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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En la historia de la humanidad, el ser humano ha sufrido padecimientos, dolor vy
diferentes enfermedades que van desde un resfriado comun, hasta el terrible
cancer. Por este motivo tuvo la necesidad de buscar la cura para sus dolencias en
el medio que lo rodeaba, conformado por la vegetacion, fauna y minerales. Asi se
fueron estableciendo las bases de la farmacologia, especificamente, la

farmacognosia, al utilizar recursos naturales con alguna actividad biologica.

El paso del tiempo ha traido desarrollo tecnolégico en todos los aspectos, y el area
de la farmacognosia no se ha quedado atrds. En el siglo XX la tendencia en
formular medicamentos ha sido la de sintetizar principios activos, ya que en
algunos casos el proceso es mas costeable y mas rapido que extraerlos y
aislarlos de la fuente natural. Esa es una de las caracteristicas de la medicina
alopatica, asi como su industrializacién. Pero en estos ultimos afios, la sociedad y
la ciencia han regresado a la utilizacion de remedios naturales para el tratamiento
de las diferentes afecciones y para prevenir padecimientos. En cuanto a los
consumidores existen varios motivos tales como la falsa creencia en que las
sustancias encontradas en la naturaleza carecen de toxicidad, la agresividad de
las terapias alopéaticas y, por supuesto, el costo del remedio ya que generalmente
es mas econémico, por ejemplo, preparar un té de alguna planta medicinal, que
comprar un medicamento para la misma dolencia. Por estas razones, en el
mercado abundan productos comerciales que en su preparacion incluyen plantas

medicinales, minerales y sustancias provenientes de animales.

Dependiendo del tipo de producto herbal y el propdsito para el cual es vendido, se
pueden aplicar distintas regulaciones, pero uno de los elementos centrales es
siempre la necesidad de definir apropiadamente la identidad del material inicial,
asi como ciertas consistencias respecto a sus especificaciones. La gran mayoria

de las plantas utilizadas en los paises europeos se describen en las farmacopeas



en forma de monografias; sin embargo, no sucede lo mismo con las plantas
consumidas en Latinoamérica.

Asi, una planta o sus derivados que sea vendida en la Unién Europea como
producto medicinal, requiere pruebas de calidad, seguridad y eficacia para su
aprobacion; si se vende como suplemento alimenticio, las pruebas de eficacia no
son necesarias. En México, la venta de productos herbales se realiza libremente,
sin exigir que el producto se someta a algun tipo de analisis que, como minimo,
aseguren la autenticidad de la fuente natural.

La Secretaria de Salud en México contempla una serie de articulos incluidos en la
Ley General de Salud, que regulan la venta, uso y comercializacién de productos
herbales; sin embargo, cuando se considera a estos productos como suplementos
alimenticios y no como productos con fines terapéuticos, no se les exige control de

calidad.

El desarrollo de métodos analiticos para evaluar la calidad de estos extractos (y de
los productos en el mercado) es complicado. Algunos problemas de las medicinas
herbales que no tienen los compuestos de sintesis para el desarrollo de métodos
analiticos, son los siguientes: son mezclas complejas; en muchos casos, se
desconocen los componentes activos; por lo general, no estan disponibles
métodos analiticos o materiales de referencia; el material herbal es quimicamente
variable y los distintos métodos de cosecha, secado, almacenamiento,
transportacion y procesado afectan su composicion.

El control de calidad es un proceso multiple que debe cubrir todas las etapas,
desde el cultivo y recoleccion del material vegetal, hasta el control del producto
terminal, y la evaluacién de su estabilidad y calidad a lo largo del tiempo. En
general, el control de calidad se basa en tres importantes definiciones
farmacopeicas, las cuales son la identidad, la pureza y la calidad.

Por lo tanto, cada medicina herbal deberia ser estandarizada, siguiendo, al menos,
los lineamientos de la Organizacion Mundial de la Salud.
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La identidad se puede verificar por observaciones macro y microscoépicas, en los
ultimos afios se ha considerado importante también agregar el perfil
cromatografico y/o espectroscopico del material.

La pureza esta intimamente ligada con la seguridad de las drogas, y se refiere a la
presencia de contaminantes como material extrafio, diferentes impurezas, lates
como metales pesados, contaminacion microbiana, aflatoxinas, radiactividad y
residuos de pesticidas que deben estar ausentes o por debajo de ciertos umbrales
previamente establecidos.

En cuando al contenido, es un parametro que representa mayor dificultad para su
cumplimiento, debido, en principio, a la falta de informacion acerca de la
composicién de los remedios herbales, ya que su composiciébn quimica varia,
dependiendo de diversos factores, como especie, parte usada, condiciones de
almacenamiento, tiempo de cosecha, zona geografica, lo cual puede dar lugar a

variabilidad en cuanto a su accién farmacolégica.

La estandarizacion se puede definir como el establecimiento de calidad
farmacéutica reproducible por medio de la comparaciéon de un producto con una
referencia establecida y definiendo la cantidad minima de uno o varios
componentes o grupos de componentes que deben estar presentes. Dado que la
naturaleza no provee los productos con composicion consistente y estandarizada,
la estandarizacion de un producto herbal es un proceso complicado, que comienza
desde el proceso de cultivo, pasando por el de extraccion, almacenaje,
transportacion, etcétera. La estandarizacion involucra ajustar la preparacion
vegetal a un contenido definido de uno o varios constituyentes con actividad
terapéutica conocida, mezclando diversos lotes o0 agregando material inerte.

El uso de plantas medicinales y productos naturales se presenta en nuestro pais
no solamente en el medio indigena y rural, sino en las zonas urbanas y
suburbanas, como resultado de la considerable diversidad biolégica y de la
necesidad de recursos accesibles frente a muy diversos padecimientos. Debido a
esto, diversos grupos de trabajo, entre ellos la Secretaria de Salud, han visto la



necesidad de fomentar la regulacién sanitaria y la investigaciéon de la medicina

herbolaria en México.

En este sentido, surgié en 2001 la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos (FHEUM), que tiene como objetivo “establecer los métodos de analisis
y especificaciones técnicas que deberan cumplir las plantas y los derivados de
ellas que se utilicen en la elaboracion de medicamentos y remedios herbolarios,
con el propésito de contribuir al mejoramiento de la calidad de este tipo de
productos y su uso adecuado”.

La venta de productos herbales en nuestro pais se realiza libremente, sin exigir
gue el producto se someta a algun tipo de analisis que, como minimo, aseguren la

autenticidad de la planta.

En base a estas premisas, el presente trabajo pretende proponer un método de
estandarizacion del propdleo proveniente del altiplano mexicano, con base en el
método analitico desarrollado y, que éste tenga como fin ser un parametro en el

control de calidad del recurso natural mencionado.

1. ANTECEDENTES

2.1 DEFINICION Y USOS DEL PROPOLEO

El propdéleo es una mezcla compleja de sustancias naturales que la abeja
recolecta a partir de las resinas, los balsamos y los exudados de diferentes
fuentes vegetales. En su estado natural es un producto resinoso de color verde,
café, rojizo o hasta negro dependiendo de los vegetales que utilice la abeja para
su recoleccion. Una vez recolectada la resina, las abejas la mezclan en la colmena
con cera, enzimas y secreciones glandulares para obtener finalmente el propdleo
(Pefia, 2008) (Figura 1).

En la colmena, el propoleo es utilizado para recubrirla; como desinfectante; para
fijar los panales de miel; sellar los agujeros; embalsamar a los cadaveres de los

intrusos 'y para evitar la colonizacion de microorganismos (Bankova,

4



2005).Etimolégicamente, la palabra propéleo se deriva de los vocablos griegos pro
(“en defensa de”) y polis(“ciudad”) y significa en conjunto “en defensa de la
ciudad”.

Figura 1. Abeja de la especie Apis mellifera recolectando propdleo.

El uso terapéutico de este importante recurso natural ha sido descrito desde
tiempos antiguos. Los griegos, por ejemplo, lo utilizaban como agente cicatrizante
y para tratar infecciones de la piel. Los incas, por su parte, lo utilizaban contra la
fiebre y los egipcios, ademas de aprovechar sus propiedades antisépticas, lo
utilizaban para embalsamar los cadaveres (Castaldo y Capasso., 2002). Incluso,
en algunas colmenas, se han encontrado pequefios animales envueltos en

propdleo en perfecto estado de conservacion.

Actualmente, existen en el mercado diferentes productos que contienen propéleo y
se utilizan principalmente para tratar la tos, el reumatismo y los esguinces. En la
industria cosmética este recurso es incluido en algunas cremas faciales, lociones y
ungiientos debido a sus propiedades antisépticas y cicatrizantes. En estudios
realizados por investigadores de la Universidad de Guanajuato se demostré que el
extracto etandlico del propéleo absorbe la radiacion UVA, UVB y UVC;



comportandose como un filtro solar que protege los diferentes tipos de piel
incluyendo las mas sensibles. Esta propiedad generé el desarrollo de una patente
para la formulacion de una crema semisélida con amplia proteccion solar (Patente
No. 223746, Trujillo, 2004).

Finalmente, el propdleo también ha sido utilizado en productos de higiene personal
como la pasta y el enjuague bucal para tratar la gingivitis y la estomatitis debido a
sus propiedades antibidticas (Sforcin y Bankova, 2011).

2.2 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DEL PROPOLEO

Desde el punto de vista bioldgico, la literatura cientifica describe las propiedades
inmunomoduladoras, antioxidantes, citotoxicas, antibidticas, antifingicas,
antivirales, antiprotozoarias, hepatoprotectoras, antiulcéricas y antidiabéticasde
este recurso natural (Marcucci, 1995; Salatino et al, 2011).En los siguientes
parrafos se describen algunos de los aspectos mas relevantes sobre la actividad
farmacoldgica del propdleo.

Estudios biolégicos realizados in vitro con propoleos provenientes de diferentes
regiones geogréficas han permitido validar sus propiedades antimicrobianas vy
antifangicas. En este sentido, los extractos etandlicos del propdleo inhibieron el
crecimiento de 267 cepas de bacterias anaerobias incluyendo Sthapylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Streptococcus epidermidis y
Escherichia coli. De manera general, los extractos etandlicos inhibieron el

crecimiento de las bacterias a una concentracién de 1 mg/mL.

La actividad antibidtica del propdleo ha sido atribuida a la presencia de
compuestos fendlicos, especialmente a los flavonoides (quercetina, galangina, y
pinocembrina, entre otros) y a los &cidos caféico, benzoico y cinamico. Dichos
constituyentes probablemente actian sobre la membrana o la pared celular de los
microorganismos ocasionando dafios funcionales o estructurales. También se ha
demostrado la actividad antibiética de algunos derivados prenilados del acido p-
cumarico; de algunos compuestos volatiles y de los acidos diterpénicos aislados a
partir del propdleo brasilefio.



Algunas investigaciones realizadas con concentraciones sub-inhibitorias del
extracto etanolico del propdleo permitieron demostrar su efecto sinérgico con
antibidticos tales como la gentamicina, la estreptomicina, el ceftriaxon, la
eritromicina, la vancomicina, el cloranfenicol y la ampicilina. También, se ha
sefialado la reduccion de los factores de virulencia de la coagulasa y la lipasa
asociados a las cepas de Sthapylococcus. Cabe mencionar que, la reduccion del
factor de virulencia de esta ultima inhibe el desarrollo del biofilm por parte del
microorganismo (Mirzoeva et al., 1997; Scazzocchio et al., 2006).

En otro estudio reciente realizado con propdleo brasilefio se evallo su actividad
antibacterial contra los patégenos orales A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum,
P. gingivalis y P. intermedia. En este estudio los valores de Concentracidon
Inhibitoria Maxima (CIM) calculados no fueron significativos con respecto a los
controles positivos meropenem y penicilina G. Finalmente, los autores concluyen
gue a pesar de los resultados obtenidos el potencial antimicrobiano del propéleo
es relevante si consideramos la resistencia desarrollada por los microorganismos
a los antibioticos utilizados en la clinica (Santos et al., 2002). Asi, la combinacién
de propodleo con agentes antimicrobianos podria reducir la dosis y potencializar la
terapia antimicrobiana.En el afio 2009, Libéro y colaboradores publicaron una
revision de los efectos del propdéleo sobre Streptococcus mutans. Estos estudios
permitieron proponer a los investigadores el uso del propdleo o0 sus componentes
como agentes cariostaticos en el desarrollo de productos higiénicos para combatir
la caries y otras infecciones. Por otra lado, Santos (2002) refiri6 la eficacia clinica
de un gel preparado con propéleo brasilefio en pacientes diagnosticados con
estomatitis dental (Sforcin, 2011).Por otra parte, los extractos etandlicos de
propdleo brasilefio, al 10%, inhibieron el crecimiento de Candida albicans y
Trychophyton verrucosum. En este sentido, el orden de sensibilidad descrito para
las especies del género Candida fue el siguiente: C. albicans > C. tropicalis > C.
krusei > C. guilliermondii (Ota et al., 2001). También se ha reportado el efecto
inhibitorio del propoleo sobre el crecimiento de Alternaria alternata, Aspergillus
niger, Aspergillus parasiticus, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Penicillium
digitatum (Ozcan et al, 2004).



Con respecto a la actividad antioxidante es importante destacar que el propdleo,
entre todos los productos de la colmena, es el que concentra la mayor capacidad
para neutralizar los radicales libres (Sroka, 2006; Nagai.,et al. 2001). Entre los
compuestos con notable actividad antioxidante se encuentran el caempferol, el
acido ferulico, la quercetina, el acido caféico y el CAPE(éster fenil etilico del 4cido
caféico) (Usamiet al., 2004).

La literatura cientifica también describe las propiedades inmunomoduladoras,
antiinflamatorias y antitumorales de los extractos etandlicos del propdéleo brasilefio.
En este sentido, se ha descrito que dicho propdleo activa los pasos iniciales de la
respuesta inmune mediante la expresion de los receptores TLR-2 y TLR-4 ademas
de la producciéon de citocinas proinflamatorias (IL-1 e IL-6) por los macrofagos y
las células del bazo (Sforcin, 2005; Kumazawa, 2004).

Por otro lado, la administracion del propéleo brasilefio al 10% y del CAPE a
ratones de la cepa BALB/c incrementaron la produccién de anticuerpos a dosis de
5, 10 y 20 mg/kg(Sforcin, 2011, 2005).

El propodleo brasilefio verde también ha demostrado una importante actividad
antitumoral contra diferentes lineas tumorales in vitro. El mecanismo principal por
el cual el propdleo afecta a las células tumorales esta relacionado con la inhibicién
del crecimiento celular y la apoptosis. Se sabe, por ejemplo, que el CAPE detiene
el ciclo celular en la fase G2/M (Sforcin, 2011; Hernandez, 2007)

Estudios in vivo realizados con el propdéleo brasilefio verde al 10% permitieron
evidenciar un incremento en la actividad citotoxica de las células “natural killer”
contra el linfoma murino. Por su parte, el propdleo poplar y algunos de sus
compuestos polifendlicos aislados (4cido caféico, CAPE vy quercetina)
disminuyeron el numero de nodulos tumorales de células de pulmén. Es

importante mencionar que la eficacia del propéleo poplar contra la metastasis, fue



>,

igual a la presentada por sus constituyentes individuales (Sforcin, 2011,
Hernandez, 2007).

También se ha reportado su actividad antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi, ya
gue al administrar el extracto etandlico de propdleo a diferentes cultivos celulares
infectados con el parasito inhibié su crecimiento (Higashi et al., 1994).

2.3 ESTUDIOS FITOQUIMICOS DEL PROPOLEO

Estudios quimicos realizados con diferentes tipos de propdleos han permitido
concluir que su composicion quimica varia dependiendo de la flora local, las razas
de abejas y el clima de la zona de colecta, entre otros factores (Bankova et al.,
2000; Bankova, 2005).

Asi, los constituyentes quimicos asociados a los propdleos de clima templado son
los flavonoides sin sustituyentes en el anillo B como: la pinocembrina, la
pinobanksina, la galangina y la crisina. Otros constituyentes mayoritarios en los
propdleos de estas zonas son los acidos derivados del fenilpropano y sus ésteres
como el CAPE. Las fuentes naturales de estos constituyentes son los exudados de
los brotes apicales de las especies del género Populus, principalmente, P. nigra
(Figura 2).

En contraste, los propdleos provenientes de las regiones tropicales se caracterizan
por la presencia de los acidos cafeoilquinicos y de fenilpropanoides prenilados.
Ambos tipos de metabolitos secundarios derivan de la especie Baccharis
dracunculifolia (Weinstein, 2008)(Figura 3).A su vez, los propéleos rusos llamados
“Birch”, contienen mayoritariamente flavonas y flavonoles diferentes al propdleo de
tipo poplar y que estan presentes en la especie Betula verrucosa.

Por otra parte, las benzofenonas preniladas son metabolitos secundarios
caracteristicos de los propoéleos de Venezuela, Cuba y Brasil (de la regidén norte y
del Amazonas). En Cuba y Venezuela dichos componentes provienen de los



exudados de las flores del género Clusia. Las investigaciones quimicas sugieren
gue probablemente sea este género la fuente vegetal de los propdleos brasilefios
ya gue, existen numerosas especies de este género que producen resinas con
benzofenonas similares.

Asimismo, las geranilflavanonas han sido reportadas en muestras de propoéleos de
la region del Pacifico como Taiwan y Okinawa. Recientemente, se han reportado
compuestos similares en propdéleos provenientes de paises africanos como Egipto
y Kenia. Por otro lado, se ha encontrado que los propdleos de la zona del
mediterraneo (Grecia, Creta y Turquia) contienen predominantemente diterpenos y
antraquinonas. La fuente natural de los diterpenos se encuentra asociada con las
especies de la Familia Cupressacea mientras que, el origen botanico de las
antraquinonas aun no se encuentra definido. Finalmente, el propdleo rojo de Brasil
contiene los isoflavonoides y los neoflavonoides encontrados en especies del
género Dalbergia spp (Leguminosae) (Bankova, 2005; Salatino et al., 2011).

Figura 2. Populus nigra (dlamo), arbol de Figura 3. Baccharis dracuncufolia, arbol de

zona templada. clima tropical.
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A pesar de las numerosas investigaciones realizadas sobre propdleos colectados
en diferentes paises con climas templados y tropicales existe un nimero limitado
de publicaciones sobre la composicién quimica y la actividad biol6gica de los
propdleos provenientes de las regiones aridas o semiaridas del continente
americano. En este marco de referencia en el afio 2007, Hernandez vy
colaboradores estudiaron tres propoleos del estado de Sonora, México. En esta
investigacion, los autores identificaron y cuantificaron a la pinocembrina, la crisina
y el 3-acetato de la pinobanksina como los metabolitos secundarios mayoritarios
presentes en los propéleos estudiados. Los mismos autores describen las
propiedades antiproliferativas sobre lineas celulares de cancer de los extractos y
la identificacion de 11 flavonoides (entre ellos la galangina, el xantomicrol, la
rutina, la naringenina, la hesperetina y la acacetina) y del éster fenil etilico del
acido cafeico (CAPE) utilizando HPLC-MS (Hernandez, 2007).

En el aflo 2010, Lotti y colaboradores describieron la presencia de isoflavonoides,
flavanonas y pterocarpanos en una muestra de propéleo rojo recolectada en el
estado de Yucatan (Lotti et al., 2010). Este hallazgo se encuentra en armonia con
los perfiles quimicos descritos para los propdleos rojos provenientes de Cuba y
Brasil. De acuerdo con los resultados obtenidos los autores sugieren que el
arizonicanol y los melilotocarpanos A y D podrian representar marcadores
taxondmicos apropiados para identificar el propéleo rojo de México.

Finalmente, estudios quimicos realizados por el grupo de trabajo del Dr. José
Fausto Rivero Cruz con propdleos pertenecientes a la regiéon del altiplano
mexicano, permitieron aislar y caracterizar a los siguientes flavonoides que se

ilustran en la figura 4.
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Figura 4.Flavonoides aislados de propéleos provenientes del altiplano mexicano.
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La regién del altiplano (Figura 5) se distingue por tener mieles ambar y ambar
claro de gran auge en el mercado europeo. Su origen floral es la espinocilla, la
acetilla, la jarilla, el toronjil morado y el acahual. Esta regibn comprende los
estados de Tlaxcala, Puebla, México, Morelos, Distrito Federal, Guanajuato,
Aguascalientes, la parte oriente de los estados de Jalisco, Michoacan, Guerrero,
Oaxaca y Chiapas y parte de Hidalgo y Querétaro, asi como la regién media de
San Luis Potosi (Hernandez, 2007).

- Altiplano
- Costa del Pacifico

Golfo

Norte

- Peninsula de Yucatan

Figura 5. Regiones apicolas de México.

Se estima que la produccion anual de propéleos en México es de 10 a 300
g/colmena, sin embargo, esta cantidad varia en funcion de la variedad de abejas
(Apis mellifera, Melipona colimana, entre otras), el clima, la vegetacion y el
dispositivo utilizado para su recoleccion (Lopez et al., 2006).

2.4 METODOS DE RECOLECCION

Para recolectar el propdleo el apicultor puede rasparlo de la colmena o colocar
trampas de facil manipulacion (Figura 6). Este Gltimo método permite obtener una

mayor calidad del producto ya que evita su contaminacion. De manera general, la
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recoleccion se realiza antes de la llegada del invierno en las regiones templadas vy,
al inicio de la temporada de lluvias en donde los climas son tropicales y la
propolizacion es mas activa (Farré y Sanchez, 2004; Salamanca et al, 2001).
Antes de su comercializacion el propdlleo cursa por las siguientes etapas de
control de calidad:

I. Si el material contiene mucha cera se somete a un lavado con agua fria
para removerla. El prop6leo remanente se seca en pantallas de acero

inoxidable con una corriente de aire.

Il. Posteriormente, se realiza un proceso de extraccion utilizando como
disolvente etanol al 95%. En esta etapa, los remanentes de cera y las

partes de las abejas son removidos manualmente.

lll.  Por dltimo, se filtra la solucién para eliminar cualquier otro tipo de material
extrafio (Burdock, 1998).

Figura 6.Trampa de propdleo (tomada de http://dullindemetri.cl/propoleo.htm).
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2.5 REGULACION SANITARIA DE PRODUCTOS ELABORADOS CON
PROPOLEOS.

Actualmente, existen diversas normativas que regulan el uso del propdleo para su
distribucién y venta. Entre dichas normas se encuentra la Instruccion Normativa
No 3/01, en Brasil, que establece las determinaciones fisicoquimicas y la
metodologia analitica para el propdleo como materia prima y como extracto. Otras
normas de calidad para evaluar el propdleo son: la Norma Ramal Rusa RST 317-
77, la Norma Ramal Bulgara ON 25 72 483-84 y la Norma Ramal Cubana 932-88.
Paises como Bélgica y Grecia también poseen una normativa para productos
apicolas que incluyen propdleos.

Por otro lado, en los paises latinoamericanos existe un mejor control del propdleo.
En Argentina, por ejemplo, en el afio 2008 se publicé la Resolucién Conjunta No.
357 que establece las especificaciones técnicas y las reglamentaciones de empleo
del propdleo. Para su establecimiento, dicha resolucion considerd, entre otros, los
siguientes aspectos para este producto:

e Su amplia variedad de usos industriales, desde la industria alimentaria y
cosmeética, hasta la farmacéutica o quimica.

e El incremento en el consumo mundial de propdleo y con ello, la necesidad
de evaluar sus caracteristicas, propiedades y limites de seguridad.

e El aislamiento y la caracterizaciéon de flavonas, flavononas, flavonoles,
terpenoides y acidos organicos (acidocaféico, acidos diterpénicos, acido
clorogénico, quercetina y apigenina, entre otros muchos compuestos).

e La existencia de suplementos dietéticos y alimentos que contienen propdéleo
en su formulacion y la necesidad de establecer su limite de ingesta maxima
en dichos productos.

e La normativa existente en paises como Brasil, Bélgica, Grecia, Rusia,
Bulgaria y Cuba para el andlisis de este producto apicola.

e Las propiedades alergogénicas descritas para propéleo y la obligacién de
incluir la advertencia en el rotulado del producto.
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Con base en estos antecedentes el Cddigo Alimentario Argentino establecié un

marco normativo que les permitiera a los productores nacionales comercializar

productos de calidad elaborados con propdleos. Evidentemente, todas estas

medidas estan destinadas a proteger la salud de la poblacién. Asimismo, la

revision cientifico-técnica realizada permitié el establecimiento de las siguientes

especificaciones y los limites de aceptabilidad para los propoéleos.

Caracteristicas organolépticas (dependiendo de su origen botanico y/o

geografico):

Aroma: caracteristico del producto dependiendo de si es resinoso o
balsdmico

Color: amarillo, pardo, verdoso, rojizo, marrén y sus tonalidades.

Sabor: variable; de suave y balsdmico hasta fuerte y picante.

Consistencia a temperatura ambiente: maleable o rigido.

Aspecto: homogéneo o0 heterogéneo, de preferencia en trozos no

comprimidos.

Caracteristicas fisicoquimicas:

Pérdida al secado (100-105°C): no mas de 10 por ciento.

Cenizas (500-550°C): no mas de 5 por ciento.

Materiales extrafios: no mas de 25 por ciento.

Sustancias extraibles en n-hexano (ceras presentes en el propdleo): no
mas de 40 por ciento.

indice de oxidacién: maximo 22 segundos.

Compuestos fendlicos expresados como equivalentes de acido galico: no
menos de 5.0 por ciento.

Flavonoides: no menos de 0.5 por ciento.

Resinas solubles en etanol: no menos de 30 por ciento.

Espectro en el UV-Vis: debe presentar un maximo de absorcion entre 270 y
315 nm.
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e Plomo: no mas de 20 ppm.
e Arsénico: no mas de 1 ppm.

e Residuos de plaguicidas y antibi6ticos: ausencia.

Para la recoleccién, manipulacion, envasado y almacenamiento de los propdleos
se deberan cumplir las Buenas Practicas Apicolas. Adicionalmente, para el
acondicionamiento  del propdleo se debe considerar un envase
bromatolégicamente apto y su almacenamiento debe realizarse en un sitio fresco y
oscuro. El envase tiene que conferirle al producto una proteccion adecuada con
respecto a la humedad, la luz y la temperatura excesiva. El propéleo como materia
prima no debe contener sustancias extrafias en sus procesos de producciéon y

elaboracién. No se permite la adicién de aditivos.

Por otra parte, los extractos blandos de propdleos elaborados con etanol relinen
los requerimientos de aroma, color y sabor dependiendo de su origen botanico y/o
geogréfico. Ademas de reunir los criterios microbiologicos aplicables deberan
cumplir con los siguientes parametros de calidad:

e Extracto seco: no menos de 10 por ciento.

e Sustancias extraibles en n-hexano (ceras).

e indice de oxidacion: maximo 22 segundos.

e Compuestos fendlicos expresados como equivalentes de acido galico: no
menos de 0.25 por ciento.

¢ Flavonoides: no menos de 0.25 por ciento.

e Espectro en el UV-Vis: debe presentar un maximo de absorcién entre 270 y
315 nm.

e Plomo: no méas de 20 ppm.

e Arsénico: no mas de 1 ppm.

e Residuos de plaguicidas y antibi6ticos: ausencia.

e Criterios microbiolégicos aplicables (agentes microbioldgicos a controlar, los

limites microbioldgicos establecidos etc.).
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Finalmente, los productos que contengan propoleo estaran clasificados como
caramelos, mieles (pueden contener polen y/o jalea real), propéleos en solucién
hidroalcohdlica o con propilenglicol y suplementos dietéticos. Para su aprobacion,
debera presentarse el analisis del producto final que avale la cantidad de propdleo
presente en los mismos mediante el establecimiento del contenido de flavonoides.
Esta normativa también establece el consumo diario de propdleo (300 mg/dia y
150 mg/dia para adultos y nifios, respectivamente) y los requisitos para el
etiguetado de los productos. Entre las leyendas que deben contener dichas
etiquetas de manera obligatoria se encuentra la siguiente: “Contiene Propodleos;
personas alérgicas o sensibles; nifios menores de 4 afios; mujeres embarazadas o
en periodo de lactancia: no consumirlo”. Tampoco se autoriza mencionar
propiedades de prevencion, ni tratamiento de enfermedades en el rétulo o en la
publicidad de los productos que contienen propéleos.

Indudablemente, el establecimiento de este tipo de medidas permitir4 el suministro
al publico de productos seguros y eficaces. El caso de adulteracién de propdleo
mas recordado en la historia ocurri6 en Argentina, en 1992, por un ténico que
ocasiono la muerte de 25 personas. En este caso, se utilizé dietilenglicol como
disolvente para preparar el producto. Este compuesto se metaboliza en el higado
generando acido etoxi-hidroxi-acético que, al acumularse en el organismo conlleva
a la muerte celular de los hepatocitos y de los tubulos renales (Bernaus, et al.,
2006).

En contraste con lo descrito anteriormente, en México, no existe una normatividad
aplicable para productos que contengan propéleo entre sus componentes. Asi,
para suministrar dichos productos los fabricantes etiquetan sus preparados bajo la
figura de suplemento alimenticio. De acuerdo con los articulos 215y 216 de la Ley
General de Salud estos productos no pueden ser publicitados o promovidos como
medicamentos, tampoco pueden atribuirseles cualidades o efectos terapéuticos,
presentdndolos como una solucién definitiva en el tratamiento preventivo o
rehabilitatorio de un determinado padecimiento. Debido a que no son

medicamentos no cuentan con un registro sanitario que avale su calidad y eficacia
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terapéutica. No obstante, el control sanitario de estos productos incide en el
ambito de competencia de la COFEPRIS a pesar de que existan otras
dependencias y organismos del gobierno federal que podrian realizar dicho
control.

El desarrollo de toda una corriente de productos naturales medicinales ha
rebasado la capacidad de las autoridades sanitarias de nuestro pais debido a la
falta de control sanitario y a la carencia de personal capacitado para evaluar
dichos productos. Uno de los mayores riesgos asociados con el consumo de estos
productos es la contaminacion de los mismos, esto es, contienen microorganismos
0 sustancias toxicas que rebasan los limites permisibles establecidos por la
Secretaria de Salud.

Otro problema que afecta a la poblacion son los productos adulterados. En este
sentido, algunos inescrupulosos productores realizan tratamientos que encubren
los defectos en sus procesos o en la calidad de las materias primas que utilizan. El
objetivo principal de las adulteraciones casi siempre obedece a fines de lucro sin
considerar los riesgos para la salud de la poblacion. A través de la historia se han
documentado adulteraciones en alimentos como la leche, la miel y los vinos, por
tan solo mencionar algunos. Recientemente, se han descrito las adulteraciones de
los suplementos alimenticios destinados a mejorar la condicién fisica y la

resistencia de los atletas.

Evaluar la calidad de estos productos es dificil debido a que representan matrices
con multiples componentes. En el siglo pasado, los métodos para detectar las
adulteraciones en los insumos consistian en determinar el valor de pH, la
conductividad eléctrica, el porcentaje de humedad y el contenido total de
azUcares, por tan solo mencionar algunos. Sin embargo, estas determinaciones
resultaban insuficientes ya que no permiten identificar de forma precisa el origen
de los adulterantes. Por este motivo, hoy dia se utilizan técnicas analiticas que
brindan mayor precision y exactitud en los resultados como la calorimetria
diferencial de barrido, la cromatografia de gases (CG), la cromatografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC), la resonancia magnética nuclear (RMN) vy la
espectroscopia en el infrarrojo (Mondragén et al., 2011).Actualmente, a nivel
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mundial, existen organismos reguladores que brindan apoyo y emiten las
directrices para detectar diversos tipos de adulteraciones en productos de

consumo humano, como la Food and Drug Administration (FDA) en los Estados
Unidos de Norteamérica (2012).
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los 20 productos herbolarios objeto de estudio fueron adquiridos en las tiendas de
autoservicio UNAM y Wal-Mart (Figura 8). El jarabe “Prevent” fue comprado en
Espafia y los extractos de propdleo marca “Propolis oil” y “Proex” provienen de
Guadalajara, Jalisco.

3.1 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Para el andlisis cromatografico cualitativo en capa fina, se utilizaron placas de
aluminio recubiertas con gel de silice (silica gel 60 G254 Merck). El sistema de
elucion empleado fue CH,Cl,/MeOH en una proporcion 95:5. Una vez concluido el
proceso de elucion los cromatofolios se visualizaron con luz UV (onda corta a 254
nm y onda larga a 365 nm) y se revelaron con solucion de vainillina &cida (Figura
7).

Figura 7.Ejemplo de una placa cromatogréfica en capa fina con 3 diferentes productos:

EF: Solucion etandlica del extracto de prop6leo de marca “D”.
BP: Solucion etandlica del extracto de propdleo marca “C”.

P: Extracto etandlico de propdleo.

BJ: Solucion etandlica del jarabe con propdleo de marca “G”.
A: Solucion estandar de acacetina

N: Solucion estandar de 4’,7-dimetilnaringenina
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Figura 8.Tres de los veinte productos adquiridos en tiendas de autoservicio analizados en este

trabajo.

3.2 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

El andlisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) se realizd en un
cromatégrafo de liquidos marca SHIMADZU (Analytical and Measuring
Instruments Division, Kyoto, Japon) equipado con un detector UV-visible dual
SPD-10A; un inyector automético SIL-10AD (VP); una bomba LC-10AT (VP); un
horno para columna CTO-10A; un desgasificador DGU14A y un sistema de
control SCL-10A (VP) SHIMADZU acoplado a un equipo de computo. El control del
equipo, el procesamiento y la manipulacién de los datos se realizé utilizando el
software LabSolution/LCsolution.

El andlisis para determinar el contenido de acacetina y de 4'.7-
dimetilnaringeninase realizé en una columna Waters C18 (BEH Technology), con
un tamafio de particula de 5 um (150 mm de longitud y 4.6 mm de diametro
interno). El volumen de inyeccion utilizado fue de 10 pL. La elucion se realizé con
un sistema isocratico que consistio en una mezcla binaria constituida por
MeOH:&cido trifluoroacético (TFA) al 0.1% en una proporcion 55:45. La velocidad
de flujo utilizada fue de 0.5 mL/min y la temperatura empleada para el analisis fue
de 25 °C. El tiempo de corrida fue de 60 minutos y las longitudes de onda

empleadas para la deteccién de los compuestos fueron de 254 y 290nm.
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3.3 PREPARACION DELOS EXTRACTOS DE TRABAJO

10 g de los productos comerciales (jarabes, pastillas o caramelos) se extrajeron
con 100 mL de etanol durante 30 min utilizando el ultrasonido como método de
extraccion. Las soluciones resultantes se filtraron y se concentraron a presién
reducida para su posterior analisis en el cromatdgrafo de liquidos. En el caso de
los extractos etandlicos comerciales, 1 mL de la solucion se diluyé a 5 mL con
etanol. De cada extracto se pesaron 250 mg y se diluyeron en 5 mL de etanol.
Finalmente, 2 mL de cada solucién se filtraron a través de un filtro (marca PALL,

GxF/GHP) de 45 um para su analisis cromatografico.

3.4 ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

Preparacion de la solucién estandar de acacetina: 10 mg de acacetina se
disolvieron en 10 mL de una mezcla binaria de etanol:acetonitrilo (1:1). A
continuacion, se vertié en un matraz volumétrico de 5 mL una alicuota de 2.5 mL y
se completé el volumen con la misma mezcla de disolventes. Esta solucién

contiene 500 pug/mL de acacetina.

Preparaciéon de la solucion estandar de la 4',7-dimetilnaringenina: 10 mg de 4',7-
dimetilnaringenina se disolvieron en 10 mL de una mezcla binaria de
etanol:acetonitrilo (1:1). A partir de la solucion anterior, se preparé una dilucién
adicional para obtener una concentracion final de 100 pg/mL de 4',7-

dimetilnaringenina.

Una vez preparadas las soluciones de ensayo se evalud este parametro de
desempefio mediante la inyeccidén por quintuplicado de ambas soluciones. En los
dos casos se registro: el factor de coleo (T) y el nUmero de platos teoéricos (NPT).
El criterio de aceptacion establecido en los protocolos de validacién establece que
el CV obtenido para la respuesta de cada analito debe ser menor al 2.0%.
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3.5 LINEALIDAD DEL SISTEMA.

La linealidad del sistema se evalio mediante la preparacién de tres curvas de
calibraciéon (para cada compuesto), con 5 niveles de concentracion y preparadas
por pesadas independientes. Para ello, a partir de las soluciones estandar (inciso
3.4) de acacetina y 4',7-dimetilnaringenina se realizaron las diluciones necesarias
para que cada mililitro de las mismas contuvieran entre 100-1000 pg/mL y 25-200
ug/mL, respectivamente (Cuadro 1). El analisis estadistico de los datos se realizé
mediante una regresion lineal de las variables concentracion (x) y area bajo la
curva (y) para calcular la ordenada al origen (B,), la pendiente de la recta (p1), el

coeficiente de determinacién (r?) y el coeficiente de correlacion (r).

Los criterios de aceptacion establecidos para esta caracteristica de calidad del
método son: r>>0.98; r>0.999; el intervalo de confianza para la pendiente IC (B1) no

debe incluir el cero mientras que, el de la ordenada al origen IC (B,) debe incluir el

cero.

4',7-dimetilnaringenina
1000 pg/mL

Acacetina
1000 pg/mL

(1) Con EtOH/ACN 1:1 (mL)
(2) Con respecto ala concentracién nominal

Cuadro 1. Diluciones empleadas para preparar las curvas de calibracién (linealidad del sistema).
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3.6 PREPARACION DE LOS ESTANDARES

Para identificar los metabolitos secundarios presentes en los diferentes productos
herbolarios se prepararon, por separado, soluciones stock que contenianl.0
mg/mL de acacetina y de 4'7-dimetilnaringenina. Estos productos fueron
previamente aislados y caracterizados en el laboratorio en estudios fitoquimicos

previos.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El auge de los medicamentos herbolarios en México es una actividad que ha
rebasado la capacidad de la Secretaria de Salud para regular la publicidad y el
mercado de dichos productos. En el caso de los productos milagro, la principal via
gue utilizan los fabricantes para aumentar sus ventas son los anuncios en
television, radio, revistas e internet. El éxito de estos productos entre el publico se
debe principalmente a las estrategias convincentes que utilizan dichos medios
para incrementar las bondades de unos productos que en la mayoria de los casos

no se encuentran debidamente autorizados.

El deterioro de las estructuras del sector salud, la insuficiencia del servicio publico
para atender las crecientes necesidades primarias de la poblacion y los elevados
costos de la medicina al6pata son factores que han propiciado el uso de
tratamientos alternativos por parte del publico. Esta situacion propicié la
emergencia de un mercado conformado no sélo por la poblacion con graves
carencias, sino también por sectores medios y altos que buscan encontrar
alternativas a los tratamientos farmacoldgicos. El interés del publico por consumir
productos medicinales alternativos ha dado paso a toda una corriente de
preparados elaborados con plantas o sus extractos; surgiendo en el mundo
industrias novedosas de medicamentos naturales y de suplementos alimenticios.
En medio de esta clasificacion encontramos los denominados “productos milagro”.
Estos preparados se caracterizan por exaltar cualidades terapéuticas dirigidas a
erradicar enfermedades. Generalmente, son elaborados con plantas, vitaminas,

minerales y otros productos que tienen un efecto farmacoldgico pero que no
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representan un medicamento. AUn mas, la publicidad de estos productos es
fraudulenta ya que son presentados como articulos eficaces para el tratamiento,
prevencion y cura de diversas enfermedades sin que su eficacia y seguridad haya
sido comprobada desde un punto de vista cientifico.

Actualmente, su consumo es considerado un problema de salud ya que lejos de
restablecer la homeostasis pueden ocultar sintomas, generar efectos adversos de
naturaleza desconocida o exacerbar la condicion debido a la presencia de
ingredientes nocivos. Asimismo, su publicidad induce al abandono de los
tratamientos con medicamentos alopaticos agravando asi, el cuadro clinico de los

pacientes.

En este marco de referencia, en febrero de 2011 la COFEPRIS publicé un listado
de productos asegurados a los fabricantes. Estos productos carecen de

autorizacion sanitaria y es por ello que no se recomienda a la poblacion su uso.

Por otro lado, otro de los problemas que enfrenta la Secretaria de Salud son los
productos adulterados y falsificados. De acuerdo con el Articulo 206 de la Ley
General de Salud un producto adulterado es aquel cuya naturaleza y composicion
no correspondan con aquellas con que se etiquete, anuncie, expenda o suministre;
cuando no corresponda a las especificaciones de su autorizacion o, cuando haya
sufrido un tratamiento que disimule su alteracion, se encubran defectos en su
proceso o en la calidad sanitaria de las materias primas utilizadas. Asimismo, se
considera falsificado un producto cuando se fabrique, envase o venda haciendo
referencia a una autorizacién que no existe; se utilice una autorizacion legalmente
otorgada a otro o, se imite al legalmente fabricado y registrado (Articulo 208 bis,
LGS).

Cabe mencionar que la falsificacion y adulteracion de los medicamentos
representa el fendbmeno mas amplio para la difusién de insumos que no cumplen
con las normas establecidas en materia de calidad, seguridad y eficacia. Las
etiquetas de estos productos incluyen, de manera deliberada, informacién falsa

acerca de su calidad. Algunos casos de productos falsificados o adulterados
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incluyen: productos que no contienen ninguno de los ingredientes activos
mencionados en la etiqueta; productos que contienen ingredientes activos
diferentes a los especificados en la etiqueta; productos que contienen los
ingredientes activos especificados pero en concentracion diferente a la declarada;
productos que pueden contener diferentes impurezas o diferentes cantidades de

las mismas.

En los paises industrializados, la mayor parte de las ventas de medicamentos
falsificados y adulterados se realiza a través de internet. Este medio representa
una amenaza para todas las personas que buscan tratamientos alternativos para
enfermedades crénicas o letales a menor costo. En este sentido, el trabajo de la
Organizaciéon Mundial de la Salud reside en ayudar a reforzar la legislacién
farmacéutica de los paises para asegurar la presencia de la garantia de calidad en
toda la cadena de distribucion de medicamentos. La propagacion de
medicamentos falsificados es en general mas pronunciada en los paises donde la
fabricacion, la importacién, la distribucion, el suministro y la venta de

medicamentos estan menos reglamentados.

En este marco de referencia, resulta importante destacar que la situacion de los
medicamentos de tipo naturista es mas desestimulante. La falsificacion o
adulteracién de estos productos es una constante debido a la tendencia dinamica
actual en la produccion y venta de estos productos y, en el insuficiente control
legal de los medicamentos y remedios herbolarios en nuestro pais. El surgimiento
de toda una corriente de elaboracion y venta de preparados a base de productos
naturales medicinales no sélo es expresion de la dinamica busqueda de lucro por
parte de algunos inescrupulosos comerciantes; su demanda también expresa, en
los hechos, un nivel de eficacia terapéutico no cuantificado. Asi, la popularidad
creciente de productos herbolarios como el Broncolin y sus “versiones” puede
expresar también, de modo indirecto, ciertas omisiones por parte del sistema de
salud oficial, en el sentido de no generar medicamentos de una accesibilidad y
eficacia por lo menos similar a la de estos preparados simples. Esta situaciéon
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sugiere ademas la existencia de una regulacion diferencial a favor de la industria

guimico-farmacéutica.

De manera general, la composicion de los propdleos varia dependiendo de la flora
local, el clima y la época de colecta, entre otros. Asi, por ejemplo, los propdéleos
europeos contienen principalmente compuestos fendlicos que han sido reportados
previamente en los exudados de los arboles del poplar (Populus nigra,
principalmente). En contraste, la composiciéon de los propéleos brasilefios se
encuentra relacionada con el contenido de metabolitos secundarios presentes en
la resina de las hojas del género Baccharis dracunculifolia. En México, los
propdleos estudiados de las zonas aridas o semiaridas se encuentran constituidos
principalmente por flavonoides y compuestos aromaticos como el éster fenil-etilico
del acido caféico (CAPE). Esta variabilidad en la composicién quimica de los
propdleos ha propiciado que la estandarizacion de este importante recurso natural
se realice con base en el contenido total de flavonas, flavonoles, flavanonas,
dihidroflavonoles y fenoles totales. Sin embargo, algunos autores sugieren que la
estandarizacion del propdleo puede realizarse con base en el contenido de sus

marcadores quimicos y correlacionarlo con su actividad biolégica.

Durante los estudios fitoquimicos realizados con diferentes lotes de propdleos
mexicanos en el laboratorio del Dr. José Fausto Rivero fue posible aislar y
caracterizar como componentes constantes a la acacetina y la 4',7-
dimetilnaringenina en todos los lotes. Por este motivo, y considerando que ambos
metabolitos se encuentran en baja o nula concentracion en otros propéleos
mundialmente distribuidos, en este trabajo, se plantearon como compuestos
marcadores de propéleos mexicanos caracteristicos de la zona melifera del

altiplano a la acacetina y la 4',7-dimetilnaringenina.

Con base en estas consideraciones, el presente trabajo se desarroll6 como parte
de un proyecto de investigacién enfocado a identificar y cuantificar los marcadores
guimicos de propodleos pertenecientes a la region del altiplano mexicano en 20

productos de amplia distribucibn comercial en nuestro pais. Para el andlisis
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cuantitativo de los productos se empled una metodologia analitica previamente
validada en el laboratorio (Martinez, 2012).

La identificacibn de los flavonoides en las muestras se realizO0 mediante la
comparacién de los tiempos de retencibn que presentaron cada uno de los
estandares con las sefiales presentes en el cromatograma obtenido con los
productos analizados. En la Figura9se ilustra un perfil cromatografico del extracto
etanolico del propdleo recolectado en el apiario “El Buho”, de la delegaciéon Milpa

Alta. Los tiempos de retencidbn obtenidos para cada compuesto, bajo las

condiciones de analisis, fueron los siguientes:

Pinocembrina 7.64

Galangina 12.80

4'7-dimetilapigenina 31.45

mAU

“IDetector A Ch1:290nm
Detector A Ch2:254nm

tr=21.34
tr=31.45

—_ 7 T T T T T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0

Figura 9.Cromatogramaobtenido con el extracto etandlico del propdleo recolectado en la
delegacion Milpa Alta con sus respectivos tiempos de retencion.

4.1 ADECUABILIDAD DEL SISTEMA.

Este parametro de calidad fue evaluado diariamente para la 4',7-dimetilnaringenina
y para la acacetina mediante el registro del &rea bajo la curva de una solucién de
concentracion conocida. En los dos casos el coeficiente de variacion obtenido fue
menor al 2.0 % indicando, por lo tanto, que el sistema es adecuado para el andlisis
de los productos.
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En el Cuadro 2 se resume un ejemplo con los datos obtenidos para esta

caracteristica de calidad:

Factor de coleo

Area de la réplica 1 3552464 38224268
| |
Area de la réplica 3 3501730 37639128

Area de la réplica 5 3526758 38448996
| |
2158.99 327387.7
| |

Cuadro2. Resultados obtenidos para la adecuabilidad del sistema.

4.2 CURVA DE CALIBRACION.

La linealidad del sistema se evalio de manera independiente para cada
flavonoide. El andlisis estadistico de los datos permitio estimar el siguiente modelo

para la 4',7-dimetilnaringenina:
Area = -48208.6 + 35302.3 * Concentracion

En el Cuadro 3 y en la Figural0 se resumen los parametros estadisticos del
modelo. El valor del coeficiente de determinacion (r?) permite establecer que el
99.8% de la variabilidad en la respuesta se encuentra explicada por dicho modelo.
Aun més, el intervalo de confianza obtenidos con un 95 % de confianza para la
ordenada al origen incluye el cero mientras que para la pendiente no esta incluido.
Por lo tanto, la curva de calibracion cumple con las especificaciones para la
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linealidad del sistema y se puede utilizar para calcular la concentracion de la 4',7-

dimetilnaringenina en los productos comerciales.

9000000 -
8000000 -
7000000 -
6000000 -
5000000 -
4000000 -
3000000 -
2000000 -
1000000 -

O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

y =35302x - 48209
R2=0.998

Unidades de area

Concentracion de 4’,7-dimetilnaringenina (ug/mL)

Figura 10. Gréfica que muestra la relacion lineal entre las variables para la 4’,7-dimetilnaringenina.

Pendiente de la recta (B,

e e
Coeficiente de determinacion (r°) 0.9979

|

] LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR

Pendiente de la recta (1) 34345.3 36259.2

Cuadro3. Resumen de la regresion lineal de la curva de calibracion para la 4',7-dimetilnaringenina.

Con respecto a la acacetina, el modelo de regresion lineal calculado fue:
Area = 47671 + 82629 * Concentracion

En este caso, el coeficiente de determinacion calculado indica que el 99.9% de la

variabilidad total en la respuesta obtenida es explicada por el modelo propuesto

31



(Cuadro 4 y Figurall). El valor negativo y positivo de los limites inferior y superior
del intervalo de confianza para la ordenada al origen indican la inclusion del cero
en contraste, con el intervalo de confianza para la pendiente. Por lo tanto, el
modelo cumple con las especificaciones de linealidad y puede emplearse para

calcular la concentracion de la acacetina en los productos comerciales.

90000000 -

80000000 -
© /0000000 -
Qo

& 60000000 -
0 =
T 50000000 - y=82629x+ 47671

® R2=0.9993
- 40000000 -

1]

:g 30000000 -

= 20000000 -
10000000 -

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentracion acacetina (png/mL)

Figura 11.Gréfica que muestra larelacion lineal entre las variables para la acacetina.

Pendiente de la recta (B; 82629.3
|

Coeficiente de determinacion (r°) 0.9993
|
] LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR

Pendiente de la recta (1) 81331.7 83926.7

Cuadro 4. Resumen de la regresion lineal de la curva de calibracion para la acacetina.
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4.3 ANALISIS DE DIFERENTES PRODUCTOS CON PROPOLEO.

El analisis de cada producto comenzé con la identificacion de los flavonoides
utilizando para ello una velocidad de flujo de 0.5 mL/min. Una vez identificadas las
sefales correspondientes a los flavonoides (Figura 9) se inyectaron las muestras
utilizando las condiciones cromatogréficas con las que se validé el método
(Cuadro 5).

Metanol: Agua 0.1% TFA (55:45)

Longitud de onda de 290 nm 340 nm
deteccion

Cuadro 5. Condiciones cromatograficas del método analitico

4.4 PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Actualmente, el propdéleo se utiliza en apiterapia, en preparados farmaceéuticos y
como aditivo de alimentos y bebidas. Diversos estudios enfocados a los métodos
de extraccién de propoleo han permitido demostrar que la mayor cantidad de
metabolitos bioactivos se obtiene preparando los extractos con etanol al 70%.
Entre los métodos utilizados para preparar los extractos a partir de la matriz sélida
se encuentran la maceracion, la extraccion asistida con microondas y la extraccion
ultrasonica. Este ultimo, mediante un efecto mecanico de la cavitacién acustica
incrementa los rendimientos de extraccion y reduce significativamente los tiempos.
Trusheva y colaboradores demostraron que el método de extraccion por
microondas ademas de presentar baja selectividad incorporaba cantidades
significativas de ceras. La principal desventaja de este método residia ademas, en

la degradacion de los componentes bioactivos debido a la irradiacion. En sintesis,
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la extraccion por ultrasonido es el método mas eficiente considerando el tiempo, el

rendimiento y la alta selectividad (Bankova et al., 2007).

Por este motivo, la extraccion de los marcadores a partir de la matriz farmacéutica
se realiz6 utilizando la técnica de ultrasonido y etanol como disolvente. Los
extractos generados se utilizaron para realizar, en primer lugar, una cromatografia
de capa fina. Esta técnica permitio identificar la presencia de la acacetina y la 4',7-
dimetilnaringenina en los siguientes preparados comerciales: Extracto fluido "D”,

jarabe “F”, jarabe “G”, jarabe "K”, jarabe “P”, extracto “Q” y suplemento “M”

A pesar de ello, todos los extractos se analizaron empleando como método la
cromatografia liquidos. Los cromatogramas generados se ilustran en las Figuras
12 a 30.
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Figura 12.Cromatograma obtenido con la solucion del jarabe marca “K”.

34



mAU

2506|Detector A Ch1:290nm smth
1Ddtector A Ch2:254nm smth
200§
1506
1009
508]
OE_‘
00 50 100 150 ' 200 250 300 350 400 450 500 550  min
Figura 13. Cromatograma obtenido con la infusién del Té de propdleo marca “O”.
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Figura 14.Cromatograma obtenido con el extracto de los caramelos macizos marca “B”.

mAU

Detector A Ch1:290nm smth
Detector A Ch2:254nm smth

o ~

T -

il S R S S— — —

100 150 200 250 " 3bo 350 400 450 500 550  min

.
o
ol
o

Figura 15. Cromatograma obtenido con el extracto del caramelo marca “H".
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Figura 16. Cromatograma obtenido con el extracto de propdleo marca “D”
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Figura 17. Cromatograma obtenido con el extracto de prop6leo marca “C”.
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Figura 18.Cromatograma obtenido con la solucion del jarabe marca “T".
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Figura 19. Cromatograma obtenido con la solucién del jarabe marca “F".
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Figura 20. Cromatograma obtenido con el extracto de las paletas de caramelo macizo marca “E”
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Figura 21.Cromatograma obtenido con el extracto de las paletas de caramelo macizo marca “A”.
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Figura 22. Cromatograma obtenido con el extracto de las paletas de caramelo macizo marca “L".
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Figura 23. Cromatograma obtenido con la solucién del jarabe marca “M”.
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Figura 24. Cromatograma obtenido con la solucién del jarabe marca “P”
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Figura 25. Cromatograma obtenido con la solucién del jarabe marca “R”.
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Figura 26. Cromatograma obtenido con el extracto de prop6leo marca “S”.
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Figura 27. Cromatograma obtenido con el extracto de prop6leo marca “Q”.
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Figura 28.Cromatograma obtenido con el extracto de las paletas de caramelo macizo marca “N”".

mAU
{Détector A Ch1:290nm smth
159' Détector A Ch2:254nm smth

]

o 50 1bo 150 200 250 300 350 400 450 500 550  min
Figura 29. Cromatograma obtenido con la solucién del atomizador con propoleo marca “1”.
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Figura 30. Cromatograma obtenido con el extracto con propéleo marca “J".
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Como era de esperarse la presencia y la cantidad de los marcadores quimicos
varia dependiendo de la marca del producto. Aun mas, los productos de un mismo
fabricante varian drasticamente en el tenor de las concentraciones de los
flavonoides. En algunos casos, el perfil cromatografico corresponde con la
composicién quimica del propdleo utilizado como referencia y en otros, no es
posible detectar la presencia de ningun flavonoide.

En el Cuadro 6 se resumen los resultados obtenidos durante el analisis de los
diferentes productos. Dicho resumen incluye: la clave del producto, la
identificacion del flavonoide (donde fue posible identificarlos y cuantificarlo) y la

informacion del sitio de elaboracidon contenida en el marbete.
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Guadalajara, Jalisco Ninguno

E México DF. 4' 7-dimetilnaringenina

G México DF. 4',7-dimetilnaringenina y acacetina

4"7-dimeti|naringenina y acacetina

Puebla, Puebla, México 4',7-dimetilnaringenina

I O I

Guadalajara, Jalisco 4',7-dimetilnaringenina y acacetina

Cuadro 6. Productos herbolarios analizados, sitio de manufactura y marcadores quimicos
identificados.
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4.5 CUANTIFICACION DE LA ACACETINA Y LA 4',7-DIMETILNARINGENINA
EN LOS PRODUCTOS ANALIZADOS.

Con las ecuaciones obtenidas fue posible calcular la concentracion de los
marcadores quimicos buscados en este trabajo, mismas que se muestran en el
Cuadro 7, en el cual se enlistan los productos en los cuales fue posible su

cuantificacion.

D 1300pg/mL 0

G 170ug /g 8ug/g

C 9000ug/mL 0

K 0 20ug /g

R 0 4.2 ug/g

M 5000 ug /g 0

Cuadro 7. Productos comerciales que contienen propéleo en su composicion, y su cantidad de

marcadores quimicos.

Como se deduce del cuadro 6, seis de ellos no presentan entre sus componentes
ninguno de los marcadores propuestos; en siete de ellos fue posible detectar la
presencia de ambos y en siete so6lo se detectd uno de ellos. Cabe mencionar que
los productos elaborados por el mismo fabricante presentaron como denominador
comun la presencia de ambos marcadores en sus diferentes presentaciones. Sin
embargo, el analisis de estos preparados es un reto dificil de abordar ya que el

marbete de los mismos no indica el origen y la concentracion de los extractos de
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propbéleos empleados para su elaboracion. Como era de esperarse las
concentraciones de los compuestos marcadores varian entre los diferentes
preparados analizados. Este hallazgo es de vital importancia ya que la eficacia de
los preparados herbolarios varia dependiendo de la concentracion de sus
constituyentes, por lo tanto, la calidad de diferentes lotes de producto seré

variable.

En este mismo Cuadro podemos confirmar que la marca comercial que contiene
los marcadores buscados es Broncolin en sus diferentes presentaciones. Sus
concentraciones varian debido quizds a que cada producto es elaborado con
diferentes cantidades de propdleo y esto se puede deber a que para cada
producto en su fabricacion agregan mayor cantidad de propdleo que para otro, la
época del afio en que colectan el propdleo y la falta de homogeneizacion de la
resina. Para los productos que no contienen a las moléculas marcadoras,
podemos decir que el propdleo usado puede ser importado, ya que el propéleo de
otras regiones del mundo como el oriental, brasilefio, cubano y parte del europeo,
contiene estas dos moléculas en muy bajas concentraciones, apenas
cuantificables o en algun casos no las presentan, o que el propéleo mexicano
adicionado a estos productos se encuentra en muy baja concentracién, esté
adulterado o en el peor de los casos no lo contengan. En el caso especial del
extracto de propdoleo marca “J”, podemos constar que en los cromatograma no
presenta ninguna sefial de flavonoides o moléculas que absorban al espectro UV y
solo se realiz6 una dilucion para inyectarlo en el cromatografo, por lo que se
puede casi asegurar que el producto no contiene propéleo o en cantidades no
detectables y revisando bibliografia se encontré un listado en el sitio web de la
COFEPRIS en donde esta marca aparece mencionada como producto asegurado
por dicha institucion federal en el 2010 por la falta de autorizacién para su
comercializacién y porque no cuenta con base cientifica que sustente sus
propiedades preventivas, terapéuticas y/o rehabilitadoras, por lo que solo
recomiendan a la poblacion no adquirir dichos productos (Figura 31). Asi mismo,
en la pagina web de cada marca no mencionan el origen del propéleo con el que

trabajan, solo se cuenta con informacion muy superficial de los ingredientes si es
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gue la menciona. Se debe resaltar que la ausencia de los marcadores no indica
gue el producto no cumpla con las funciones “curativas” que promete, sino estas
actividades pueden estar inducidas por otros componentes de la mezcla. Con esta
investigacion podemos constar la falta de regulacion en estos productos por parte
de las autoridades pertinentes que en este caso podria estar escusado por el
problema de la estandarizacién del propdleo.

En este contexto, y para formular recomendaciones especiales para los ministerios
de salud se necesitan desarrollar los criterios de calidad basicos que permitan
correlacionar un tipo particular de propdleo con una actividad biolégica especifica.
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Figura 31. Listado emitido por la COFEPRIS en el 2010 en donde se sefiala la aseguracion de

algunos productos, entre ellos la marca “J”, analizada en este trabajo, por incumplimiento de los

beneficios que ofrece a los consumidores.
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a)

b)

d)

5. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método eficiente para la extraccidbn de los compuestos
marcadores del propdleo en diversos productos comerciales.

El andlisis de los diferentes preparados herbolarios por CLAE permitié
identificar y, en algunos casos, cuantificar a la acacetina y a la 4',7-
dimetilnaringenina como los constituyentes mayoritarios del propdleo

proveniente de la region del altiplano mexicano.

La seleccidén de la acacetina y la 4',7-dimetilnaringenina como entidades
guimicas para el desarrollo y la validacion del método analitico por CLAE
sera de utilidad para estandarizar los lotes de propéleo. Esta actividad
permitird el aseguramiento de la calidad de los productos elaborados con

extractos etandlicos de propéleos provenientes de la region del altiplano.

La presencia de la acacetina y la 4',7-dimetilnaringenina en los propéleos
mexicanos es una caracteristica que permitira diferenciarlos quimicamente

de los propdleos provenientes de otras partes del mundo.
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a)

b)

6. PERSPECTIVAS

Aplicar el método analitico para identificar y cuantificar los flavonoides en
diferentes lotes de propdleos y en los preparados farmacéuticos no
estudiados de diferentes partes del altiplano mexicano. Asi, se asegurara
gue las condiciones experimentales desarrolladas son de utilidad para

diferentes matrices farmacéuticas.

Promover el método de estandarizacion desarrollado en este trabajo, con
las autoridades reguladoras, que son a COFEPRIS y la PROFECO, para
asegurar la calidad de los productos en los diferentes puntos de ventas.
Esto servira para que estos preparados ya no sean incluidos en las listas de
productos “milagro” y el consumidor tenga mas confianza en adquirirlos,
ademés de fomentar las ventas en los productos que cumplan con este

criterio.
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