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Abstract

Propolis is a natural substance made from resins collected from trees and
plants, and which bees combine with pollen, wax, and their own enzymes. It
has a complex chemical composition that varies with the harvest season, ve-
getation type, bee species, and geographical region. Thanks to its components,
it has valuable biological properties such as antifungal, antibacterial, anti-
cancer, antiviral, and immunomodulatory activity. For this study, a sample of
propolis harvested in April 2019 was used, which came from a bee native to
Mexico (Plebeia frontalis) in whose geographical environment there are seven
other native species. Canine distemper virus is an RNA virus that causes a
systemic infection with high fatality rates in guests without protective im-
munity. In this work, the antiviral effect of Plebeia frontalis propolis on
canine distemper virus was tested, administering it one hour before and
simultaneously to infection. The antiviral effect was evaluated by determining
cellular viability with the MTT assay. The results obtained show that this
propolis has a statistically significant antiviral effect on both treatments, al-
though it is slightly better when applied one hour before viral infection, so we
can recommend it as an antiviral treatment in both domestic animals and
human beings. There are currently few studies of the antiviral effect of propo-
lis, this being the first study of a melliponium propolis in veterinary medi-

cine.
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Glosario

Antiviral: sustancia virostatica utilizada en el tratamiento de infecciones virales. Los
antivirales actian bloqueando un paso especifico en el ciclo replicativo.
Citopatico: virus que produce un dafio celular visible como efecto del proceso de
replicacion en células infectadas.

Efecto citopatico: dafo celular producido por una infeccion viral. Efectos de la
infeccidn viral que son detectados en microscopia de luz o bajo visualizacion directa.
In vitro: técnica que se realiza fuera del organismo, dentro de un tubo de ensayo,
en un medio de cultivo, o en cualquier otro ambiente artificial.

Linea celular: células que tienen origen comun (6rgano o tejido) y unas
caracteristicas de diferenciacion que les permite conformar una herramienta de
replicaciéon de virus.

Litico: virus que durante el ciclo replicativo causa la ruptura de la membrana
plasmatica.

Monocapa: capa delgada de células que crecen y se adhieren a una superficie
sélida de un envase especifico para cultivo de tejidos.

Polaridad o sentido: organizacién de la secuencia de nucleétidos en una cadena
de material gendmico. Polaridad positiva (+) se refiere a las moléculas que
contienen la misma secuencia del ARNm. Polaridad negativa (-)se refiere a las
moléculas que contienen la secuencia complementaria a las positivas.

Sincitio: masa de citoplasma con una Unica envoltura que contiene varios nucleos
separados y es el resultante de la fusion de células individuales.

Virion: particula viral completa y con capacidad infectante.



Resumen

En el presente trabajo se evaluo la actividad antiviral del propdleo producido por la
abeja Plebeia spp. (abeja nativa sin aguijon), este propoleo provino del Estado de
Veracruz. La evaluacion se realiz6 sobre el Virus de Distemper canino en un modelo
in vitro utilizando cultivos de la linea celular VERO (células renales de mono verde
africano). Inicialmente, se determinaron las propiedades organolépticas (color, olor,
sabor y consistencia) del extracto de propéleo. Después, se realizo la evaluacion
cualitativa y cuantitativa del contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, ya
gue dichos componentes son los responsables de la actividad biol6gica del
propodleo. El virus de Distemper canino fue identificado por inmunofluorescencia
directa utilizando un anticuerpo monoclonal, también se observaron y documentaron
los cambios morfoldgicos inducidos en las células por la presencia de este virus a
las 72 horas post-infeccion. Posteriormente se determiné la concentracion citotoxica
media (CCso) y la concentracion experimental, dichas concentraciones fueron
determinadas por medio del método de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol), obteniendo una concentracion citotoxica media de 0.5 mg/mL y
una concentracion experimental de 0.3 mg/mL de propdleo. Para evaluar el efecto
antiviral del propdleo se utilizaron dos tratamientos: A) Extracto Etandlico de
propdleo aplicado una hora antes de la infeccion viral y B) Extracto Etandlico de
propdleo aplicado simultAneamente a la infeccidn. Los resultados obtenidos en este
estudio permiten sefialar que el extracto etandlico de propdleo de Plebeia spp.
presenta un efecto antiviral estadisticamente significativo en ambos tratamientos
frente al virus de Distemper canino.



Introduccion

Propéleo

El propdleo es un término usado para denominar el material resinoso y balsamico
colectado y procesado por las abejas, que colectan de diferentes resinas de la
vegetacion circundante como ocurre con la especie Apis mellifera (figura 2); pero
existen otras abejas llamadas nativas sin aguijon, que mezclan las resinas con
ceras, arcillas (barro), tierra, excremento de animales, polen, entre otros y que es
llamado geopropdleo (figura 1), por lo que la composicion quimica es variable, se
han identificado balsamos vegetales, ceras, aceites esenciales, vitaminas, entre
otros (Arnold, Vasquez, Zepeda, & Aldasoro, 2018). Dentro de sus componentes los
de mayor importancia, por su actividad biolégica, son los flavonoides, acidos
aromaticos y sus ésteres (acido caféico, cinamico y otros), y aldehidos aromaticos
(Petit, 2004).

Figura 1. Geopropéleos en grefia. Fotos: M. en C. Margarita Medina Camacho



Figura 2. Propdleos de A. mellifera de diferentes colores que se encuentran
en la India: (A) marrén, (B) rojo, (C) rojo-marrén, (D) marrén oscuro, (E) verde
y (F) verde-marroén. (Kasote, 2017)

Composicion quimica del propodleo

Las investigaciones realizadas en las Ultimas décadas, orientadas a determinar la
composicién quimica del propdleo a nivel mundial, han permitido establecer que los
flavonoides no son los marcadores quimicos principales, pues existen otros
componentes novedosos como los triterpenos. El primer identificado fue el
triterpeno aciclico, escualeno, precursor de los triterpenos tetraciclicos y
pentaciclicos. (Bracho Pérez , Rodriguez Best, & Llanes, 2009)

La presencia de triterpenos pentaciclicos en propéleos de paises tropicales
constituye una caracteristica importante de la composicién quimica vinculada a su
actividad antiinflamatoria, anticancerigena y antiviral. Por tal razén algunas
investigaciones se han dirigido a estudiar la capacidad antiviral de ciertas
estructuras de triterpenos pentaciclicos como el &cido betulinico, &cido mordnico,
acido betulénico y meliferonas que presentan una importante accion antiviral contra
el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (Ito J, 2001).



Abejas nativas sin aguijon (Meliponinos o Meliponini)

Es un grupo de abejas sin aguijon o nativas porque nidifican en gran variedad de
sustratos. Se han reportado un aproximado de 400 especies en el mundo (Nates,
2005) y, en México, se reportan 46 especies distribuidas en Oaxaca, Chiapas,
Veracruz y Quintana Roo (Arnold, Vasquez, Zepeda, & Aldasoro, 2018).

La crianza de estas abejas tiene y ha tenido una presencia importante; desde
tiempos prehispanicos se pueden encontrar vestigios de meliponicultura en casi
todo el continente, desde México y Centroamérica, hasta Brasil y Paraguay, en
Sudameérica (Arnold, Vasquez, Zepeda, & Aldasoro, 2018).

A pesar del conocimiento presente sobre las propiedades medicinales de los
productos de la colmena de las abejas nativas, son pocos los meliponicultores que
aprovechan su utilidad, lo que convierte principalmente al propdleo en un area
potencial de desarrollo. Entre los testimonios colectados de sus funciones biolégicas
estan, principalmente; la cicatrizacion y, su actividad como antimicrobiano y
antifangico; asi como otros usos no medicinales como los de protector de madera,
repelente de plagas en hortalizas, entre otras (Arnold, Vasquez, Zepeda, &
Aldasoro, 2018).
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Plebeia

Las abejas plebeias se encuentran entre las mas pequefias en el grupo de abejas
nativas sin aguijon (después de las trigonas). En general poseen lineas amarillas
gue flanquean la espalda, lo cual es caracteristico de estas especies. Las abejas
Plebeia frontalis poseen un tamafio entre 3.5-4.4 mm, son de color negro con
dibujos amarillos en el térax (espalda) y cara, tiene rodillas amarillas en los
miembros posteriores. Anidan en huecos de arboles, las entradas tienen agregacion
de mezcla de cera, lodo y resinas, formando una entrada ovalada, redonda o de
forma de arco (figura 4) (Arnold, Catalogo de especies de abejas sin aguijon de
Oaxaca, México, 2019).

N

Figura 4. Plebeia frontalis. Foto: Carlos G Velazco-Maias

Compuestos fenolicos y flavonoides

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios vegetales ampliamente
distribuidos entre las especies vegetales y son objeto de gran interés cientifico por
sus propiedades farmacoldgicas y valor terapéutico. El nombre de esta clase de
compuestos se deriva de “Feno” una antigua designacion del benceno. En los
fenoles se encuentran uno o varios grupos -OH unidos directamente al nudcleo
aromatico (figura 5) (Beyer & Walter, 1987).

Los fenoles se oxidan formando quinonas (ciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona), cuyas
propiedades redox son cruciales en el funcionamiento celular, donde los
compuestos llamados ubiquinonas (coenzimas Q) actian como agentes oxidantes
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bioguimicos para mediar el proceso de transferencia de electrones involucrado en
la produccion de energia. (McMurry, 2012)

Los flavonoides son sustancias de naturaleza fendlica y se caracterizan por poseer
dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de tres atomos de carbono,
con estructura general C6- C3- C6, los cuales pueden formar o no un tercer anillo
(figura 5).

Son importantes para el desarrollo normal de las plantas; estos se encuentran
localizados en la membrana del tilacoide de los cloroplastos, son utilizados en la via
de expresion de dos enzimas multigénicas: la fenilalanina amonio liasa y la chalcona
sintasa y constituyen un grupo de sustancias colorantes importantes en las plantas.
(Cartaya & Reynaldo, 2001)

Las funciones de los flavonoides en las plantas se pueden resumir en tres grupos:
defensa, sefial quimica y efecto sobre enzimas. Los flavonoides son facilmente
oxidados, este proceso esta acomparnado por la apertura del anillo a pironas.

La capacidad de los flavonoides de transportar electrones puede explicar su
interferencia con la accion de las oxidorreductasas, por ejemplo, la aldosa reductasa
y la prolina hidroxilasa.

Los flavonoides son capaces de suprimir la formacion de radicales libres por enlace
con iones de metales pesados los cuales catalizan muchos procesos conllevando a
la aparicion de radicales libres. (Hertong & Van Poppel, 1997)

Se ha demostrado la actividad antiviral de flavonoides como quercetina contra
Adenovirus 3 (AdV-3), virus del herpes simple (HSV) y el virus de influenza (Choi,
2009) (Thapa, 2011), morina contra herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1) (Gravina,
2011). Ademas se conocen los efectos antivirales de los acidos fendlicos contra el
dengue (DENV), EHV-1y el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Gravina,
2011) (Ichimura, 1999) (Rees, 2008).

OH

Figura 5. Estructura basica de los fenoles (izquierda), estructura basica de los
flavonoides (derecha). (Cartaya & Reynaldo, 2001)
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Virus de Distemper Canino (VDC)

El Distemper canino, también conocido como moquillo o enfermedad de Carre, es
una enfermedad altamente contagiosa que afecta principalmente a animales
jovenes (S., 2001). Es producida por un virus RNA, del grupo de Paramixovirus
(tabla 1) y mide de 115-160 nanémetros.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del Virus de Distemper Canino

Familia Paramixovirus
Subfamilia Orhoparamyxovirinae
Genero Morbillivirus

Virus Distemper Canino

El virion posee una proteina de matriz (M), proteina de fusién (F), hemaglutinina (H),
fosfoproteina (P), nucleoproteina (N), polimerasa (L) (figura 6).

El virus se va a localizar, en el punto algido de la enfermedad, en el fluido
oculonasal, en la sangre (con el primer aumento de temperatura); en el contenido
de las vesiculas y pustulas moquillosas, en las vias respiratorias y en el bazo que
es muy infectante durante el periodo inicial (Figueroa, Varga, & Orlando, 1984).

VIRION

Matrix protein (M)

Hemagglutinin (H)

Fusion protein (F) Polymerase (L)

Phosphoprotein (P)

Figura 6. Morfologia del virién del Virus de Distemper Canino. Estructura de la
capside, Proteina de matriz (M), Proteina de fusion (F), Hemaglutinina (H),
Fosfoproteina (P), Nucleoproteina (N), Polimerasa (L). Imagen tomada de
ViralZone https://viralzone.expasy.org/
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Epidemiologia

La enfermedad afecta a varias especies en el mundo animal. Se ha certificado la
presencia de Distemper en pinnipedos, mustélidos como el hurén, canidos silvestres
y domésticos, felinos salvajes, ursidos (0sos), procionidos como el mapache,
primates japoneses y algunos cetaceos. (Rentamal, Abalos , & Fredes, 2010)

Patogenia

La incubacion es de 7 a 30 dias y luego el virus inicia su replicacion en los tejidos
faringeos y linfonddulos bronquiales aproximadamente a los 2 a 5 dias de la
infeccion. La entrada al paciente se produce por inhalacion o ingesta de secreciones
y orina contaminada desde el medio ambiente. Posteriormente, el virus puede
encontrarse en sangre (viremia), lo cual puede concordar con un estado febril alto
de 40 °C a 41 °C. Esta viremia puede presentarse a los seis 60 nueve dias post
infeccion.

Cuando la infeccion se presenta en epitelios respiratorios y digestivos, los signos
son: tos, rinitis serosa, conjuntivitis serosa o mucopurulenta, diarrea y vémito.
También se observa afeccion ocular con uveitis anterior o posterior (iridociclitis y
coriorentinitis, respectivamente), lesiones tegumentarias muy frecuentes como
hiperqueratosis plantar y nasal, signos muy altamente asociados a lesiones
neuroldgicas. Se pueden observar ya en menor frecuencia clinica, afecciones del
sistema urogenital, cardiaco (miopatia viral por Distemper) y dermatoldgicas como
disqueratosis (presencia de caspa).

El virus afecta exclusivamente al sistema nervioso central, no evidenciandose aun
tropismo del virus por estructuras nerviosas del sistema nervioso periférico. La
enfermedad neuroldgica se produce por una afeccion fundamentalmente citopatica.
Posteriormente se desarrolla una afeccion de tipo autoinmune generalmente fatal
para el paciente.

El virus ingresa, utilizando plaquetas, macrofagos y linfocitos, fundamentalmente a
través de los plexos coroideos, estructuras ependimales o del tejido meningeo de la
médula oblonga y médula espinal. (Rentamal, Abalos , & Fredes, 2010)

Replicacion Viral

La replicacion se lleva a cabo en el citoplasma, por medio de la hemaglutinina viral
(H), glicoproteina de la envoltura lipidica que reconoce y se une al receptor
CD150/SLAM del linfocito (figura 7c). (Von Messling V, 2001)

Inmediatamente después actla la proteina de Fusion (F), generando la fusién del
VDC con la membrana plasmatica del huésped y libera el material genético viral al
citoplasma. El material genético viral es liberado en el citoplasma de la célula donde
se llevara a cabo la replicacion, es en este punto donde se utiliza como hebra molde
la Nucleoproteina (N). EI RNA tiene sentido negativo y debe de ser transcrito a un
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RNAmM de sentido positivo complementario antes de que las proteinas puedan ser
sintetizadas, las cadenas recién sintetizadas pueden servir a su vez como plantillas
para la duplicacion del material genético, para la transcripcion. (Collier L, 1998)

La proteina Grande (L) sirve como co-factor a la N para ayudar a catalizar la sintesis
del genoma, y en compafia de la Fosfoproteina forman el complejo de la
polimerasa. La secuencia guia 3’del RNA (figura 7 b), provee el punto de entrada
para la RNA polimerasa depende del RNA, dando como resultado un RNA
monocistronico unido al extremo 57y con el extremo 3" poliadenilado por el complejo
de la polimerasa. (Stettler M, 1997) Posteriormente se detiene la polimerasa y se
reinicia la sintesis del RNAm de cada gen hasta completar la longitud del genoma.
Las subsecuentes sintesis de cadenas de sentido negativo y positivo dependeran
de la disponibilidad de la N. Ademas, la traduccion de los trascriptos primarios,
permite la acumulacién de las proteinas virales y funciona como interruptor de la
trascripcion.

Posteriormente se da el ensamblaje viral, interviniendo la N y la proteina de matriz,
proteina asociada a la envoltura, y por su caracteristica hidrofébica, se encuentra
en la superficie interna de la membrana del viribn. Se conoce que la expresion
restringida o nula de las proteinas M y F puede ocasionar bajos niveles de antigeno
viral, lo que la facilita la persistencia del VDC. (Danielle E, 2008).
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Figura 7. Esquematizacion del virus de Distemper Canino y su ciclo de
replicacion. (Moss & Griffin, 2006)

15



Ensayo de citotoxicidad

Existen diferentes métodos para realizar ensayos de citotoxicidad in vitro. Primero,
el uso de colorantes tales como cristal violeta y sulforrodamina B, segundo, los
detectores de liberacion de componentes constitutivos celulares, que miden la
actividad de enzimas y, finalmente, aquellos que miden la funcion metabdlica de las
células usando las sales de tetrazolio.

El método mas empleado es la reduccion metabodlica de MTT, también llamado
método de Mossman, basado en la reduccion de bromuro de 3-(4.5-dimeltiltiazol-2-
il)-2.5-difeniltetrazolio (MTT). Este colorante amarillo palido, soluble en agua, es
reducido tempranamente en células viables, por componentes de la cadena
respiratoria, a formazan (figura 8) (cristales azul violeta, insoluble en agua),
fundamentalmente por la respiracion (deshidrogenasas mitocondriales) y su flujo de
electrones, lo cual es intrinsecamente toxico para las células. ( Escobar , Rivera, &
Aristizabal , 2010)

T
,f |
N | mitachondrial '
<:>_< N reductase
N”‘N\r
\f o W’%L
Farmazan

Figura 8. Reduccion enzimatica de la molécula de MTT a formazan. Facultad
de Farmacia Universidad Complutense de Madrid
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Justificacion

Esta bien documentado que el propdleo producido por Apis mellifera posee un
efecto antiviral consistente, sin embargo, en el caso de los propoleos provenientes
de las abejas nativas (abejas sin aguijon) aun no se han realizado los estudios
pertinentes, el presente trabajo es pionero en este nuevo campo de estudio que
permitira conocer las propiedades bioldgicas de los propdleos provenientes de las
abejas nativas.

Hipotesis

Se ha sefialado que la actividad antiviral del propoleo de Apis mellifera se relaciona
de manera directa con la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides, de tal
forma que es factible esperar que el propéleo de abejas nativas también contenga
fenoles y flavonoides, y en consecuencia presentara actividad antiviral ante el virus
de Distemper Canino.

Objetivo general:

Evaluar el efecto antiviral de extracto etandlico de propéleo de abejas nativas sin
aguijon frente al virus de Distemper Canino por medio del método de Mossman para
Su posterior uso en la medicina veterinaria.

Objetivos particulares:

» Cuantificar los compuestos fendlicos y flavonoides presentes en un extracto
etandlico de propdleo (EEP) elaborado por abeja Plebeia frontalis
proveniente de Coatepec, Veracruz.

> Identificar el efecto citopético del virus de Distemper canino en células Vero.

Determinar la concentracion citotoxica media (CCso) del EEP.

» Determinar la actividad antiviral del EEP mediante la determinacion de la
viabilidad celular por método de Mossman (MTT) evaluando dos
tratamientos, antes y simultdnea a la infeccion viral.

» Realizar el analisis estadistico para la interpretacion de resultados.

Y
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Materiales y métodos

Extracto Etandlico de Propdleo

El propoleo en greia fue obtenido de un meliponario ubicado en Coatepec Veracruz
mediante la colaboracién con INANA, A.C y la muestra de extracto etandlico de
propodleo utilizada para esta investigacion fue proporcionada por el Laboratorio de
Servicios de Analisis de Propdleo (LASAP) a cargo del Dr. Tonatiuh A. Cruz
Sanchez, posterior a la realizacion de la evaluacidbn de las caracteristicas
organolépticas y cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides como lo
establece la NOM-003-SAG/GAN-2017.

El meliponario se localiza en la zona montafiosa central del Estado, en las
coordenadas 19° 27' latitud norte y 96° 58' longitud oeste, a una altura de 1200 m
s.n.m. Su clima es templado-himedo-regular con una temperatura promedio de
19.2 °C. Su suelo es de tipo andosol que se caracteriza porque se ha formado con
cenizas volcanicas, es muy susceptible a la erosion. En mediano porcentaje es
utilizado para la agricultura. El ecosistema en el municipio es el de bosque mesdéfilo
de montafia con especies como el alamillo, palo de baqueta, palo barranco, alamo,
cedro y ocozote. (H. Ayuntamiento de Coatepec., 2020)

Caracteristicas organolépticas del extracto blando de propdleo

Las caracteristicas organolépticas del extracto blando de propdleo se determinaron
tomando una porcion de la muestra y analizandola segun la NOM-003-SAG/GAN-
2017.

» Determinacion del color: En un ambiente con buena iluminacion se
procedié a colocar la muestra sobre una superficie blanca y se compar6 con
una escala de colores. Posteriormente se utilizd un microscopio
estereoscopico para visualizar definidamente los colores presentes en la
muestra.

» Determinacion del aroma: Se retiré una porcion de la muestra a fin de que
el envase no interfiera en la percepcion olfativa.

> Determinacion del sabor: Se coloc6 una porcion de la muestra en la parte
media de la lengua y se analizé mediante la comparacién de sus atributos de
sabor con los que mejor lo distinguieron.

» Consistencia a temperatura ambiente: Se procedié a retirar una porciéon
de la muestra y colocarla en un vidrio de reloj, hasta que alcanzo la
temperatura ambiente. Posteriormente se determind la consistencia
tocandola con la yema de los dedos y comparandola con el atributo que mejor
la describia.
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Prueba cualitativa de flavonoides
Esta prueba fue realizada siguiendo la metodologia de la NOM-003-SAG/GAN-
2017.

La deteccién de flavonoides se realizé utilizando 200 mg de la muestra en 1 mL de
etanol al 70 %, a continuacion se agreg6 una gota de NaOH al 20%, posteriormente
se observé el cambio de coloracion.

Prueba cualitativa de fenoles

La deteccidn de fenoles se realiz6 segun la NOM-003- SAG/GAN-2017, por lo que
se colocaron 200 mg de la muestra y se le afiadi6 1 mL de etanol al 70%,
posteriormente se mezcld y se le agregd una gota de la solucion de FeClz-6H20 al
1%, posteriormente se observo el desarrollo del color.

Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

Método de Folin-Ciocalteu.

La concentracion de fenoles totales (CFT) se midié por espectrofotometria de
absorcion UV-Vis con base a una reaccién colorimétrica de éxido-reduccion, para
ello el agente oxidante que se utilizé es el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC), 3H20-
P20slsW0O3-5M003-10H20 (mezcla de acido fosfotungstico/fosfomolibdico
hexavalente).

Se realiz6 una curva de calibracién a partir de una solucion estdndar de acido galico
de 0.2 mg/mL, la cual fue diluida para obtener las siguientes concentraciones
seriadas: (0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1y 0.2 mg/mL).

La muestra de propdéleo a una concentracion de 0.05mg/mL.

Al tener los sistemas preparados se tomé 1 mL de cada concentracion y se
afiadieron 6 mL de agua destilada, a continuacién se agregaron 500 uL de reactivo
de Folin-Ciocalteu, se dejo reaccionar por 5 minutos.

Eventualmente se adicionaron 1.5 mL de la solucion de Na2COz y se aforé con agua
destilada hasta un volumen de 10 mL, con lo que se observé un cambio de color a
azul.

Los sistemas se dejaron en reposo 2 h a temperatura ambiente, para que la reaccion
se desarrollard, finalmente se determind la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotometro de absorcién UV-VIS para elaborar la curva patron de acido
galico. Los resultados de las muestras se expresaron como porcentaje (%). (Diario
Oficial de la Federacion, 2017)
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Cuantificacion de flavonoides

El principio basico del método colorimétrico de cloruro de aluminio, es la formacion
de complejos estables de acidos 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.

Se preparé una solucion estdndar de quercetina de 1 mg/mL y se prepararon
diluciones seriadas para tener las concentraciones de 1 a 90 pg/mL. La muestra se
prepard a una concentracion de 0.05 mg/mL.

Al tener todos los sistemas anteriores preparados, se procedié de la siguiente
manera: se adiciond a cada tubo, 3 mL de la solucién de AICl3, se dejé reposar por
10 min para que se llevara a cabo la reaccion y se determiné la absorbancia a 415
nm por espectrofotometria de absorcibn UV-VIS. Se realizé la grafica de
concentracion contra absorbancia, para obtener la curva patron de quercetina y el
contenido total de flavonoides se expresd como porcentaje (%). (Diario Oficial de la
Federacion, 2017)

Linea celular y virus

Se utilizaron monocapas de células Vero (Rifibn de mono verde africano)
mantenidas en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado con
suero fetal bovino al 7% y antibiético (penicilina-estreptomicina 500uL/ 100mL) a
37°C bajo una atmosfera humidificada de 95% de aire y 5% de CO..

Se utilizé la cepa Buzzel del virus de Distemper canino con titulo viral de 10216
(TCIDso= 10%%16 ) previamente identificado y conservado a -20°C. (Gonzdlez
Barquez, y otros, 2018)

Efecto citopatico e identificacion del VDC por inmunofluorescencia

Se cultivaron células VERO en cubreobjetos previamente esterilizados,
identificAndolos en dos grupos: control negativo (sin infectar) y control positivo, el
cual se infecté con 100 pL de stock viral, ambos grupos fueron incubados por 72
horas adicionales.

Posteriormente se retir6 el DMEM y se fijaron las células en formalina acuosa al
10% en PBS por 20 min., se realizaron lavados con PBS y se permeabilizaron con
tritdn-X-100 (0.5 %) por 5 min. A continuacién, se realizaron lavados con PBS y se
bloqued con albumina sérica bovina (1% en PBS) por 20 min, después se lavaron
con PBS e incubaron con el anticuerpo Canine Distemper Virus Mab (VMRD, cat.
CJ-F-CDV-MAB-1ML), por 12 h a 4°C. Finalmente se realizaron lavados con PBSy,
finalmente, con agua bidestilada. Los cubreobjetos se montaron con solucion de
montaje (UltraCruz Mounting Medium for fluorescence with DAPI, Santa Cruz
Biotechnology, cat. sc-24941), se sellaron los bordes y se conservaron en

21



refrigeracion. Finalmente fueron observados en un microscopio de fluorescencia
(Carl Seizz, mod. axioscope).

Ensayo de citotoxicidad

Se evalud por el método colorimétrico de MTT, sembrando placas de 96 pozos con
células VERO a una confluencia de 2.5 x10* células/ pozo las cuales se incubaron
24 horas.

Posteriormente, se prepar6é un stock de la muestra de propdleo (2 mg/mL) el cual
se diluyé en una solucion DMEM- Acetona (1 mL DMEM/30 pL Acetona), después
se realizaron soluciones dobles seriadas obteniendo las siguientes
concentraciones; 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 mg/mL (tabla 2), se incubaron por 72 horas,
y pasado el tiempo de incubacion, se agregaron a cada pozo 10 pL de MMT dejando
incubar por 4 h en ausencia de luz, finalizado este tiempo se retiré el medio, y se
agregaron 100 pL de Dimetilsulféxido (DMSO), se incubaron por otros 15 min para
realizar la lectura en un lector de ELISA a una longitud de onda de 595nm.

Tabla 2. Diluciones seriadas de propodleo.

Stock de Tubo 1l Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4

propdleo

30 pL de 500 pL de 500 pL de 500 pL de 500 pL de

acetona Stock solucién tubo solucion tubo solucion tubo
1 2 3

970 puL de 500 pL de 500 pL de 500 pL de 500 puL de

DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM

2 mg/mL 1 mg/mL 0.5 mg/mL 0.25mg/ mL  0.125 mg/mL

propoleo propoleo propoleo propoleo Propodleo

Evaluacién de la actividad antiviral
La actividad antiviral del extracto se evalud in vitro empleando monocapas de
células VERO (2.5 x10 “células/pozo) en placas estériles de 96 pozos, aplicando
en dos diferentes tiempos (tabla3):

e Tratamiento 1 una hora antes de la infeccién viral:
A cada pozo se le agregaran 170 uL de propdleo (0.3 mg EEP/ mL DMEM 7 %) y
transcurrido una hora se adicionan 30 pL de suspension viral.

e Tratamiento 2 simultdneo a lainfeccion viral:
A cada pozo se le adicionaron simultaneamente 170 uL de propdleo (0.3 mg EEP/
mL DMEM 7 %) y 30 pL de suspension viral.

e Control negativo células VERO.
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e Control positivo, células VERO infectadas con 30 pL de virus Distemper
canino.

e Control de propéleo (0.3 mg EEP/ mL DMEM.

e Control de peréxido de hidrégeno (20 puL H202 / mL DMEM).

En todos los tratamientos los cultivos se evaluaran a las 72 horas post infeccion
mediante el ensayo colorimétrico de MTT.

Tabla 3. Tratamiento de evaluacién antiviral

Control (-) | Control (+) | Antes Simultaneo | Propdleo H202
200puL 170 puL |1 170 puL | 170 pL | 200 pL | 200 pL
DMEM DMEM Propdleo Propdleo Propoleo

30 pL Virus | 30 pL Virus | 30 pL Virus

Analisis estadistico

Para evaluar el efecto antiviral del propdleo se analizaron las absorbancias
obtenidas en cada uno de los tratamientos y controles, estos datos fueron
procesados mediante el programa Minitab version 18 en espafiol, utilizando la
prueba de ANOVA con 0.05 de significancia.

Resultados

Caracteristicas organolépticas del extracto etandlico de propdleo

Las caracteristicas organolépticas del extracto etandlico de propdleo estudiado se
determinaron mediante pruebas sensoriales. EI EEP de color marrén con
tonalidades verdes, de olor balsamico y sabor amargo de consistencia a
temperatura ambiente maleable (figura 9).

Tabla 4. Propiedades organolépticas del Extracto Blando de Propdéleo.

Parametros | Caracteristicas

Color Ambar

Aroma Balsamico

Sabor Amargo
Consistencia Maleable
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Figura 9. Extracto blando de propdleo

Prueba cualitativa de fenoles y flavonoides

Con el proposito de conocer los componentes presentes en la muestra se realizo la
determinacion cualitativa de fenoles y flavonoides presentes en EEP, en la
deteccion de flavonoides se utiliza hidréxido de sodio (NaOH) al 20%, la presencia
de flavonoides se evidencia por el desarrollo de una coloracion amarilla tenue. La
deteccion de fenoles se realizo utilizando una solucion de FeCls-6H20 al 1%, dicha
reaccion revela la presencia de fenoles al generar una coloracion amarilla intensa
como se muestra en la figura 10.
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Figura 10.Controles y prueba cualitativa de fenoles y flavonoides.
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Cuantificacion de fenoles y flavonoides

Por medio del método de Folin-Ciocalteau se determiné la concentracién de fenoles
totales (CFT) y se obtuvo un 5.34%. Asimismo, se realizé la determinacién de
flavonoides por el método colorimétrico de cloruro de aluminio, con el que se
determind una concentracion de 3.5% (tabla 5).

Tabla 5. Contenido de fenoles y flavonoides en el extracto de propdleo.

Fenoles totales (%) Flavonoides (%)
5.34 3.5

Efecto citopatico del propdleo

Con la finalidad de evaluar el efecto citopatico se infecté con 100 pL de la solucién
stock del VDC al cultivo de células Vero con confluencia del 80 %, se dejé adsorber
por una hora y, posteriormente, se retird y se agregd medio nuevo. Las células se
evaluaron a las 72 h post-infeccion (hpi); en el cultivo no infectado las células
mostraron una morfologia y crecimiento normal, observandose una monocapa con
una confluencia mayor al 80 % (figura 11A). Por su parte, en el cultivo infectado se
observaron restos celulares, pérdida de adhesion y una menor densidad (figura
11B), lo cual corresponde al efecto citopatico del virus.

Figura 11. Monocapas de células Vero. A. Cultivo no infectado. B. Cultivo
infectado con el virus de distemper canino (100 uL de la solucion stock viral) 72 hpi.
Microscopio invertido, 200x.
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Identificacion del VDC

Con el fin de determinar de manera especifica la presencia del virus de distemper
canino en los cultivos infectados se realizé una inmunofluorescencia directa. La
observacion al microscopio de fluorescencia permitié corroborar la presencia de
areas con emision verde producto del marcaje de los anticuerpos anti-VDC con
fluoresceina (FITC), mientras que en el cultivo no infectado no se encontré dicha
emision (figura 12.A y C). Con el fin de evidenciar la presencia de los nucleos de
ambos cultivos, éstos fueron marcados con DAPI (color azul) (figura 12.B y D). Al
comparar los cultivos se observan nucleos pleomorficos en las células infectadas,
debido al dafio celular causado por el VDC.

Figura 12. Deteccion del virus de Distemper canino por inmunofluorescencia.
A. Células vero infectadas y expuestas al anticuerpo anti-VDC. Se puede apreciar
la senal fluorescente positiva. B. Mismas células expuestas a luz UV para evidenciar
la presencia de células mediante la tincién del nucleo con DAPI. C. Células Vero no
infectadas. Notese la ausencia de senal fluorescente. D. Mismas células tefidas con
DAPI para comprobar la presencia de células. Microscopio de fluorescencia, 400x.
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Ensayo de citotoxicidad del EEP

Los ensayos de citotoxicidad son capaces de detectar los efectos adversos de
interferencia con estructuras celulares tales como membrana, citoesqueleto, y las
propiedades esenciales para la supervivencia celular como metabolismo y
proliferacion. Por lo cual es importante determinar la citotoxicidad del propdleo en
las células Vero, para ello se emple6 el método de MTT, posteriormente se puede
determinar la concentracion citotéxica media (CCso) y la concentracion a utilizar
como tratamiento experimental (tabla 6).

Tabla 6. Concentracion citotéxica mediay concentracion a emplear del EEP.

Propdleo CCso (mg/mL) CTratamiento (mg/mL)
EEP de Veracruz 0.5 mg/mL 0.3 mg/mL

La concentracion citotoxica media (CCso) fue de 0.5 mg/mL. El ensayo de
citotoxicidad demuestra que el EEP es un compuesto citotoxico ya que al utilizar
concentraciones superiores a 0.5 mg/mL induce cambios en la morfologia celular y
muerte celular.
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Grafica 1. Curva de citotoxicidad del extracto etanolico de propdleo

Extracto etandlico de propdleo a 72 h de exposicibn en células VERO.
Concentraciones de propoleo (mg/mL) (eje x) en relacion con el porcentaje de
viabilidad celular (eje Y).
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Evaluacién antiviral del EEP

Para determinar el efecto antiviral de un compuesto es necesario evaluar la
capacidad de éste para reducir o anular el efecto citopatico del virus. Por lo cual la
actividad antiviral del EEP se evalu6 como la capacidad de reducir la muerte celular
en el cultivo infectado después de colocar los diferentes tratamientos por medio del
ensayo de MTT.

Los tratamientos utilizados en este trabajo; una hora antes de la infeccién y
simultaneo a la infeccion, se realizaron en varias ocasiones (n= 15). Los resultados
obtenidos se ordenaron y se aplicé el analisis estadistico de ANOVA p=0.05. Se
obtuvo una media de 0.426 para las células sin infectar y 0.156 para las células
infectadas, en contraste con los tratamientos donde se obtuvo 0.288 para el
tratamiento administrado una hora antes de la infeccidén y 0.258 para el administrado
simultaneamente a la infeccion.

Estos resultados presentes en la grafica 3 nos permiten sefialar que los tratamientos
administrados presentaron un efecto antiviral estadisticamente significativo.
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Grafica 3. Resultados de la evaluacién antiviral del EEP. Andlisis de la varianza
con un factor (ANOVA) de cada tratamiento. a) Control negativo, b) Control positivo,
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c) Tratamiento una hora antes de la infeccion, d) Tratamiento simultaneo a la
infeccion.

Discusion

La composicion quimica de los propéleos es muy variable, asi los compuestos
especificos y las cantidades de cada uno de ellos estan directamente relacionados
con la vegetacion y clima del lugar, y la preferencia de las abejas al momento de la
recolecta, por lo que, el propodleo es diferente por su sitio de origen y temporada del
afo, asimismo, es importante considerar la especie de abeja involucrada (Gonzalez
Bdrquez M. D., 2013).

Otros factores importantes para la presencia de compuestos activos son; método
de recoleccién y manejo post-cosecha. Dado que los componentes biolégicamente
activos del propdleos son principalmente compuestos polifendlicos, aromaticos y
flavonoides, el uso de solventes de mayor polaridad es una buena manera de lograr
mejores rendimientos, lo que resulta en una actividad antioxidante superior (Park,
2015).

Varios autores sefialan las propiedades del propdleo a nivel terapéutico tales como
actividad antimicrobiana, antifangica, antiviral, antioxidante, inmunomoduladora,
entre otras, sefalado que dicha actividad esta determinada por la presencia de
fenoles y flavonoides, por lo que se ha relacionado a estos compuestos con la
actividad biolégica del propoleo (Delgado Aceves, Andrade Ortega, & Ramirez
Barragan, 2015) (Rodriguez, 2015).

Los compuestos fendlicos dentro de los que estan los flavonoides representan un
indice de calidad de los propéleos, cuanto mayor sea su contenido, mayor la pureza
y calidad del propodleo (Rodriguez, 2015). Por esto es importante determinar el
contenido de fenoles y flavonoides, en el propdleo utilizado en este trabajo se realizd
la prueba cualitativa de fenoles obteniendo una coloracion amarilla la cual indicaria
la presencia de fenoles con la capacidad de oxidarse con el NaOH a quinona, tal es
el caso de la hidroquinona. De igual forma se realizé la prueba cualitativa de
flavonoides obteniendo una color amarillo paja lo cual indica la presencia de dichos
compuestos. Con la aplicacién de las pruebas cuantitativas se determiné un
contenido para fenoles de 5.34% y para flavonoides de 3.5% (tabla 5), en
comparacion con lo reportado por otros autores para propoleos de Apis mellifera
gue en promedio tienen un contenido de 23.6% para fenoles y de 6.7% para
flavonoides (Gonzalez Burquez, y otros, 2018) (Martinez Bistrain, 2017), con estos
resultados se puede sefalar que el propdleo de Plebeia frontalis presenta un
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contenido menor de fenoles y flavonoides, sin embargo, al comparar su actividad
antiviral se puede mencionar que los resultados obtenidos son equivalentes. Por lo
gue es necesario realizar estudios de cromatografia para identificar los compuestos
presentes en esta muestra estudiada.

A pesar de que en la mayoria de cepas del VDC como Ledeerle, Rockborn y
Onderstepoort no se reporta el desarrollo de lisis en células Vero, en este trabajo
se logré que la cepa Buzzel, después de varios pases, formara sincitios a las 24 h
post infeccién y placas liticas a las 48 h post infeccion en dicha linea celular. En este
trabajo se documenta un efecto citopatico evidente a las 72 h post infeccion (Figura
1b), que evidencia el hecho de que esta cepa termina su infeccion con lisis celular
(Reyes, y otros, 2002). Esto permitié implementar el ensayo colorimétrico de MTT
para evaluar el desempefio de los tratamientos aplicados mediante la determinacion
de la viabilidad celular.

Con el fin de evaluar la actividad antiviral del propéleo, en los ensayos de infeccion,
es decir, durante la interaccién entre virus, células y propéleo, se utilizaron dos
diferentes momentos para administrar los tratamientos; una hora antes y
simultaneamente a la infeccion, en ambos casos, la evaluacion se realiz6 a las 72
h post infeccién por el ensayo de MTT. De acuerdo con los resultados encontrados
se puede sefialar que el propdleo presenta un efecto antiviral estadisticamente
significativo, el cual es ligeramente superior cuando se aplica una hora antes de la
infeccion viral, aunque también se muestra una diferencia significativa en los cultivos
tratados con propéleo cuando se aplica simultaneamente a la infeccién en
comparacion con el control positivo.

Estos resultados concuerdan con lo sefialado por varios autores (Nolkemper |,
Reichling, Heinz Sensch, & Schnitzler, 2010), (Bankova, 2014), ( Hochheim, y otros,
2019), (Carvalho, 2013) quienes sefialan que la actividad antiviral del propdleo se
debe principalmente a la interferencia con las estructuras superficiales del virion
(glucoproteinas) y con los receptores celulares durante las primeras etapas de la
infeccion viral, evitando la adsorcién, unién y penetracion de los virus a las células.

Lo anterior demuestra que cuando se aplica el propdleo dos horas post-infeccion,
se aprecia soélo un ligero efecto antiviral (Gonzalez Barquez, y otros, 2018), aunque
habra que corroborar este resultado con el propéleo de Plebeia frontalis.

Adicionalmente se ha demostrado que los flavonoides también son capaces de

inhibir a la polimerasa viral e interferir con la sintesis del acido nucleico (Formica,
1995) (Cushine, 2005) (Gallina L., 2011).
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Actualmente existen pocos estudios del efecto antiviral de los propdleos, siendo este
el primer estudio de un propdleo de meliponinos en el area veterinaria. Los
resultados obtenidos permiten sefalar que el EEP de abejas nativas mexicanas
Plebeia frontalis en especifico, puede ser una opcion importante al implementar un
tratamiento antiviral tanto en animales domeésticos como en el ser humano. Sin
embargo, con el fin de caracterizar mejor este efecto antiviral es necesario realizar
estudios adicionales, como podrian ser; determinar los compuestos especificos que
intervienen en el efecto antiviral y, sobre todo, seguir evaluando la actividad antiviral
en otros virus de importancia en salud animal y humana.

Conclusiones

El extracto de propdleo de Plebeia frontalis mostré un evidente efecto antiviral en
cultivos de células Vero infectadas con el virus de Distemper canino in vitro,
reduciendo el efecto citopatico sin importar si el propéleo es agregado al cultivo
celular una hora antes o simultaneamente a la infeccion.

Prospectivas

Realizar el andlisis de propdleo por medio de técnicas de cromatografia para
conocer los componentes presentes en prop6leos de meliponinos, para proponer
un posible mecanismo de accion.

Evaluar la actividad antiviral del propoleo de meliponinos frente a otros virus de
interés clinico.

Desarrollar un modelo experimental (in vivo) que permita evaluar clinicamente el
efecto antiviral del propdleo.
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