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1. INTRODUCCION

La medicina tradicional hoy en dia, es reconocida como un recurso fundamental para la
salud de los seres humanos, para el desarrollo y el bienestar, ademas de un factor de
identidad de numerosos pueblos del planeta (Biblioteca Digital de las Plantas
Medicinales de México, 2012).

México posee una gran riqueza de flora y fauna, por lo que no es de sorprender que las
plantas medicinales y otros productos de origen natural formen parte esencial de las
estrategias generadas por la poblacion para enfrentar sus enfermedades cotidianas
(Martinez, 2010).

Los productos naturales han proporcionado la inspiracion para la mayoria de los
ingredientes activos en medicamentos (Harvey, 2007), por lo que un gran numero de
estos productos naturales tradicionalmente utilizados por varias culturas alrededor del

mundo han llegado al mercado gracias al estudio cientifico (Cragg y Newman 2013).

En la actualidad los medicamentos alopaticos enfrentan la problematica de la falta de
abastecimiento para atender los problemas de salud, asi como los elevados costos
inalcanzables para la poblacion y la desconfianza de la eficacia de los medicamentos
alopaticos, origina que el consumo de medicamentos de origen herbolario se haya
convertido en una opcién para el tratamiento de diversos padecimientos (Osuna-Torres,
2005).

En este contexto, es importante mencionar que el propdleo es uno de los remedios
comunmente utilizados en la medicina tradicional para el tratamiento de diversas
enfermedades debido a sus propiedades bioldgicas. Sin embargo, en el caso particular

de México los estudios quimicos y farmacoldgicos son escasos.




El propdleo es una resina vegetal que las abejas colectan de las yemas de las plantas y
mezclan con las enzimas que producen, con cera de abeja y polen. Se usa para sellar

grietas y agujeros o para reducir el tamafo de la entrada de la colmena en invierno.

Figura 1. Resina vegetal (propdleo)

Esta integrado por al menos 300 compuestos, elaborados por las abejas a partir de
exudados de diversas plantas y arboles que mezclan con secreciones salivares
(Salatino et al., 2011). Estas caracteristicas estan relacionadas con su composicion
quimica, origen botanico, época de recoleccion y la especie de abeja recolectora
(Bankova and Kuleva, 1989; Bankova et al., 2002; Salatino et al., 2011).

Se le han atribuido propiedades tales como: antibacterianas, antifungicas, antivirales,
antiinflamatorias, antiulcerosas, antitumorales, inmunoestimulantes, hepatoprotectoras
entre otras (Bogdanov, 2005). Debido a los beneficios que se le dan, el interés en el
estudio de los propdleos se ha incrementado y en especifico de los compuestos

quimicos que lo integran (Kumazawa et al., 2004).



2. ANTECEDENTES
2.1 Propdleo
2.1.1 Definicion y generalidades
La palabra propdleo proviene del vocablo griego pro “en defensa de” y polis “ciudad”, lo
que significa “en defensa de la ciudad”, en el caso de las abejas se refiere a la colmena.
El propodleo es una mezcla de resinas y exudados vegetales recolectados por las abejas
Apis mellifera Linnaeus (Figura 2), con el fin de sellar herméticamente su colmena e
impedir que se forme dentro de ella cualquier tipo de contaminacién, ya que actua como
un agente microbicida, por lo que se le ha usado como un remedio medicinal desde

tiempos remotos (Wagh, 2013).

También conocido como “pegamento de las abejas”, es aromatico y de color variable
desde amarillo-verdoso hasta café, es suave y pegajoso a temperaturas elevadas, en
cambio, a temperaturas bajas y con el paso del tiempo se endurece (Lotfy et al., 2006).
El propdleo presenta una consistencia variable, dependiendo de su origen y la
temperatura. Su punto de fusion oscila entre los 60 - 70°C, aunque en algunos casos
puede llegar hasta 100°C (Bankova et al., 1995).

Figura. 2 Apis mellifera Linnaeus

Las propiedades antimicrobianas, antifungicas, antivirales y antiparasitarias que se le
atribuyen a este producto, también denominadas como actividad bioldgica (Choi et al.,
2006), varian en funcién de la fuente natural geografica de donde es extraido (Salatino
etal., 2011).




2.1.2 Aspectos historicos

Existe evidencia histérica del ano 300 a. C. sobre el uso de los propoleos con fines
medicinales (Kuropatnicki et al.,, 2013). Los antiguos egipcios lo utilizaban para
embalsamar a sus momias, los griegos para aliviar diferentes padecimientos.
Hipdcrates (460 - 377 a. C.) lo administré para el tratamiento de ulceras en piel. Los
pensadores como Aristételes, Galeno y Dioscérides, asi como médicos de culturas
griegas y romanas observaron que poseia propiedades antiinflamatorias, por lo cual fue
utilizado para el tratamiento de heridas, ulceras y abscesos (Castaldo and Capasso,
2002; Krol et al., 2013).

En la Edad Media el propdleo no era muy popular y su uso en la medicina convencional
desaparecié. El interés en el propdleo regres6 de Europa, junto con la teoria del
renacimiento. En el siglo pasado los cientificos fueron capaces de demostrar que el
propoleo posee importantes actividades bioldgicas. La investigacion sobre la
composicidon quimica del propdleo se inicid a principios del siglo XX y se continud
después de la Segunda Guerra Mundial. Los avances en los métodos analiticos
cromatograficos permitieron la separacion y la extraccion de varios componentes de

propoleos.

En la actualidad es utilizado por algunas culturas de los estados europeos (Balcanicos)
como tratamiento para heridas, quemaduras, faringitis y ulcera estomacal (Bankova et
al., 2007). La administracion de este producto se ha mantenido durante siglos hasta
llegar a nuestros tiempos, en los que se estan realizando investigaciones cientificas
sobre el empleo de preparados a base de propdleos en los campos de la biologia y la

medicina humana.

En México el cuidado y aprovechamiento de los productos de las abejas, se remonta a
épocas prehispanicas donde las diferentes culturas existentes tales como los Mayas,
Tarascos y Olmecas Populucas, cultivaban a las abejas sin aguijon (Meliponinos), con

fines alimenticios, medicinales y religiosos (Martinez, 2010).




Su capacidad antibacteriana, antiséptica, antiinflamatoria, antifungica, anestésica y
propiedades curativas han sido confirmadas. El propdéleo ha sido utilizado con eficacia
en tratamientos dermatolégicos, problemas  ginecoldgicos, enfermedades
neurodegenerativas, en la cicatrizacion de heridas, en el tratamiento de quemaduras y

ulceras (Salatino et al., 2011).

2.1.3 Origen botanico
La biodiversidad del propdleo a nivel mundial es inmensa, en cada region se pueden
encontrar diferentes compuestos. El propdéleo tiene mas de 300 componentes y se
atribuyen a la presencia de componentes quimicos identificados como familias de
polifenoles, flavonoides, acidos fendlicos, etcétera, que pueden llegar a superar los 150
compuestos en un propdleo (Palomino G et al., 2009). Entre las moléculas
farmacolégicamente activas destacan las de tipo flavonoides y acidos fendlicos con sus

ésteres.

Los propodleos originarios de zonas templadas (oeste de Asia, Europa y América del
Norte) poseen una composicion quimica parecida entre ellos en la que sobresalen los
fendlicos (flavonoides, acidos cinamicos y derivados). Lamentablemente, pocos
estudios han sido desarrollados con propoleos mexicanos (Lotti et al., 2010), pero es
evidente que todo lo anterior sugiere que su actividad biolégica se debe a la
combinacion y sinergias de los diferentes compuestos que contiene.

Una posible variacion en la composicion del propdoleo, es la reduccion en la
disponibilidad de las fuentes principales de resina, para que el material alternativo
provisto por las plantas comience a ser recolectado por las abejas (Bosio et al., 2000;
Salatino et al., 2011).



2.1.4 Composicion quimica

La composicion de los propoleos es bastante compleja y variada ya que depende de la
flora, de las condiciones geograficas y climaticas donde se elabora el producto (Salatino
et al., 2011). Las abejas recolectan las resinas en un perimetro de 1-2 Km alrededor de
la colmena y su composicion dependera de la vegetacion circundante y de la
preferencia de la abeja por un determinado tipo de flores, segun su color, aroma, forma

y floracion (Bankova et al., 2007; Salatino et al., 2011).

Por su consistencia y estructura, los propdleos pueden clasificarse en dos grupos: 1)
Los de naturaleza fluida y 2) Los balsamicos-oleo-resinosos. Los primeros presentan
una fraccion importante de agentes volatiles, mientras que en los balsamicos predomina
la consistencia densa, con bajo contenido de volatiles, susceptible de polimerizacién y
con frecuencia se percibe el aroma de las plantas en forma concentrada; en general
son sustancias viscosas, semisolidas y cauchosas. Dependiendo de su origen y
condiciones térmicas; se presentan como un material duro a los 15°C y se torna mas
maleable a medida que aumenta la temperatura. Su punto de fusion varia entre 60 a

70°C, llegando en algunos casos hasta 100°C (Toreti et al., 2013).

Se han identificado mas de 300 constituyentes de los propdleos, dentro de los cuales
una amplia variedad son compuestos fendlicos, principalmente de tipo flavonoide,
siendo estos, a los que se les ha atribuido parte de las propiedades biologicas de los
propéleos (Bankova et al., 1981; Bedascarrasbure et al., 2001). También se han
identificado otros constituyentes como acidos organicos, ésteres, alcoholes, aldehidos y
terpenos (Franchi et al., 2012; Salatino et al., 2011). De manera general, la composicion
de los propdleos se basa en resinas y aceites volatiles en un 50%, cera un 30%, aceites
aromaticos un 10%, polen 5% y el 5% restante esta constituido por otras sustancias y
detritos organicos. También se encuentran pequefas cantidades de vitamina B,

azucares, hierro, zinc, oro, plata y potasio.




Los compuestos aislados en forma recurrente de los EEP (extracto etandlico de
propdéleo) son polifenoles incluyendo flavonoides, que son la parte mas abundante y
efectiva. Estos compuestos son los principales responsables de las actividades

antibacterianas, antivirales y antioxidantes descrita para los EEP.

21.41 Flavonoides
Estos compuestos, miembros del grupo de polifenoles, ademas de su actividad
antioxidante, se les ha atribuido una gran diversidad de efectos terapéuticos, tales como
actividad cardiotonica, antiinflamatoria, hepatoprotectora, antineoplasica, antimicrobial,

entre otras (Prochazkova et al., 2011).

En la naturaleza, las plantas son la unica fuente natural de flavonoides, por ejemplo, se
encuentran en frutas, verduras, semillas, cereales y en algunos productos

manufacturados como la cerveza, el té y el vino (Iglesias-Neira, 2009).

Figura. 3 Estructura basica de los flavonoides

A partir de sus variaciones estructurales, los flavonoides se clasifican en 13 subgrupos.
Dentro del grupo de los flavonoides, se destacan las flavonas, isoflavonas, flavonoles,

flavanoles, flavanonas y antocianidinas (Pérez-Trueba, 2001).




2.2 Propiedades bioldgicas y farmacoloégicas
En los ultimos afos se ha publicado un gran numero de estudios en relacion a las
propiedades biologicas presentes en el propdleo, los cuales sefalan que la
combinacion de distintos componentes, es esencial para que se presente alguna

actividad biologica considerable (Bankova et al., 2007).

2.2.1 Actividad anticancerigena

Es la actividad biolégica mas estudiada en los productos naturales, principalmente en
los propdleos. Se han realizado investigaciones en diversas partes del mundo en las
que se concluye que efectivamente estos productos naturales poseen actividad
antiproliferativa contra varios tipos de células cancerigenas tanto de humano como de
ratbn e incluso se han logrado aislar e identificar algunos de los compuestos
responsables de dicha actividad (Banskota et al., 2002).

Existen diversas investigaciones que aprueban el efecto anticancerigeno mediante
ensayos con animales y cultivos celulares, donde se manifiesta que el consumo de

propdleo podria ser preventivo para el cancer (Ribeiro and Salvadori, 2003).

2.2.2 Actividad antiinflamatoria y cicatrizante

La capacidad de acelerar la epitelizacion y la divisidn celular en la curacion de las
heridas, asi como la prevencion y detencion del desarrollo de procesos inflamatorios,
son de las propiedades que contiene el propdleo, ya que se han probado, que la
aplicacion de soluciones alcohdlicas de propdéleo aceleran los procesos de regeneracion
tisular. Por otro lado, algunos de los componentes fendlicos del propéleo como el acido
caféico y el CAPE (feniletil éster del acido caféico), asi como la quercetina y la
naringenina, ejercen un efecto antiinflamatorio a través de diversos mecanismos, en el
que concluyen que este proceso se basa en la accion inhibitoria hacia la enzima COX,
precursora del proceso inflamatorio (Araujo et al., 2001).




2.2.3 Actividad antifungica
El propdleo es el producto apicola que presentd la mayor actividad antifungica, segun
un estudio donde se examinaron diferentes productos apicolas frente a 40 cepas de
levaduras, de Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei y Trichosporon spp.
El aumento en la prevalencia de las micosis, la aparicion de cepas fungicas resistentes
a los agentes antimicoticos empleados en la actualidad y los efectos secundarios que
estos ultimos provocan en los pacientes son, sin duda, algunos indicadores de la
necesidad de encontrar o desarrollar nuevos compuestos que cumplan con los

requerimientos de un antifungico (Koc et al., 2011).

2.2.4 Actividad antimicrobiana

Las propiedades antimicrobianas del propoleo han sido estudiadas, en ensayos in vitro
y se ha demostrado que los extractos de propoleos son activos frente a numerosos
microorganismos, siendo mas eficaces en un gran numero de bacterias Gram positivas
(Choi et al., 2006; Marcucci et al., 2001). En otros estudios se describe que los
extractos de propoleo de Corea, se encontraron que estos tenian actividad sobre
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y Candida albicans,
atribuyendo esta actividad al contenido de compuestos fendlicos como los flavonoides
(Velazquez et al., 2007).

2.2.5 Actividad antioxidante
Como antioxidante, el propdleo presenta compuestos que poseen la capacidad de
retrasar o prevenir la oxidaciéon de otras moléculas, este efecto es atribuido a la
presencia de compuestos fendlicos que varia de acuerdo al origen geografico y
botanico del propéleo. CAPE es el tipico constituyente de propéleo derivado del alamo y
al parecer es el agente antioxidante mas poderoso de las sustancias reportadas en
estas resinas (Farooqui, 2010). Se han investigado las propiedades antioxidantes del
propoéleo y han informado que son capaces de no solo disminuir la peroxidacién lipidica
y dafos en el ADN, sino también actuar como un neutralizador de radicales libres y

reducir la produccion de interferon gamma (INF-y) (S&-Nunes et al., 2003).




2.2.6 Actividad antitumoral

Hay investigaciones que han reportado la propiedad antitumoral del propéleo in vivo e in
vitro, ya que se ha demostrado que presenta actividad antiproliferativa en tumores
celulares (Banskota et al., 2001; Orsolic et al., 2010). La propiedad quimiopreventiva del
propéleo se ha analizado en modelos con animales y cultivos celulares, observando su
amplia capacidad para inhibir la sintesis de ADN en células tumorales. Se ha aislado
una sustancia activa de un propdleo brasilefio que ha sido caracterizada y se observa
que inhibe el crecimiento de células hepaticas y detiene las células tumorales. Los
extractos de propoleo se han examinado en varios estudios para evaluar su actividad
citotoxica, comprobando que el CAPE tiene una accion antitumoral (Orsolic et al.,
2010).

2.2.7 Actividad antiviral

En estudios sobre la infeccion por Virus de Herpes Simple de tipo 1 (VHS-1) in vitro: el
0,5% del extracto de propdleo provocdo una inhibicion del 50% de la infeccién por VHS-
1, mientras que in vivo el 5% el propdleo ayudd a prevenir la aparicion y el desarrollo de
los sintomas de la infeccién de VHS-1 en los animales.

Algunos estudios se han realizado en la aplicacion del propdleo en la infeccion genital
por el Virus de Herpes Simple de tipo 2 (VHS-2), el cual ha demostrado su efectividad.
Estos efectos pueden ser beneficiosos en el tratamiento de sobreinfecciones como
ulceras cervicales, que son comunes en la infeccion por VHS en mujeres (Krol et al.,
2013; Kuropatnicki et al., 2013).

2.2.8 Actividad inmunologica
Los estudios realizados por Orsatti en el ano 2010 permitieron demostrar que el
extracto etandlico de propdleo a una dosis de 200 mg/Kg durante tres dias, activd en
ratones los pasos iniciales de la respuesta inmune mediante la sobreexpresion de los
receptores TLR-2, TLR-4 y la produccion de citosinas proinflamatorias (IL-1 e IL-6) por
los macrofagos y las células del bazo. Esta respuesta contribuye al reconocimiento de

los microorganismos y a la activacion de los linfocitos por las CPA (Reyna, 2013).
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En los modelos de inmunosupresion, la administracion de extractos acuosos de

propéleo en ratones previenen los efectos de la ciclofosfamida y mejora la tasa de

supervivencia de los animales (Dimov et al., 1991).

2.3 Fuentes naturales y actividad farmacolégica de la 4°,7-dimetilapigenina

Es un compuesto con estructura de tipo flavona, teniendo un interés bioldgico, ya que

posee multiples actividades, tal como se describe en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Fuentes naturales de 4°,7-dimetilapigenina

Fuente

Actividad biolégica y farmacolégica

Referencia

Aloysia gratissima

Antimicrobiana

Bailac et al., 1999
Soler et al., 1986

Alpinia oxyphyllae

Antidiarreica

Zhang et al., 2013

Aquilaria sinensis

Inhibidor de la produccion de éxido nitrico
(NO)

Kuo, 1995
Pacher et al., 2007
Wang et al., 2008

Artemisia campestris

Antioxidante y
Antibacteriana

Akrout et al., 2011
Ghorab et al., 2013

Baccharis conferta

Antiespasmadica

Tortoriello, 1995

Baccharis illinita

Efecto anticoagulante

Colman et al.,1998
Harborne, 2000

Ballota inaequidens

Antibacteriana y
antifungica

National Committee of
Clinical Laboratory
Standards, 1993
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Cuadro 1. Fuentes naturales de 4°,7-dimetilapigenina

Fuente

Actividad biolégica y farmacolégica

Referencia

Calea tenuifolia

Antiplasmaddica

Diaz et al., 1976
Martinez, 1959

Combretum erythrophyllum

Antibacteriana

Martini, 2002

Conocliniopsis prasiifolia

Antiinflamatoria, analgésica
y antipirética

Al-Ghamdi MS, 2001
Pio-Correia, 1984

Croton betulaster

Antidiabético, antidiarreico
antiinflamatorio, anticancerigeno
antihelmintico, cicatrizante.
Inhibidor del crecimiento de células de
glioblastoma humano e
induce apoptosis.

Barbosa et al., 2003
Bruneton, 1991

Eremosparton songoricum

Proteccion contra el dafio del ADN
y la inhibicion de la
peroxidacion de lipidos.

L. Le Marchand, 2002
McKelvey-Martin et al.,
1993

Frullania muscicola

Efectos inhibidores contra algunos hongos.

Efectos citotoxicos a algunas células
tumorales humanas.
Antifingica

Asakawa, Y. 1995
Wang and Lou 2000

Kaempferia parviflora

Antiinflamatoria, antialérgica,
antibacteriana,
antiplasmédica

Cucuzza et al., 2008
Tewtrakul and
Subhadhirasakul, 2007
Yenjai et al., 2004
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Cuadro 1. Fuentes naturales de 4°,7-dimetilapigenina

Fuente

Actividad biolégica y farmacolégica

Referencia

Lampaya hieronymi

Antiinflamatoria

A. lalenti et al., 1995
M. Di Rosa, 1971

Lavandula gibsoni

Insecticida

Sharma et al., 1981

Leucas cephalotes

Antiinflamatorio

Department of Medicinal
Plants, Ministry of Forests
and Soil Conservation,
1993

Manekia obtusa

Antiparasitaria

Cunico, 2005
Guimaraes, 2009

Marrubium thessalum

Antinociceptiva y
antioxidante

Skaltsa, 2009
Meyre-Silva et al., 2010

Mussaenda erythrophylla

Antioxidante, antifertilidad
antiflogistica y
antipirética

Dictionary of Chinese
Traditional Medicine, 1986
Gupta M. et al., 2004

Piper capense

Antiparasitaria

Azas N et al., 2002

Piper fimbriulatum

Antiplasmaddica y
antitripanosdémica

Corbett et al., 2004

Piper longum L.

Antioxidante

Djeridane et al., 2006

Rhus undulata

Antiinflamatoria

Kokwaro, 1976
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Cuadro 1. Fuentes naturales de 4°,7-dimetilapigenina

Fuente

Actividad biologica y farmacoldgica

Referencia

Salvia macrosiphon

Agente diurético,
antireumatoide

Javidnia, 2005
Matloubi et al., 2000

Salvia moorcraftiana

Antifungica, antibacteriana,
fitotoxica, actividad leishmanicida,

insecticida,

actividad de inhibicion de la enzima

Atta-ur-Rahman, 1991
Brass et al., 1979
Marsui et al., 1996
Niwa et al., 1986

Salvia poculata

Antioxidante y anticolinesterasico

Fraga et al., 2005
Ulubelen, 1998

Satureja macrostema Antioxidante, Dorkina, 2004
hepatoprotector Pérez, 2010
Shahidi, 1997
Teucrium polium L. Antioxidante Silva et al., 2007

Teucrium ramosissimum

Promueve antiproliferacion de las
células cancerosas humanas.

Antioxidante y
antimicrobiana

Ben Sghaier et al., 2007

Galati and O’Brien, 2004
Hachicha et al., 2007
Ye et al., 2005
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3. JUSTIFICACION

La medicina tradicional abarca una amplia variedad de terapias y practicas que varian
entre paises y entre regiones. En algunos paises se denomina medicina alternativa o
complementaria. Se viene utilizando desde hace miles de afios, sus practicantes han
contribuido a la salud humana. La medicina tradicional ha mantenido su popularidad en
todo el mundo, teniendo un conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basadas

en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes culturas (OMS, 2015).

En la actualidad los productos naturales representan una excelente alternativa para el
tratamiento y la prevencion de las enfermedades en los paises en desarrollo (Castaldo
y Capasso, 2002). Al igual que la miel, el propdleo se conoce desde la antigiedad y ha
sido utilizado por diferentes culturas con diversas finalidades, entre ellas en medicina.
Recientemente resurge el uso del propdleo, debido a su alta gama de propiedades
biolégicas y farmacolégicas (actividad antiinflamatoria, antifungica, cicatrizante,
anestésica, antiviral, anticancerigena, antioxidante y antibacteriana), se ha constituido
como uno de los materiales vegetales mas estudiados en el mundo (Farré et al., 2004;
Bogdanov 2014).

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

El interés de estudiar el propdleo, no solo es para conocer su composicion quimica,
sino ayudar a las necesidades de los productores, indicando cuales son los beneficios
que otorga, lo cual les brinde confiabilidad, ventaja y permita mejorar su

comercializacién frente a apicultores.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Realizar el estudio quimico del extracto etandlico de una muestra de propdleo

recolectada en Tres Marias, Estado de Morelos.

4.2 Objetivos particulares

» Realizar la revisién bibliografica de documentos cientificos y paginas
relacionadas con los estudios quimicos de propoleos.

» Preparar el extracto etandlico del propoleo recolectado en Tres Marias, Estado
de Morelos.

» Fraccionar el extracto etandlico de propéleo mediante métodos cromatograficos.

= Aislar y purificar los compuestos presentes en las fracciones derivadas del
extracto etandlico del propéleo.

» Establecer la estructura molecular de los compuestos aislados mediante técnicas
espectroscopicas y espectrométricas.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Recoleccién del propdleo
La muestra de propdleo utilizada en este estudio fue recolectada por el MVZ Angel

Lopez Ramirez de la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNAM en noviembre del

2015 en Tres Marias, Estado de Morelos. En la Figura 4 se muestra el sitio de
recoleccion.

Morelos [\ :
4] 10 mi ‘—\
—_—
0 10km )
.2~ Tepoztian
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Daxtevec Tetel
Jiotopecs YoUlenec " Yecapidtia Voic
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Rn R aTehaixtio «San José de Palma
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-
Chimaiacatian
MEXIico

Figura 4. Ubicacién del apiario de Tres Marias, Estado de Morelos

5.2 Procedimientos generales de analisis

5.2.1 Analisis cromatograficos
La cromatografia en columna abierta se realizé sobre gel de silice 60 (Merck).

Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron sobre placas de aluminio
cubiertas con gel de silice (60 Fas4 Merck, tamano de particula 0.063 - 0.200 mm) y
empleando diversos sistemas de elucion. Se observaron bajo luz UV a A= 254nm y

302nm, posteriormente se revelaron con vainillina sulfurica (a 100 °C).

Las separaciones cromatograficas en placa preparativa se realizaron sobre gel de silice
60 F254 Merck de 20 x 20 cm y 2 mm de espesor.
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5.2.2 Determinacion de las constantes espectrométricas vy

espectroscopicas

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

El espectro de resonancia magnética nuclear para protén (RMN-'H) y Carbono 13
(RMN-"3C) se registraron en un equipo Varian, a una radiofrecuencia de 400 MHz y 100

MHz. El disolvente usado para la disolucién de la muestra fue CDCls.

5.3. Estudio quimico

5.3.1 Preparacion del extracto etandlico del propoéleo

Se pes6 una muestra de propoleo recolectado en Tres Marias, Edo. de Morelos
41.7822 g que se extrajo por maceracion utilizando como disolvente etanol (1000 mL) y

se llevd a sonicar por un periodo de 4 horas.

5.3.2 Fraccionamiento primario del EEP de Tres Marias

El extracto (17.2 g) se disolvié con una mezcla de CH,Cl, / MeOH, se adsorbié en silica
gel y se cromatografié en una columna al vacio (VLC, 10 x 30 cm). La elucion se realizé
utilizando un gradiente de polaridad creciente con mezclas de hexano, CHxCl, y
CH.Cl,/acetona. Se recolectaron treinta fracciones que se reunieron por similitud
cromatografica para dar un total de nueve fracciones primarias. En el Cuadro 2 se

describe el fraccionamiento primario y las fracciones obtenidas.
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Cuadro 2. Fraccionamiento primario del EEP de Tres Marias.

Fracciones Disolvente Proporcion (%) Clave

1-3 Hexano 100 Fx1

4-6 CH,CI, 100 Fx2
7-15 CHxCl,/acetona 98:2 Fx3
16-19 CHCly/acetona 95:5 Fxa
20-22 CHxCl,/acetona 90:10 Fx5
23-24 CHxCl,/acetona 80:20 Fxe
25-26 CHyCly/acetona 70:30 Fx7
27-28 CHxCl,/acetona 50:50 Fxs
29-30 Acetona 100 Fx9

5.3.3 Fraccionamiento secundario del EEP de Tres Marias y purificacion del

compuesto.

De las 9 fracciones que se obtuvieron en el fraccionamiento primario se tomé la Fxs
(0.5175 @), se adsorbio en silica gel y se cromatografié en una columna al vacio (VLC,
10 x 30 cm). La elucion se realizé utilizando un gradiente de polaridad creciente con
mezclas de CH,Cl, / acetona. Se recolectaron ciento dieciocho fracciones que fueron
reunidas por similitud cromatografica en dieciséis fracciones. En el Cuadro 3 se

describe el fraccionamiento secundario y fracciones obtenidas.

De la fraccion secundaria Fx vii precipité un solido amarillo, este solido se recristalizd
con acetona y se denominé compuesto P3MCO01. Para la caracterizacion de la
estructura quimica del compuesto aislado, se usaron métodos espectrométricos y

espectroscopicos (RMN-'H).
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Cuadro 3. Fraccionamiento secundario del EEP

Fracciones Disolvente Proporcion (%) Clave
1-15 CHCl; 100 Fx1
16-20 CH,Cly/acetona 98:2 Fxu
21-24 CH2Cly/acetona 98:2 Fx
25-28 CH,Cly/acetona 95:5 Fx v
29-37 CHzCly/acetona 95:5 Fx v
38-42 CHxCl,/acetona 95:5 Fxwvi
43-47 CHCly/acetona 90:10 Fxvn
48-59 CHxCl,/acetona 90:10 Fx v
60-63 CH2Cly/acetona 85:15 Fxix
64-68 CHxCl,/acetona 85:15 Fx x
69 CH2Cly/acetona 85:15 Fxxi
70-72 CHyCly/acetona 70:30 Fxxi
73-84 CHCl,/acetona 70:30 Fx xin
85-103 CHyCly/acetona 50:50 Fx xiv
104-113 CHCl,/acetona 50:50 Fx xv
114-118 Acetona 100 Fx xvi
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Fx

Propodleo
(41.7822q)

Maceracion EOH

Residuo vegetal Extracto etandlico
(17.2g)

VLC silica gel
Particion Hexano, CH2CI2, CH2CI2/acetona, Acetona

Fxs Fxz Fxs Fxa Fxs Fxs Fur Fxs Fxs

VLC silica gel
Particion CHzCI2, CH2Cl|2/acetona, Acetona

Fx Fxuw Fxwn Fxwv Fxwvi Fxvn Fxwn Fxwe Fxx Fxx P Fowm Fxxv Fxxe Fxoon

4°7-dimetilapigenina

Diagrama 1. Resumen del procedimiento experimental del estudio quimico del EEP de
Tres Marias, Edo. de Morelos
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
En Meéxico existe una diversidad vegetal, la cual da origen a una gran variedad de
propéleos que no han sido estudiados desde el punto de vista quimico y farmacolégico.
Por esta razén, se seleccion6 el propdleo recoletado en el apiario de Tres Marias,

Estado de Morelos.

A la fecha se han estudiado numerosas muestras de propdleo recolectadas alrededor
del mundo (Bankova et al., 2000; Salatino et al., 2011), sin embargo, hay pocos
estudios conducentes a determinar la composicion quimica y las propiedades
farmacoldgicas de propoleos mexicanos (Velazquez, 2012). En nuestro laboratorio, el
propdéleo es objeto de un estudio sistematico, debido a su uso en la medicina tradicional
y complementaria y a la falta de informacion cientifica que se encuentra en la literatura
para los propoleos producidos en México. El conocimiento de la composicidn quimica
de los propoleos es de vital importancia para correlacionarla con las actividades

bioldgicas que aportan los mismos.

Para la realizacion del estudio fitoquimico, la muestra de propdleo se sometié a un
proceso de extraccion por maceracion utilizando como disolvente etanol (1000 mL) y se
utilizé un bafio ultrasénico. EI extracto etandlico se someti6 a sucesivos
fraccionamientos por cromatografia, que permitieron el aislamiento de un compuesto de
tipo flavonoide. Este compuesto se caracterizd por técnicas espectroscopicas como la

4’ 7-dimetilapigenina.

6.1 Identificacion de la 4°,7-dimetilapigenina.
A partir de la fraccién secundaria Fx vii, el compuesto P3MCO01 se aislé como un sélido
amarillo que se recristalizé de acetona. En las Figuras 6 y 7 se muestran los espectros
de RMN-'"H y RMN-"*C registrados para la 4°,7-dimetilapigenina. En el Cuadro 4 se

resumen los datos espectroscépicos obtenidos para el compuesto P3MCO1.
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Figura 5. Estructura quimica de la 4°,7-dimetilapigenina

Cuadro 4. Datos espectroscépicos de RMN de *C y 'H, para 4°,7-dimetilapigenina

c H (5)° 5C (5)
2 - 161.56
3 6.57 (s) 104.33
4 - 182.40
5 - 157.67
6 6.36 (d J=2.0 Hz) 98.01
7 - 165.40
8 6.48 (d J=2.0 Hz) 92.60
9 - 162.20
10 - 105.54
1 - 123.56
2y 6 7.84 (d J=8.0 Hz) 128.01
3y5 7.04 (d J=8.0 Hz) 114.48
4 - 163.99
7-OCH; 3.88 55.7
4°-OCH, 3.88 55.5
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Figura 6. Espectro de RMN-'H de la 4°,7-dimetilapigenina (CDCI3, 400 MHz)
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7. CONCLUSIONES

A partir del extracto etandlico de propdleo recolectado en Tres Marias, Edo. de Morelos,

se aislo y caracterizo el flavonoide 4°,7-dimetilapigenina.

La presencia de la 4',7-dimetilapigenina explica de forma parcial las actividades
bioldgicas, entre las que destacan: antiinflamatoria, antibacteriana, antioxidante,

antifungica, entre otras (Salatino et al., 2011).

Con base en los resultados obtenidos se pudo corroborar que la zona geografica de
recoleccion de la muestra, influye directamente en la composicion de los propodleos, ya
que esto depende del origen y las condiciones térmicas (Toreti et al., 2013), siendo de
interés conocer las necesidades de los productores, indicando cuales son los beneficios

que otorga y permita su comercializacion frente a apicultores.

8. PERSPECTIVAS

Continuar el estudio quimico del EEP de propéleo de Tres Marias, Edo. de Morelos e

identificar los compuestos minoritarios.

Determinar la capacidad antioxidante y antibacteriana del EEP de propdleo de Tres

Marias, Edo. de Morelos y los compuestos aislados
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