ABCAL, ABCG1 y ABCGS8) y se asocian a la salida de
colesterol del tejido periférico. Esto sugiere que el prop6leo puede estar involucrado en la
formacion de particulas HDL lo que conduce a un aumento de estas, junto con un aumento
del casete ABCAL y el transporte inverso del colesterol, ademas de incrementar a LDLR y
SR-B1, los cuales también tienen efecto en este proceso llamado transporte reverso de
colesterol (Huang et al, 2018; Mujica et al, 2017: Zakerkish et al, 2019).

Como ejemplo el propoleo rojo brasilefio regula al alza la salida de colesterol medida
por ApoA-1 por los macréfagos, una accion relacionada con ABCAL a través de la induccion
de PPAR Y/LXR, un importante factor de transcripcion de los lipidos (Mujica et al, 2017).

El mecanismo de transporte reverso de colesterol es un proceso fisiolégico por el
cual el colesterol de tejidos periféricos es transportado por lipoproteinas de alta densidad al
higado para su excrecion en forma de bilis, este proceso supone la salida de 6-9 mg de
colesterol/kg peso corporal/dia (Caceres, 2010).

Es impuesto por la capacidad de las células para degradar el colesterol, por lo tanto,
la mayoria de las células tiene delimitada la capacidad para oxidarlo (afiadiendo un grupo
hidroxilo para incrementar solubilidad y secretar los esteroles derivados al medio), sin
embargo, este es un mecanismo minoritario. En el higado el colesterol y los oxiesteroles
sufren un mayor grado de oxidacion convirtiéndose en acidos biliares o bien se excretan
como bilis que es el medio mayoritario de excrecion de colesterol (Caceres, 2010).

La proteina principal de las HDL, la Apo-Al es sintetizada en higado e intestino
delgado por enterocitos y hepatocitos y por medio del receptor ABCA1 recibe una pequefia
cantidad de fosfolipidos y se transforma en apoA-1 pobre en lipidos (HDL naciente). La
apoA-I guia la HDL naciente hacia los tejidos extrahepaticos, fundamentalmente a los
macréfagos, de los que recibe colesterol libre a través del receptor ABCAL (HDL naciente
con migracion prep1) (Ponce et al, 2019).

Mediante la accion de la enzima LCAT (Lectina-colesterol aciltransferasa) el colesterol
libre se transforma en ésteres de colesterol y asi se transforma en HDL maduro esférico
(HDL3 y HDL2) que recibe colesterol de los tejidos periféricos a través del receptor SR-B1
o del ABCG1 aumentando su tamafio y su contenido de colesterol esterificado. El transporte
reverso de colesterol se completa por dos vias (Ponce et al, 2019):
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a) Captacién hepética de C-HDL maduro a través del receptor SR-B1

b) La PTEC (proteina transportadora de esteres de colesterol) cataliza la transferencia
de colesterol esterificado a las C-LDL, los cuales a su vez seran captados por el
higado a través del receptor LDL.

Finalmente, desde el higado, el colesterol libre puede verterse directamente a la bilis o
convertirse en &cidos biliares (por la enzima 7a-hidroxilasa) previamente a que se produzca
la excrecién biliar en el intestino (Ponce et al, 2019).

En este sentido Chen y colaboradores en 2018, investigaron el efecto del propdleo verde
taiwanés en genes importantes del metabolismo de los lipidos en el higado como
PPAR- a, CYP7Al y SREBP. PPAR-a (receptor o activado por proliferado de peroxisoma
hepético) es un importante regulador del metabolismo de los lipidos en el higado donde
mejora la captacion y el catabolismo de los acidos grasos, la expresion de PPAR-a podria
disminuir los acidos grasos en sangre y disminuir las ROS. CYP7Al (Colesterol-72-
hidroxilasa hepética) es otro gen que ayuda en la eliminacion de lipidos y puede ser
promovido por PPAR-a, mejora la conversién de colesterol en acidos biliares en el higado y
aumentando la excrecion de acido biliar en el tracto digestivo (Chen et al ,2018).

Por otro lado, SREBP (Proteina de union al elemento regulador de esteroles) participa en
la sintesis de &cidos grasos en el higado, sugirieron que PPAR-a y CYP7A1 son inducidos
por bioflavonona y flavonoides en la célula hepética y se justifica en la presencia de estos en
el propdleo taiwanés, por lo tanto, esto es un indicio de que el efecto en la hiperlipidemia
estd asociado a inducciones de PPAR-a y CYP7AL hepaticos, pero no con las promociones
de SREBP. Por lo tanto, el lipido extra puede ser absorbido por el higado y luego eliminado,
por lo que se puede considerar a este prop6leo como un atenuador del desarrollo y la
progresion de Diabetes Mellitus tipo 2 y complicaciones en el perfil lipidico (en su caso
particular) al eliminar los lipidos adicionales a través de PPAR-a y CYP7A1 (Chen et al,
2018).

En los estudios se menciona que el EEP aumenta los niveles de HDL mientras reduce el
LDL ademas de tener la propiedad de reducir la oxidacion de LDL mediante dos mecanismos
diferentes:

I.  Laactivacion del factor de transcripcion NrF2

NrF2 es un importante factor de transcripcion intracelular liberado de su represor (Keapl)
bajo estrés oxidativo o xenobiotico; el NrF2 liberado se une al elemento de respuesta
antioxidante (ARE) en la region promotora de genes citoprotectores e induce su
expresion; los genes transcritos posteriormente inducen la expresion de enzimas
captadoras de radicales libres para neutralizar, desintoxicar y eliminar los oxidantes
citotdxicos (Ahmed et al, 2017).
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Il.  La mejora de las enzimas antioxidantes como la hemo oxigensas-1, enzimas de la
detoxificacion hepatica fase Il y enzimas implicadas en el metabolismo de glutation
(Or3olic¢ et al, 2019).

El propbleo pude tener este efecto gracias a la presencia de compuestos como el éster
fenetilico del acido cafeico (CAPE) que activa el factor de transcripcion de NrF2 y otros mas
como pinocembrina, acido p-cumarico, acido cinamico o la quercetina, esta tltima aumenta
la capacidad antioxidante al regular los niveles de GSH (Glutation). Al generarse radicales
libres de oxigeno en el cuerpo la superoxido dismutasa (SOD) captura rapidamente O y lo
transforma en H2O», esta enzima cataliza aln mas la descomposicion de H20; a H2O esta
reaccion requiere a GSH como donante de hidrégeno, estudios en animales y células
encontraron que la quercetina induce la sintesis de GSH modulando positivamente la
glutation transferasa y la glutamato-cisteina ligasa (Xu et al, 2019; Degroote et al, 2019;
Mujica et al, 2017).

Como ya se ha mencionado las LDL oxidadas pueden verse disminuidas con EEP por su
capacidad antioxidante y con ello reducir la inflamacion del endotelio de los vasos
sanguineos. Este mecanismo antioxidante podria contribuir al efecto protector contra
enfermedades cardiovasculares u otras crdnicas relacionadas con el estrés oxidativo como
diabetes, enfermedad renal o enfermedades coronarias (OrSoli¢ et al, 2019; Carvajal, 2015).

La mayoria de la oxidacion de LDL ocurre en el espacio subendotelial de las arterias
donde estas pueden ser retenidas por los proteoglicanos y la concentraciéon de sustancias
oxidantes la cual es menor que en el plasma (Carvajal, 2015).

El LDL incluso puede ser oxidado de forma intracelular en los lisosomas de los
macrofagos que podrian tener lugar en los sitios de inflamacion a causa de la infiltracion de
macréfagos/monocitos en la pared arterial por efecto de un estado inflamatorio crénico se
generan radicales libres y oxidantes no radicales por accién de sistemas enzimaticos como
lipooxigenasas, ceruplasmina, mieloperoxidasa, NADPH oxidasa y oxido nitrica sintetasa
(Carvajal, 2015).

También se ha informado que la administracion de propdleo redujo la actividad de la
HMG- CoA reductasa, lo que sugiere que inhibe la sintesis hepatica de colesterol. Otro
posible mecanismo para reducir el colesterol podria atribuirse a los compuestos resinosos
presentes en el propdleo ya que pueden actuar como quelantes de las sales biliares en el
intestino aumentando asi su eliminacion fecal. Esto podria dar como resultado un aumento
de la sintesis de sales biliares hepaticas a partir de colesterol para compensar las mayores
pérdidas a través de la circulacién enterohepética de las sales biliares. La combinacién de
ambos efectos podria explicar el efecto hipercolesterolémico del propéleo (Lisbona-
Gonzales et al, 2020; Mujica et al, 2017; Dominguez-Avila et al, 2016).
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4.4 FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA DEL PROPOLEO

Una duda que surge a partir de esta investigacion documental es como se lleva a cabo
la digestion y el metabolismo del propoleo y sus componentes (farmacodinamia y
farmacocinética).

En general al consumir flavonoides solo una pequefia proporcién de los ingeridos se
absorbe de manera intacta, la velocidad y el grado de absorcion tiene una variacién en funcién
de mdltiples factores entre los que destacan la estructura de la molécula, la matriz en la que
se une, la interaccion con otros componentes, las diferencias interindividuales de los que lo
consumen (edad, sexo, composicion de la microbiota coldnica) (Rees et al, 2018).

En el caso particular del propoleo al ser tan compleja la matriz que compuesta de
lipidos, ceras, resinas, y con gran peso molecular, hace que la biodisponibilidad y la
absorcion del propoleo se pueda ver afectada, y tener una mala biodisponibilidad de los
polifenoles (Braakhuis, 2019).

Los polifenoles en la dieta existen como esteres, polimeros o en formas glicosiladas,
autores han propuesto que una vez ingeridos los flavonoides estos atraviesan el estomago y
llegan al intestino delgado donde se produce el metabolismo de fase I, tras la absorcién en
las células epiteliales del intestino delgado los flavonoides se someten a metabolismo de fase
Il para formar metabolitos conjugados que entran en circulacién a través de la vena porta
(Rees et al, 2018; Braakhuis, 2019).

Sin embargo, solo un 5-10 % estimado de la ingesta total de los polifenoles se absorbe
en el intestino delgado mientras que los flavonoides mas grandes restantes continGan en el
intestino grueso, donde la microbiota del colon los degrada en metabolitos de bajo peso
molecular como acidos fendlicos para que puedan ser absorbidos, una vez en el torrente
sanguineo los metabolitos se transportan por todo el cuerpo por lo que pueden actuar sobre
los tejidos relevantes o se transportan al higado para su posterior excrecion (Rees et al, 2018;
Braakhuis, 2019).

La velocidad a la que se excretan los polifenoles en la orina parece variar de individuo
a individuo, puede ser por envejecimiento, funcion renal o las propiedades inherentes del
propoleo. Sin embargo, a pesar de los bajos porcentajes de absorcidén de compuestos fenélicos
bioaccesibles en el propoleo, las cantidades recuperadas detectadas en el plasma todavia son
elevadas debido a su gran contenido inicial en comparacion con otros materiales alimenticios
(Braakhuis, 2019).
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4.5. EFECTOS ADVERSOS DEL PROPOLEO

Es necesario considerar el uso a largo plazo del prop6leo y los posibles efectos
adversos dada la compleja composicion quimica que posee. Mani y colaboradores se
plantearon probar el propoleo en concentraciones de 1, 3 y 6 mg/kg/dia durante 30, 90 y 150
dias; ademas de hacer la comparativa entre extracto etanélico e hidrico; tras la administracion
se realizaron pruebas bioguimicas en parametros relacionados con el dafio cardiaco y el perfil
lipidico en ratas Wistar macho (Mani et al, 2006).

Las concentraciones finales: peso seco de los extractos fueron de 1266 mg/mL de
extracto etanolico y 40 mg/ mL en agua; la muestra de prop6leo contenia principalmente
compuestos fendlicos (flavonoides, &cidos aromaticos, benzopiranos), di y triterenos, aceites
esenciales entre otros (Mani et al, 2006).

No se observaron cambios significativos para las actividades especificas de LDH y
AST, igualmente niveles normales de triglicéridos, colesterol, lipidos totales y C-HDL al
probar la variacion de 1, 3 y 6 mg/kg/dia de extracto etandlico de propdleo por 30 dias; el
mismo caso en ratas tratadas con 1 mg/kg/dia por 30 dias y sin presentar diferencia entre
extracto etanolico y extracto hidrico (Mani et al, 2006).

Al tener este conocimiento intentaron con extracto etanolico con la variacién de 90 y
150 dias; y no se mostraron cambios significativos. Por lo tanto, ellos concluyen que el
propdleo no causa dafio, especificamente cardiaco, dependiente de las concentraciones y
tiempos manejados en la investigacion; pero no se descartan los informes de reacciones
alérgicas los cuales no son infrecuentes. Con esto sugieren que la ingesta de 1 mg/kg/dia de
extracto etandlico por ingesta diaria por tiempo prolongado no causa alteraciones en las
actividades enzimaticas y niveles séricos relacionados con dafio cardiaco (Mani et al, 2006).

Bonamigo y colaboradores se plantearon descubrir la actividad citotoxica, toxica y
antioxidante de un extracto etanolico de propoleo de abejas nativas brasilefias Scaptotrigona
depilis y Melipona quadrifasciata.

Se detectaron fitoesteroles, terpenos, compuestos fenélicos y tocoferol, el extracto de
Scaptotrigona depilis presento mayor contenido de amirinas (triterpenos) y [B-sitosterol
(fitoesteroles), mientras que el de Melipona quadrifasciata presenta tocoferol, amirinas y
epigenina (flavonoide) en mayor cantidad; exclusivo de este extracto fueron estigmasterol,
taraxasterol, acido vanilico, acido cafeico, quercetina, luteolina y epigenina. Se detectaron
por cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de gases y HPLC (Bonamigo et al,
2017).

Evaluaron la actividad antioxidante y los resultados mostraron que el extracto de
Melipona quadrifasciata mostrO mejor actividad antioxidante comparado con
Scaptotrigona depilis hacen énfasis a que esto se puede deber a las diferentes concentraciones
de tocoferol, ademas de las amirinas. Los tocoferoles y los triterpenos son antioxidantes
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liposolubles que eliminan los ROS, esto ayuda a comprobar que sus resultados positivos que
obtuvieron en los ensayos de inhibicion de la peroxidacidn lipidica (Bonamigo et al, 2017).

Se llevaron a cabo pruebas de actividad citotoxica y muerte celular utilizando la linea
celular K562 en medio RPMI 1640 con extracto etandlico de ambos propdleos de 31 a
500 pg/mL de cada extracto. La toxicidad in vivo fue probada con la cepa N2 de tipo salvaje
del neméatodo Caenorhabditis elegans en medio de crecimiento de nematodos, alimentados
con la cepa OP50-1 de Escherichia coli, se les agregd extracto etandlico a concentraciones
variantes de 100 a 250 pg/mL en medio M9 y después de 24 horas se evalud la viabilidad de
los nematodos tocandolos con una micro espatula (Bonamigo et al, 2017).

Los bioensayos con animales simples permiten analizar un gran nimero de muestras
en un pequefio volumen y a bajo costo, en este caso Caenorhabditis elegans es utilizado
desde el afio 1974 y su popularidad viene dada por que la mayoria de sus procesos fisiol6gicos
basicos y de respuesta de estrés se encuentran conservados en organismos superiores,
incluido el humano (Kronberg et al, 2014).

Respecto al ensayo de actividad citotoxica, esta estuvo presente contra las células
eritroleucémicas K562 donde la disminucion de la viabilidad celular fue mayor en las células
tratadas con extracto de Melipona, este efecto puede ser dado por el tocoferol y las amirinas
las cuales han mostrado actividad previa. Los extractos presentaron actividad anti hemolitica
y actividad protectora frente a la peroxidacion lipidica en un ensayo en el que incubaron
eritrocitos humanos en presencia de un agente oxidante, por lo tanto, los extractos pueden
inhibir el radical peroxilo. A pesar de la actividad citotdxica, ninguno de los dos extractos
resulto toxico para los neméatodos después de 24 horas de incubacion en ninguna de las
concentraciones gue se utilizaron (Bonamigo et al, 2017).

Otro estudio de toxicidad fue llevado a cabo con el propéleo de la abeja sin aguijén
Heterotrigona itama de la region de Brunei Darussalam en Asia; la variacion fue utilizar
particulas de propoleo. La evaluacion de toxicidad se llevo a cabo con C. elegans de la cepa
Bristol N2 en etapa L4. La prueba se realiz6 por triplicado, como control se colocaban los
nematodos en 50 pL de tampdn M9 o 50 pL de particulas de propoleo en concentraciones
que oscilaban entre 0 y 8 mg/mL en tampdn M9, se incubaron a 20 °C por 24 h, al termino
se evaluo la viabilidad tocando a los gusanos con micro espatula de platino y microscépico
estereoscopico. Los resultados que se obtuvieron secundan el ensayo anterior, al no observar
ningun efecto perjudicial sobre la viabilidad de los nematodos, incluso se menciona que el
propdleo es capaz de extender la vida util y la supervivencia de C. elegans debido a la
presencia del acido cafeico que inactiva a la quinasa oncogénica PAK1 y protege a C. elegans
contra la infeccion por hongos (Abdullah et al, 2019).

Asi mismo se menciona que el nivel de efecto adverso no observado (NOAEL) en
ratones y ratas es superior a 1470 mg/kg/dia a los 60 dias y superior a 2470 mg/kg/dia a los
90 dias. En seres humanos los efectos toxicos que se pudieran presentar son en dosis de hasta
15 g/dia, En ratones conscientes la dosis letal media de extracto de propdleo es mas de
7.34 g/kg lo que habla de un producto generalmente seguro; a pesar del perfil favorable el

e
56




propdleo es una causa comun de hipersensibilidad en lo que respecta a aplicacion tdpica
produciendo hinchazén, dermatitis y urticaria (Cornara et al, 2017; Braakhuis 2019).

Se habla de una dosis segura de 70 mg/dia, la dificultad de prescribir una dosis precisa
de propdleo se da por la variacion de compuestos presentes parametro afectado por el origen
geografico, que repercute en la bioactividad y complica la dosificacion (Braakhuis 2019).

Braakhius (2019) reporta que de manera individual algunos componentes del
propéleo como el CAPE inhiben las vias inducibles de la 6xido nitrico sintasa (iNOS) que
pueden disminuir la perfusiéon renal y por lo tanto inducir insuficiencia renal aguda en
pacientes de riesgo, siendo el Unico hallazgo reportado.
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4.6 ENSAYOS CLINICOS CON PROPOLEO

Los ejemplos anteriores son investigaciones realizadas en modelos animales y aunque
hay evidencia de su uso en la medicina tradicional y los beneficios que tiene existen son
pocos los trabajos cientificos relacionados con el propoleo y ensayos clinicos referentes a
dislipidemia, a continuacion, se muestran algunos ejemplos (Mujica et al, 2017).

Como primer ejemplo tenemos un ensayo clinico doble ciego controlado con placebo
en pacientes diabéticos (DM2) con duracion de 90 dias (en septiembre de 2017 y marzo del
2018), los pacientes fueron divididos de forma aleatoria en dos grupos de 50 personas donde
un grupo fue tratado con propoleo irani 1000 mg/dia y el segundo con un placebo. Se midio6
el efecto en el metabolismo de glucosa, perfil lipidico, la resistencia a insulina, funcién renal
y biomarcadores inflamatorios (Zakerkish et al, 2019).

Los pacientes eran iranis en un rango de edad de 35 a 85 afios, en tratamiento con
hipoglucemiantes orales posteriormente los pacientes fueron seleccionados con los criterios
clasificados en la asociacion estadounidense de Diabetes donde excluyeron a aquellos que
presentaban enfermedad renal, disfuncion hepatica, enfermedad hematoldgica y enfermedad
cardiovascular de tipo grave (Zakerkish et al, 2019).

El propoleo contenia 8.4 % de flavonas y fenoles totales, 4.6 % de flavononas y
dihidroflavonoles, y 28 % de compuestos fendlicos totales; fue ingerido en capsulas de
500 mg cada 12 horas acompafiados con un vaso de agua previo a ingerir alimentos. La
alimentacion y el régimen de ejercicio no tuvo diferencias significativas entre ambos grupos;
y las muestras de sangre se tomaron en ayunas y posprandial (2 horas posteriores) al inicio y
al final del estudio (Zakerkish et al, 2019).

Del total de pacientes Unicamente 94 pudieron completar el estudio, los 6 faltantes
pertenecientes al grupo placebo quedaron fuera por alteraciones en glucosa 0 motivos
personales asi que los grupos quedaron de la siguiente manera 50 pacientes en el grupo de
propdleo y 44 en el grupo placebo; los parametros medidos al principio del proyecto no
mostraron diferencias significativas entre los grupos (Zakerkish et al, 2019).

Posterior a los 90 dias sus resultados arrojaron que se pudo disminuir
significativamente niveles séricos de HbALC, insulina y glucosa y mejorar la sensibilidad a
insulina de los pacientes; respecto al perfil lipidico el propdleo irani aumento los niveles de
C-HDL en los pacientes con DM2 (Zakerkish et al, 2019).

El autor menciona que el aumento se puede deber a que el propdleo puede mejorar la
expresion de la proteina hepéatica de los transportadores del casete de unién a ATP
relacionados con la salida de colesterol del tejido periferico y la formacion de particulas de
HDL, por lo tanto, el aumento brinda proteccion contra enfermedades cardiovasculares,
previene la oxidacién de las LDL y neutraliza los efectos aterogénicos en las paredes
arteriales (Zakerkish et al, 2019).
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Otros resultados positivos fueron la disminuciéon de los niveles de ALT y AST,
mantuvo niveles basales de TFGe y redujo significativamente los niveles de BUN (Nitrégeno
ureico en sangre); lo anterior indico que se previene el deterioro de la funcion hepética por
el efecto hepatoprotector del propoleo, en la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos
en este estudio (Zakerkish et al, 2019).

Tabla 11. Efecto del propdleo irani en el perfil lipidicos de pacientes con DM2 después de 90 dias
reportado por Zakerkish et al (2019).

Variables Propéleo (n=50) Placebo (n=44) P-Value?
Antes Después Antes Después

Triacilglicéridos 162.8+£73.16 | 174.41+101.91 | 164.52+121.46 176.74+83.59 | 0.91
(mg/dL)

Colesterol  total | 149+39.62 156.39+42.98 153+43.91 150.08+38.96 | 0.488
(mg/dL)

C-HDL (mg/dL) 44.6618.69 48.91+9.32° 43.98+10.21 44.21+9.24 0.024
C-LDL (mg/dL) 71.73+29.48 | 70.59+32.11 75.84+26.2 73.67+28.1 0.646
C-VLDL (mg/él) 31.91+13.81 | 37.28+20.31 33.36+27.27 32.71£16.62 0.269

2 Comparacion del cambio de los valores entre el placebo y el propéleo irani después de 90 dias. ® p<0.05 para la linea base
después de 90 dias dentro del grupo. Los datos son la media + desviacion estandar. HDL.: Lipoproteinas de alta densidad,
LDL: Lipoproteinas de baja densidad, VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad.

Mujica y colaboradores también tenian interés de conocer el efecto del propdleo en
uso clinico y se basaron en estudios previos con modelos animales donde se encontr6 que el
propéleo previene el aumento de los TAG, asi como de C-LDL Y C-VLDL (Mujica et al,
2017).

El ensayo clinico llevado a cabo en Talca, Chile fue aleatorio, doble ciego y
controlado con placebo, 85 pacientes presentaron interés y fueron inscritos entre el 19 de
marzo y el 26 de mayo del 2014, con seguimiento del 29 de mayo al 11 de septiembre del
mismo afio. Los criterios de inclusién fueron rango de edad de 18 a 69 afios con al menos un
parametro alterado: glucemia en ayunas, perfil de lipidos, presion arterial, diabetes mellitus,
enfermedad cardiovascular y/o sobrepeso (Mujica et al, 2017).

Excluyendo a aquellos con antecedentes de consumo significativo de alcohol,
infecciones patoldgicas agudas o cronicas notificadas, insuficiencia renal o hepatica, diabetes
mellitus no controlada o inmunodeficiencia y trastornos inmunolégicos. Al final 79 pacientes
fueron aleatorizados y presentaron consentimiento informado, distribuyéndolos en dos
grupos uno de 35 personas consumiendo propéleo y otro de 32 personas con placebo.

La composicién quimica del propdleo utilizado era de (ordenados de mayor a menor
concentracion): quercetina, éster de acido cafeico, p-vainillina, acido p-cumarico, apigenina,
acido cafeico, acido cinamico, pinobanksin-5-metil-éter, entre otros. Tenia un contenido total
de flavonoides de 222.82 g GAE/L, un total de flavonoides de 937.1 mg de quercetina/L,
capacidad antioxidante de 42.73 pumol equivalentes Trolox/g. Fue administrado via oral en
una solucién al 3% en propilenglicol denominado Beepolis®, 15 gotas dos veces al dia por
90 dias y durante el proceso se monitoreo presion arterial ademas de mantener vigilancia por
la posibilidad de un problema alérgico.
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El efecto que tuvo el propdleo sobre los lipidos fue un aumento del 17 % en el
colesterol total, en el dia 90 de 175.3+29.2 a 206.6+21.6 mg/dL y un aumento de C-HDL del
22 % pasaron de 53.9+11.9 a 65.8+16.7 mg/dL en comparacion con el dia cero de
administracion de prop6leo y con los sujetos que recibieron placebo, en cambio con C-LDL
y TG no existio una diferencia significativa, el grupo placebo no mostré ninguna variacion
en los parametros (Mujica et al, 2017).

Tabla 12. Tabla del efecto de propoleo en colesterol total, C-LDL, C-HDL, y Triacilglicéridos
reportados por Mujica et al (2017).

Placebo p value Propéleo p value
Dia 0 Dia 90 Dia 0 Dia 90
Colesterol Total 176.5+24.67 | 179.6+27.95 | 0.6361 175.3429.22 | 206.6+21.61 | 0.0001
Colesterol LDL 105.0+36.28 | 104.0+38.65 | 0.9089 109.1+32.98 | 113.8+32.26 | 0.5590
Colesterol HDL 56.70+14.29 | 57.28+11.60 | 0.8628 53.91+11.90 | 65.81+16.69 | 0.0010
Triacilglicéridos | 128.4+69.11 | 132.4+72.09 | 0.8188 116.7458.46 | 126.5+71.64 | 0.5351

Todos fueron determinados por métodos enzimaticos, los valores corresponden a la media +DE para 32 sujetos con placebo
y 35 sujetos con propéleo (ANOVA de una via, posprueba de Turkey *p<0.05).

Para finalizar, se presenta en la Figura 21 que es la esquematizacion de algunos puntos
importantes que se encontraron durante la investigacion realizada, es un resumen del
mecanismo de accion del propdleo en las dislipidemias y es parte de un cartel que se presentd
en el 6° Congreso de ciencia, educacion y tecnologia de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan.

e La mejora de la expresion de la proteina
de los transportadores de casete de unién a
ATP hepéticos Al y G1 (ABCA1, ABCG1 y
ABCG8) asociados con transporte inverso de
colesterol.

El efecto del
propéleo en el
perfil lipidico se
ha explicado
con:

e La reduccion de la enzima
HMG-CoA reductasa

o Efecto en genes como PPAR-a, CYAP7Al y
SREBP.

e La presencia de compuestos
fendlicos y flavonoides.

® Reduccion en la oxidacion de

Dominguez- Avila et al, 2016; Huang et al, lipoproteinas (LDL).
2018; Lisbona-Gonzales et al, 2020;

Mujica et al, 2017; Zakerkish et a/, 2019.

Polen pegado a una abeja.
Foto: Diana Caballero

El propdleo es un producto generalmente seguro
Efectos a con una dosis téxica en humanos de hasta 15 g/ dia.

largo plazo Cornara et al, 2017; Braakhuis, 2019

Ploboia sp.
Foto: Diana Caballero

Figura 21. Principales acciones del propoéleo en las dislipidemias
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES, PROSPECTIVAS, REFERENCIAS
Y ANEXOS

5.1 CONCLUSIONES

Se ha demostrado que el propdleo de abejas nativas sin aguijon y del género Apis
tiene efecto sobre las dislipidemias, ya que disminuye los niveles de triacilglicéridos y
colesterol total, aumenta el C-HDL, disminuye LDL lo que puede reducir la formacién de
placa arterioesclerotica y actia como quelante de las sales biliares, principalmente, lo que lo
convierte en un posible tratamiento complementario en pacientes con dislipidemias.

Sin embargo, la composicién quimica del propoleo y en consecuencia su actividad
bioldgica depende de factores como origen geografico, fuente botanica, raza de abejas, época
de muestreo y condiciones climaticas de la region. Por lo que los datos de efectividad varian.

Las pruebas de toxicidad estiman que via oral dosis menores de 15 g/dia no tiene
efectos adversos, pero en uso topico se puede presentar hipersensibilidad.
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5.2 PROSPECTIVAS

Caracterizacion de diferentes propéleos de abeja nativa sin aguijon en el territorio
mexicano.

Ensayos en modelo animal enfocados a propdleo de abeja nativa sin aguijon presentes
en México.

Realizar Estudios de farmacocinética y farmacodinamia del propéleo de abeja nativa
sin aguijon.

Impulsar la difusion del efecto del propoleo de abejas nativas sin aguijon en
dislipidemias.

Impulsar a la investigacion del uso de propéleo de abeja nativa sin aguijon en otras
enfermedades metabolicas.
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5.4 ANEXOS

5.4.1 Aloxano y Estreptozotocina

Estas sustancias son consideradas quimicamente diabetogénicas, las méas potentes y
utilizadas en la investigacion de la diabetes, se emplean como analogos citotoxicos de la
glucosa que tienen a acumularse en las células beta pancreaticas del transportador de glucosa
2 (GLUT2) (Al-awar, 2016).

Estreptozotocina acta como un analogo de nitrosourea, en el que existe un enlace entre el
resto N-metil-N-nitrosourea (MNU) y el carbono-2 de la hexosa. En general, el modo de
accion de la STZ (Estreptozotocina) depende de la actividad alquilante del DNA de su resto
metil-nitrosourea. La transferencia del grupo metilo de STZ a la molecula de DNA causa
dafio a lo largo de una cadena definida de eventos y conduce a la fragmentacion del DNA
(Al-Awar, 2016).

El farmaco provoca la destruccion selectiva de las células beta de los islotes pancreaticos,
Unica fuente de insulina en el organismo, la sensibilidad al farmaco puede variar segun la
cepa, el sexo, la edad, el estado nutricional y la especie del animal. EI momento, la dosis y la
via de administracion resultan determinantes para el tipo de diabetes a inducir, en rata adulta
la inoculacion de diferentes dosis de STZ causa una deficiencia casi total de la insulina 'y por
lo tanto simulan la diabetes tipo 1 con niveles elevados de hiperglucemia. EI modelo neonatal
se considera una herramienta confiable para esclarecer los mecanismos asociados a la
regeneracion de las células pancreéticas y las complicaciones a largo plazo de la diabetes tipo
2 (Bequer, 2016).

El aloxano es un compuesto quimico derivado de pirimidina que puede unirse a moléculas
de H20 cuando esta en solucién acuosa para formar el hidrato de aloxano, posee accion
necrosante especifica y selectiva sobre las células beta de los islotes de Langerhans, a nivel
pancredtico se postulan dos teorias, una es que la interaccion de los metabolitos del aloxano
con el zinc pancreatico son los responsables de la destruccion de las células beta, mientras
que otras observaciones sustentan la formacion de radicales de oxigeno que desempefian una
funcién significativa en la accion diabetogénica de estas sustancias. Causa una diabetes
mellitus insulinodependiente conocida como ‘“diabetes aloxana” en los animales con
caracteristicas similares a la diabetes tipo | en humanos. Se habla de una acumulacion en las
células beta, a traves de la captaciéon por el transportador de glucosa 2 (Oladayo, 2016;
Cubillos & Alberdi, 2008).

72



5.4.2 Triton-WR1339

Triton WR-1339 es utilizado como modelo agudo para la deteccion preliminar y rapida de
agentes hipolipidémicos, este es un detergente idnico que se une a lipoproteinas ricas en
triacilglicéridos, disminuye la tasa de hidrolisis de TG en sangre por los tejidos, aumenta la
biogénesis del colesterol hepatico y la actividad reductasa de 3-hidroxi, 3-metil-glutaril CoA.
Se ha informado que causa la disociacion de la apolipoproteina Al y apo C-1l del HDL-C, en
consecuencia, la inyeccion de Triton-WR1339 en ratas provoca un marcado aumento del
nivel de TG, TC, C-LDL y disminucion de los niveles de C-HDL (Boubhlali, 2020).

5.4.3 NORMA Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017, Propoleos,
produccion y especificaciones para su procesamiento.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.

JUAN JOSE LINARES MARTINEZ, Director General de Normalizacion Agroalimentaria de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion con fundamento en los Articulos 35 fraccion IV y XXII de
la Ley Orgénica de la Administracion Pablica Federal; 40. de la Ley Federal de Procedimiento Administrativo; 38 fracciones
I1'y IX, 40 Gltimo péarrafo, 41, 43, 44, 45, 46, 47 fraccion 1V, 52, 62, 63, 64, 73 'y 74 de la Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacion; 33 del Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 1, 2 inciso B fraccién XVII, 17
fracciones I, XI1'y XXI11, 28 y 29 fraccién | del Reglamento Interior de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion, he tenido a bien expedir la presente:
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0.1 El avance en el conocimiento y usos medicinales de prop6leos a nivel nacional e internacional, ha generado un
incremento en su consumo y como consiguiente una mayor demanda por la sociedad.

0.2. Es importante que en México se fomente la produccion de propdleos mediante sistemas de produccion que permitan
una recoleccién, y procesamiento de manera estandarizada para garantizar que su composicion quimica no se altere en
perjuicio de sus propiedades.

0.3. La regulacion de los propoleos que garanticen las caracteristicas fisicas, quimicas y antimicrobianas, beneficiara
econdémicamente al sector apicola ya que fomentaré su competitividad en el mercado nacional e internacional.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma es de observancia obligatoria en todo el territorio nacional y tiene por objeto establecer las
especificaciones de produccion, caracteristicas fisicas, quimicas y antimicrobianas, que deben cumplir los propéleos y sus
extractos para su procesamiento y comercializacion en el pais.

1.2 Esta Norma es aplicable a las unidades econdémicas pecuarias dedicadas a la produccién, importacion,
acondicionamiento y almacenamiento con fines de distribucién y comercializacion de propdleos y sus extractos en el
territorio nacional.

1.3 Previo a la comercializacion al interior del pais, cada lote de propoleos importado, debera ser analizado bajo las
especificaciones establecidas en la presente norma, demostrado con los resultados de laboratorio oficial, laboratorios
aprobados o autorizados por la Secretaria o laboratorios acreditados y aprobados en los términos de lo dispuesto por la Ley
Federal sobre Metrologia y Normalizacién.

1.4 La aplicacion de las disposiciones contenidas en esta Norma compete a la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), a través de la Coordinacion General de Ganaderia, asi como a las
Delegaciones de la SAGARPA vy el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) en
el ambito de sus respectivas atribuciones y circunscripciones territoriales.

2. Referencias
Para la correcta aplicacion y complementacién de esta Norma deben consultarse las siguientes:

2.1 Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCOFI-1993, Sistema General de Unidades de Medida, publicada en el Diario
Oficial de la Federacion el 14 de octubre de 1993.

2.2 Norma Oficial Mexicana NOM-030-SCFI-1993, Informacion comercial-Declaracion de cantidad en la etiqueta-
Especificaciones, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 29 de octubre de 1993.

2.3 Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCFI-1994, Especificaciones generales de etiquetado para alimentos y bebidas
no alcohdlicas pre envasados, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 24 de enero de 1996.

3. Definiciones
Para efectos de esta Norma, se entiende por:

3.1 Acondicionamiento: Todas las operaciones necesarias para envasar, empacar y etiquetar el producto, hasta llegar
a la presentacion final para su conservacion, almacenamiento y distribucion.

3.2 Compuestos fendlicos: Son compuestos aromaticos, que, junto a los flavonoides, le confieren a los propéleos sus
usos y aplicaciones bioldgicas; los principales compuestos fendlicos de los prop6leos son: acido caféico, acido fertlico,
acido benzoico, ésteres de acido caféico, como el CAPE (feniletil éster del acido caféico, por sus siglas en inglés), entre
otros.

3.3 Constatacion: Procedimiento mediante el cual la Secretaria verifica que el producto cumple con las especificaciones
de composicion establecidas en la presente norma.

3.4 Flavonoides: Compuestos organicos hidroxilados derivados de la 2-fenilbenzopiran-4-ona (también llamada 2-
fenil-4H-cromen-4-ona), y sistemas reducidos en C2-C3 y/o C4 provenientes de exudados vegetales con multiples
aplicaciones.

3.5 Impurezas: Elementos ajenos a los prop6leos, que han sido incorporados durante el proceso de recoleccion por las
abejas y manipulacion de éste (resto de insectos, madera, papel, basura, entre otros).

3.6 Materia prima: Ingrediente de cualquier origen utilizado en la elaboracién de productos terminados.
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3.7 Métodos promotores de cortinas de propdleos: Son todos aquellos que crean espacios entre las camaras de cria,
alzas, tapas internas de la colmena y/o en las paredes de las mismas, dichos espacios pueden ser de dos centimetros 0 menos
y sirven para promover la acumulacion de propoleos en forma de cortina para bloquear la entrada de aire o intrusos a la
colmena. Entre estos métodos se encuentran los brasilefios (CPI, pirassununga, bastidores, cuadros mdviles, entre otros) y
el Campechano de origen mexicano.

3.8 Mallas y Rejillas plésticas: Son dispositivos plasticos que presentan orificios de diferentes tamafios. Las mallas y
rejillas plasticas son dispositivos plasticos que presentan orificios de diferentes tamafios que pueden ir desde los tejidos,
como las mallas mosquiteros que presentan hilos de un grosor de 0.5 mm y orificios de aproximadamente 1.0 por 1.0 mm
de luz, y las matrizadas (que se forma por medio del prensado en un molde caliente), que son de una sola pieza y pueden
presentar orificios desde 1.0 por 1.0 mm de luz y un grosor de 1.0 mm; hasta las de 2.0 por 2.0 mm de luz y un grosor de
2.0 mm, y las tipo rejilla con orificios de 2.0 mm por 5.0 cm de largo y un grosor de 2.0 mm, estas mallas y rejillas presentan
una forma trapezoidal isosceles.

3.9 Propdleos en grefia o en bruto: Son los prop6leos obtenidos directamente de la colmena, sin ningln tipo de
tratamiento.

3.10 Propoleo o propoleos: Nombre genérico que se da a las sustancias resinosas recolectadas y procesadas por las
abejas de la vegetacion circundante al apiario. De aspecto resinoso, su color puede variar dependiendo de su origen desde
el rojo, amarillo-rojizo, amarillo-obscuro, verde castafio, pardo o negro, con sabor amargo y ligeramente picante.

3.11 Secretaria: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA).
4. Consideraciones generales
4.1 Produccion de propdleos.

La produccién de los propdleos se debe realizar por medio del uso de rejillas, mallas plasticas o métodos promotores de
cortinas de propodleos en las colmenas especificas para su cosecha.

4.2 Recoleccion de propdleos.

La recoleccion debe realizarse con materiales libres de residuos de algunas sustancias que puedan contaminarlo. Durante
la cosecha, no debe exponerse a los rayos del sol, evitar su almacenamiento cerca de fuentes de calor y no debe mezclarse
con la cera que se encuentra en tapas o sobre los bastidores. Los prop6leos en bruto contenido en las trampas, se debe
introducir a un congelador entre -10°C y -20°C, por lo menos una hora para que la resina se torne rigida y quebradiza y que
facilite su obtencion. En todos los casos se debe evitar la manipulacion directa y la formacion de conglomerados.

5. Especificaciones fisicas, quimicas y actividad antimicrobiana

5.1 Especificaciones fisicas.

Parametros Caracteristicas
Col Rojo, amarillo-rojizo, amarillo-obscuro, verde castafio, pardo o negro, variando conforme a
olor . -
su origen botanico.
Aroma Resinoso (olor a madera) o balsamico (olor a cera), o balsdmico, dependiendo de su origen
r -
boténico
Sabor Variable, de suave balsdmico, a fuerte y picante, dependiendo de su origen boténico.
Consistencia A temperatura ambiente maleable o rigido, dependiendo de su origen boténico.
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5.2 Especificaciones quimicas.

Determinacion
Parametros

cualitativa

Flavonoides Presencia

Fenoles totales Presencia

indice de oxidacion Méximo 22 segundos

Determinacion cuantitativa Parametros

Compuestos fenolicos Expresados como equivalentes de &cido galico: minimo 5%
(peso/peso)

Flavonoides Expresados como equivalentes de quercetina: minimo 0.5%
(peso/peso)

Actividad antioxidante (CA50) Minimo 100 microgramos/mililitro

5.3 Actividad antimicrobiana.

A todas las muestras deberan de realizarse analisis sobre la actividad antimicrobiana frente a los siguientes
microorganismos Staphylococcus aureus (ATCC), Escherichia coli (ATCC) y Candida albicans (ATCC), por ser algunos
de los de mayor incidencia en la salud pablica.

El laboratorio oficial, aprobado o autorizado, debera emitir el resultado de la actividad antimicrobiana indicando el
numero de la cepa de referencia ATCC utilizada en el analisis.

6. Métodos de prueba
6.1 Acondicionamiento de la muestra.

Los propdleos en bruto o en grefia deben acondicionarse eliminando las impurezas visibles tales como virutas de madera,
restos de abejas, restos de pinturas, restos vegetales, entre otros. Posteriormente, debe ser refrigerada o congelada para
favorecer su maceracion. Debe conservarse en refrigeracion y protegida de la luz hasta el momento de realizar el analisis.

6.2 Para las especificaciones fisicas.

6.2.1 Determinacion del color: Colocar la muestra sobre una superficie blanca y comparar con una escala de colores;
debe realizarse en un ambiente con buena iluminacién. Se puede utilizar un microscopio estereoscopico para visualizar
definidamente los colores presentes utilizando el Catalogo Internacional de Colores.

6.2.2 Determinacion del aroma: Retirar una porcién de la muestra a fin de que el envase no interfiera en la percepcién
olfativa.

6.2.3 Determinacion del sabor: Colocar una porcidn de la muestra en la parte media de la lengua y analizar mediante la
comparacion de sus atributos de sabor con los que mejor lo distingan.

6.2.4 Consistencia a temperatura ambiente: Retirar una porcién de la muestra y colocarla en un vidrio de reloj, hasta
que alcance la temperatura ambiente. Determinar la consistencia tocandola con los dedos y comparar con el atributo que
mejor la describa. Suave y maleable a temperaturas entre 20 y 40°C y rigido a temperaturas inferiores a 20°C.

6.3 Para las Especificaciones quimicas.

6.3.1 Preparacion del Extracto Etandlico de Propdleos (EEP).
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Pesar una cantidad de 50 gramos de los prop6leos en bruto, previamente acondicionada, afiadir etanol al 70% en
propéleo: disolvente 1:3 y dejar macerar por un periodo de 72 horas con agitacion constante o extraer con bafio ultrasonico
por 20 min a temperatura ambiente. Pasado este tiempo filtrar y el filtrado se concentra (utilizando preferentemente un
Rotovapor o a vacio), pasar el extracto a un envase ambar, empleando la minima cantidad de etanol al 70%, y dejar a
sequedad utilizando una bomba de vacio. Debe conservarse en refrigeracion y protegida de la luz hasta el momento de
realizar el analisis.

6.3.2 Prueba cualitativa de flavonoides.

Para la deteccion de flavonoides se utiliza hidroxido de sodio (NaOH) al 20 %. Un color amarillo intenso es
caracteristico de los flavonoides.

6.3.2.1 Preparacion de reactivos.

Hidrdxido de sodio (NaOH) al 20 %. Pesar 10 gramos y disolver en 25 mililitros de agua destilada. Agitar después de
enfriar y aforar a 50 mililitros.

6.3.2.2 Procedimiento.
a) Pesar 200 miligramos de los propdleos en bruto o EEP y afiadir 1 mililitro de etanol al 70% y mezclar perfectamente.

b) Afadir una gota de NaOH al 20 % y observar un cambio de coloracién que va del amarillo a naranja de acuerdo a la
cantidad de flavonoides presentes.

6.3.3 Prueba cualitativa de fenoles totales.

La mayor parte de los fenoles dan disoluciones coloreadas (azul, verde, violeta, entre otros). Si el color es amarillo débil
(mismo que el reactivo), la reaccion se considera negativa. Algunos fenoles no dan coloracién, como la hidroguinona, ya
que se oxidan con el reactivo a quinona. Los acidos, a excepcion de los fendlicos, no dan la reaccioén aunque algunos dan
disoluciones o precipitados de color amarillento.

6.3.3.1 Preparacion de reactivos.

Cloruro férrico hexahidratado (FeClI3-:6H20) al 10 %: Pesar 1 gramo y disolver en 10 mililitros de agua destilada
caliente, posteriormente aforar a 100 mililitros.

Etanol al 70 %: Medir 72.9 mililitros de alcohol etilico al 96 % y aforar a 100 mililitros con agua destilada.
6.3.3.2 Procedimiento.

a) Colocar 200 miligramos de los propdleos en bruto o EEP en un vaso de precipitados de 10 mililitros y afadir 1
mililitro de etanol al 70 %.

b) Mezclar y agregar una gota de la solucion de FeCI3-6H20 al 1 % y observar el desarrollo de color.
c) En caso de la presencia de fenoles, se observara un precipitado y una coloracion azul, verde, rojo, morado o negro.
6.3.4 Indice de oxidacion.

El indice de oxidacion es influenciado por el contenido de compuestos fenélicos. Esto indica que a mayor concentracion
de fenoles totales, el tiempo de la reaccion es mas rapido (poder antioxidante de los propodleos, sobre la solucién de
permanganato de potasio).

6.3.4.1 Preparacion de reactivos.
Permanganato de potasio (KMnO4) 0.1 N.

a) Pesar en vidrio de reloj, 3.2 g de KMnO4 sélido, pasar a un matraz Erlenmeyer de 1000 mL y adicionar 250 mL de
agua destilada.

b) Tapar con un vidrio de reloj, calentar y agitar la solucion hasta la disoluciéon completa del sélido.

c) Agregar 250 mL de agua destilada y calentar hasta ebullicién durante 15 min y mantener la solucién caliente durante
1 h, sin ebullicién.

d) Dejar enfriar la solucion hasta temperatura ambiente durante 12 h y posteriormente filtrar por lana de vidrio o crisol
de porcelana, no con papel, recibiendo el filtrado en un matraz aforado de 1000 mL, lavando el matraz Erlenmeyer empleado
anteriormente y el material en el filtro, con la menor cantidad de agua destilada posible y aforar a 1000 mL.

e) Finalmente, el liquido filtrado se pasa a un frasco ambar (bien limpio y exento de materia orgénica).
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f) En caso de presentar precipitado, es necesario filtrar antes de su uso.

Acido sulfarico (H2S04) al 20 %. Colocar 30 mL de agua destilada en un matraz aforado de 100 mL colocado en un
bafio de hielo, agregar lentamente 21 mL de &cido sulfurico concentrado al 96 % y aforar con agua destilada. Precaucion:
la reaccion libera calor. Precaucién: la reaccion libera calor.

6.3.4.2 Procedimiento.

a) Pesar 20 miligramos de los prop6leos en bruto o EEP y afiadir 5 mililitros de etanol al 70 %.

b) Afadir 95 mililitros de agua destilada, agitar hasta homogeneizar la mezcla y filtrar a gravedad.

c¢) Tomar 10 mililitros de esta solucién y aforar a 100 mililitros con agua destilada.

d) Tomar 2 mililitros de la solucién diluida y afiadir 1 mililitro de H2SO4 al 20 % y agitar un minuto.
e) Afadir una gota de KMnO4 0.1 N, sin tocar las paredes.

f) Cronometrar y registrar el tiempo en que tarda en desaparecer el color rosa del KMnO4.

6.3.5 Compuestos fenolicos: método de Folin-Ciocalteu.

La concentracion de fenoles totales (CFT) se mide por espectrofotometria de absorcién UV-VIS con base a una reaccion
colorimétrica de 6xido-reduccion, para ello el agente oxidante que se utiliza es el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC), 3H20-
P20513W03-5M003-10H20 (mezcla de acido fosfotlingstico/fosfomolibdico hexavalente).

6.3.5.1 Preparacion de reactivos.

Solucioén estandar de acido gélico (0.2 mg/mL): Disolver 20 miligramos de &cido gélico y aforar a 100 mililitros con
agua destilada. Mantener en refrigeracion y protegido de la luz.

Carbonato de sodio (Na2CO3) al 20 %: Disolver 20 gramos de carbonato de sodio anhidro en 70 mililitros de agua
caliente. Dejar enfriar y aforar a 100 mililitros con agua destilada.

6.3.5.2 Procedimiento.
Trazado de la curva de calibracion.

a) A partir de la solucion estandar de 4cido gélico de 0.2 mg/mL, tomar alicuotas correspondientes para obtener las
concentraciones seriadas (0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1y 0.2 mg/mL).

b) A cada una se le agrega el volumen correspondiente de agua destilada para obtener las concentraciones mencionadas
a un volumen final de 1 mililitro.

6.3.5.3 Preparacion de las muestras.

Preparar una solucion estandar de concentracion 0.2 mg/mL de cada muestra de propdleos disueltos en etanol al 70%.
Tomar una alicuota de 250 microlitros de ésta y agregar 750 microlitros de agua destilada para obtener una concentracién
de 0.05 mg/mL.

Al tener los sistemas preparados se procede de la siguiente manera:
a) Tomar 1 mililitro de cada concentracion y afiadir 6 mililitros de agua destilada.
b) Adicionar 500 microlitros de reactivo de Folin-Ciocalteu y esperar 5 minutos.

c) Adicionar 1.5 mililitros de la solucién de Na2CO3 y aforar con agua destilada hasta un volumen de 10 mililitros, se
observara un cambio de color a azul.

d) Esperar 2 horas a temperatura ambiente, para que se lleve a cabo la reaccion y determinar la absorbancia a 760 nm
en un espectrofotometro de absorcion UV-VIS.

e) Graficar la concentracion contra la absorbancia para obtener la curva patrén de acido galico.
f) Los resultados se expresan como equivalentes de acido galico/g de extracto o en porcentaje (%).
6.3.6 Cuantificacion de flavonoides.

El principio basico del método colorimétrico de cloruro aluminio, es que éste forma complejos estables de &cidos con
el grupo cetona en C-4 o bien el grupo hidroxilo en C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles. Ademas, también forma complejos
labiles acidos con los grupos hidroxilo en el anillo A o B de los flavonoides.
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6.3.6.1 Preparacion de reactivos.

Solucion estandar de quercetina (1 mg/mL). Pesar 10 miligramos de quercetina dihidratada y aforar a 10 mililitros de
metanol grado reactivo. Conservar protegido de la luz y en refrigeracion.

Tricloruro de aluminio, AICI3 (2 %): Disolver 2 gramos de cloruro de aluminio en agua destilada y aforar a 100 mililitros
con agua destilada con mucho cuidado ya que el producto es muy corrosivo e higroscopico.

6.3.6.2 Preparacion de la muestra.

Preparar una solucion estandar de concentracién 0.2 mg/mL de cada muestra de propoleos disueltos en etanol al 70%.
Tomar una alicuota de 250 microlitros de ésta y agregar 750 microlitros de agua destilada para obtener una concentracién
de 0.05 mg/mL.

6.3.6.3 Procedimiento
6.3.6.3.1 Preparacion de la curva de calibracion:

A partir de la solucion estandar de quercetina de 1 mg/mL, tomar alicuotas correspondientes para obtener
concentraciones seriadas de 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 pg/mL (ppm).

6.3.6.3.2 Preparacion del blanco de muestra.
Tomar 1 mililitro de la solucién del EEP (0.05 mg/mL) y agregar 1 mililitro de metanol grado reactivo.
Al tener todos los sistemas anteriores preparados, se procede de la siguiente manera:

a) Adicionar a cada tubo, 1 mililitro de la solucién de AICI3, esperar 10 minutos a que se lleve a cabo la reaccion y
determinar la absorbancia a 415 nm por espectrofotometria de absorcién UV-VIS.

b) Graficar la concentracidn contra la absorbancia para obtener la curva patron de quercetina.

c) El contenido total de flavonoides se expresa como mg de equivalentes de quercetina (QE)/g de extracto o en
porcentaje (%).

6.3.7 Actividad antioxidante: Método del 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH?).

La reduccion del DPPH se monitorea por la disminucion en la absorbancia a una longitud de onda caracteristica. En su
forma de radical libre, el DPPHe absorbe a 515 nm y cuando sufre reduccion por un antioxidante, esta absorcion desaparece.
En consecuencia, la desaparicion del DPPHe proporciona un indice para estimar la capacidad del EEP de prueba para atrapar
radicales.

6.3.7.1 Preparacion de reactivos.

Solucion estandar de quercetina (1 mg/mL). Pesar 10 miligramos de quercetina y aforar a 10 mililitros con metanol
grado reactivo. Conservar protegido de la luz y en refrigeracion.

Solucién de DPPHe (100 uM). Pesar 2 miligramos, disolver y aforar a 50 mililitros con metanol grado reactivo.
Conservar protegido de la luz y en refrigeracion.

6.3.7.2 Preparacion de la muestra.
Pesar 10 miligramos del EEP y disolver en metanol grado reactivo, aforar a 10 mililitros.

Las concentraciones a preparar y a evaluar son en un rango de 1, 3, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200
y 250 pg/mL.

Al tener los sistemas anteriores preparados se procede de la siguiente manera:

a) Colocar en tubos de ensaye, 250 microlitros de la muestra y 750 microlitros de solucion de DPPHs.
b) Proteger de la luz y dejar reposar 30 minutos.

c) Determinar la absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro de absorciéon UV-VIS.

d) Como control negativo se utiliza metanol y control positivo se utiliza quercetina a las mismas condiciones que el
compuesto problema.

e) Los resultados se reportan obteniendo el porcentaje de reduccion y se calcula con la siguiente formula:

% de reduccion= (Absorbancia del DPPH¢) — [Absorbancia de la mezcla (DPPH* + compuesto problema)]*100
6.4 Para la actividad antimicrobiana.

6.4.1 Método de difusion en agar.
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Esta es una prueba cualitativa que Unicamente reflejara si la muestra a evaluar inhibe el crecimiento microbiano. Se
evalla la actividad antimicrobiana del extracto de los propdleos, el cual se coloca en sensidiscos y difundira sobre la placa
de agar; si hay inhibicion del crecimiento del microorganismo a evaluar se observara un halo alrededor del sensidisco.

6.4.1.1 Preparacion de reactivos.

Estandar No. 0.5 de MacFarland: afiadir 500 microlitros de sulfato de bario (BaSO4) y aforar a 100 mililitros de H2SO4
al 0.36 N.

6.4.1.2 Microorganismos de referencia.

a) Bacterias:

Staphylococcus aureus: ATCC.

Escherichia coli: ATCC.

b) Levadura:

Candida albicans: ATCC.

6.4.1.3. Medio de cultivo.

Para conservacion y preparacion del indculo:
Para bacterias: Caldo Mueller-Hinton (MH).

Para levadura: Caldo Dextrosa Sabouraud (SDA).
Se prepara de acuerdo a especificaciones del proveedor.
Para el método de difusion en agar

Para bacterias y levadura: Agar Mieller-Hinton (MH) suplementado con 2 % de glucosa y 0.5 pg/mL de azul de
metileno.

Se prepara de acuerdo a especificaciones del proveedor.

6.4.1.4 Preparacion de la muestra.

Pesar 160 miligramos del EEP y disolver en 100 microlitros de etanol al 70 %.
6.4.1.5 Preparacion de la suspension de microorganismos.

a) Tomar una asada de las colonias sembradas del microorganismo a evaluar y sumergirla en 5 mililitros de caldo
Moueller-Hinton para bacterias o caldo Sabouraud para levaduras.

b) Enjuagar bien en el liquido para descargar todo el material y retirar el asa.
c) El tubo de cultivo se incuba a 37°C/ 24 horas para bacterias y para levaduras por 35°C/48 horas.

d) Ajustar la densidad del in6culo de acuerdo al tubo 0.5 del Nefelometro de MacFarland (aproximadamente 1-5 x106
células/mL)

e) La comparacion de la turbidez se realiza a 625 nm en el espectrofotometro y la absorbancia debe de ser entre 0.08 —
0.10.

6.4.1.6 Preparacion de sensidiscos.

Se emplearan discos de papel Whatman No. 5, de 5 mm de didmetro (previamente esterilizados). Los discos se
impregnaran con 10 microlitros de la solucién de EEP (160 mg/100 pL) para que tengan una concentracion de 16 miligramos
de EEP y se dejaran secar a temperatura ambiente por 24 horas.

6.4.1.7 Procedimiento.

a) A partir del in6culo con una concentracion de 1-5 x 106 UFC/ mL, realizar con un hisopo estéril un sembrado masivo
sobre las placas de agar MH para bacterias y levaduras.

b) Con ayuda de una aguja estéril, colocar los sensidiscos impregnados de la muestra de los prop6leos procurando
dejarlo en el centro de la caja.

c) Permitir que el sensidisco se adhiera a la placa de agar, teniendo la precaucion de evitar desplazamientos del disco.
En caso de que se evallen mas de una muestra de EEP en la misma caja, se recomienda dejar al menos 1.5 cm de distancia
entre cada sensidisco y el borde de la caja.

d) Incubar a 37°C / 24 horas para las bacterias y 35°C / 48 horas para la levadura.

e) Como control negativo se emplearan discos impregnados con 10 microlitros de etanol al 70%.
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f) Como control positivo se emplearan discos de antibioticos y antifingicos conocido de marca comercial.
6.4.1.8 Resultados.

Después del tiempo de incubacion, con una regla calibrada de milimetros o de preferencia con un Vernier, medir el
didmetro de los halos de inhibicion y se repetira la medicion a las 48 horas para la levadura.

6.4.1.9 Interpretacion.

La presencia de un halo de inhibicién indica actividad antimicrobiana y se reportara el diametro de los halos de
inhibicion (en mm). La ausencia de halo de inhibicién indicard que no existe actividad antimicrobiana.

7.1 Evaluacion de la conformidad.

La evaluacion de la conformidad de los productos objeto de la presente Norma Oficial Mexicana, se llevara a cabo en
laboratorios oficiales, laboratorios aprobados o autorizados por la Secretaria y en laboratorios acreditados y aprobados en
los términos de lo dispuesto por la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion.

7.2 Los resultados emitidos por los laboratorios seran validos para los propéleos de los productores solicitantes que
provengan de un mismo lote y lugar de recoleccion y la vigencia de los resultados sera de un afio.

8. Sanciones

El incumplimiento a las disposiciones contenidas en la presente Norma, ser& sancionado conforme a lo establecido en
la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion.

9. Concordancia con normas y lineamientos internacionales

Esta Norma Oficial Mexicana no es equivalente con ninguna norma internacional al momento de su elaboracién.
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Ciudad de México, a 31 de agosto de 2017.- El Director General de Normalizacion Agroalimentaria de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, Juan José Linares Martinez.- Rubrica.

NORMA Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017, Propodleos,

produccidn y especificaciones para su procesamiento. Disponible en el siguiente
link: http://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5500103&fecha=06/10/2017

54.4 NORMA Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2012, Para la
prevencion, tratamiento y control de las dislipidemias.

Disponible en el siguiente link:
https://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5259329&fecha=13/07/2012

545 NORMA Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2002, Para la
prevencion, tratamiento y control de las dislipidemias.

Disponible en el siguiente link: http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/037ssa202.html

82


http://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5500103&fecha=06/10/2017
https://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5259329&fecha=13/07/2012
http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/037ssa202.html

	Portada

	Índice de Contenidos

	Resumen

	Capítulo 1. Introducción 
	Capítulo 2. Metodología

	Capítulo 3. Marco Teórico

	Capítulo 4. Propóleo y Dislipidemias

	Capítulo 5. Conclusiones, Prospectivas, Referencias y Anexos


