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Resumen

La colitis ulcerosa es una enfermedad inflamatoria intestinal cuya etiologia es desconocida, se
caracteriza por la inflamacidn y ulceracion difusa de la mucosa del colon, esta enfermedad afecta a
la poblacion en general misma que padece el riesgo de desarrollar cancer colorrectal. Los
principales sintomas son diarrea, dolor abdominal, pérdida de peso y evacuaciones con moco y
sangre. El tratamiento convencional se basa en la supresion del proceso inflamatorio, sin embargo
éste es inespecifico con eficacia limitada y suele presentar multiples efectos secundarios. Una
alternativa para tratar o controlar esta enfermedad es el uso de productos naturales derivados de

plantas medicinales, tal es el caso del propdleo.

El propdleo es un producto elaborado por las abejas a partir de sustancias resinosas recolectadas
de cortezas y brotes de varias plantas, éste varia en su composicién, color y aroma dependiendo
de la época, zona de recoleccién y el tipo de vegetacidn que circunda a la colmena. En el interior
de la colmena las abejas lo utilizan para cerrar rendijas, recubrir el cuerpo de animales muertos y
en la proteccién contra la proliferacion de microorganismos. Para la composicion quimica del
propodleo se han descrito mas de 300 sustancias, las cuales estan relacionadas con las actividades
bioldgicas que presenta, tales como antiinflamatoria, antioxidante, inmunomoduladora,

antimicrobiana, antiulcerosa, anticancerigena, antiséptica, entre otras.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto del propdleo sobre un modelo de colitis
experimental inducido por DSS en ratones BALB/c a los cuales se les administrd el DSS al 4% en el
bebedero, estableciéndose tres grupos: Control, DSS y DSS+PROPOLEO en una concentracién de
150 mg/kg. Se observo que el extracto etandlico del propéleo de Chihuahua prolonga la sobrevida,
retarda el indice de actividad de la enfermedad, disminuye el dafio macroscdpicamente sobre la
longitud de los intestinos y microscdpicamente en la histologia al mantener la integridad de las
crestas, criptas y células caliciformes, asi como en la disminucién del infiltrado inflamatorio
relacionado con la disminucién de la actividad de la MPO. Se determiné una buena capacidad
antioxidante del propdleo de 15.75pg/mL por el método de reduccion del radical DPPH, misma
capacidad que esta relacionada por la presencia de fenoles determinados por el reactivo Folin-
Ciocalteu (314 mg eqAG/g) y Flavonoides totales determinado por el método de Dowd (62.58 mg
eqQ/g). La composicién quimica se determind mediante HPLC y GC-MS, obteniendo que el
propdleo presenta compuestos como: pinocembrina, acacetina, crisina, catequina, quercetina,

Pagina 1
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kaempferol ,naringina, naringenina, luteolina, tectocrisina, fenilacetona,a-bisabolol, chalcona-
pinostrobina, ester metilico del acido oleico y éster metilico del acido 9 octadecenoico,
compuestos reportados con actividades biolégicas como antiinflamatorio, antioxidante,
inmunomodulador y antimicrobiano, a los cuales se le puede atribuir los efectos observados en el

modelo de colitis experimental.

Palabras clave: colitis ulcerosa, dextran sulfato de sodio, productos naturales, propdleo, anti
inflamatorio, antioxidante.
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Introduccion

Enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) comprende un grupo de desérdenes y recaidas crénicas
caracterizadas por la inflamacién del tracto gastrointestinal, que incluye la enfermedad de Crohn
(EC) y la colitis ulcerosa (CU). Se desconoce su etiologia, sin embargo se ha sugerido que su
desarrollo es el resultado de la interacciéon de factores genéticos con factores ambientales, los
cuales actian sobre el sistema inmunomodulador presente en la mucosa gastrointestinal
provocando un ciclo continuo de inflamacién(l'3), tal es el caso de la microbiota intestinal en donde
la desregulacion de la respuesta inmunologica se caracteriza por la activacién de linfocitos,
macrofagos, enterocitos y células endoteliales, que causan la produccién de mediadores
inflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e IL-1p (citocinas proinflamatorias),

mieloperoxidasa y especies reactivas de oxigeno (EROS)*?.

La Ell se ha convertido casi en una enfermedad global que afecta a personas practicamente de
todas las edades, incluyendo a la poblacién pediatrica®, es de gran importancia dentro de la
practica clinica debido al deterioro severo de la calidad de vida de quienes la padecen y al riesgo

de desarrollar cancer colorrectal (CCR)®.

Colitis ulcerosa

La CU es un tipo de Ell créonica que afecta de forma difusa a la mucosa del colon. La inflamacién
habitualmente comienza en el recto y se extiende de forma proximal en continuidad hacia el ciego

deteniéndose en la vélvula ileocecal.

Histoldégicamente existe un importante infiltrado
inflamatorio compuesto por linfocitos, células plasmaticas y neutréfilos que se disponen en torno
a las criptas formando microabscesos, causando distorsidn y disminuyendo sus ramificaciones y el

nimero de células caliciformes!”

. Una vez activadas estas células, liberan citocinas que llevan a
resistir la regulacion correctora normal de la mucosa, esta resistencia provoca la ampliacion de la
cascada inflamatoria y de lesidon tisular por varios mediadores inflamatorios localmente

inducidos®®"
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La clasificacién de Montreal define la CU por su severidad en: proctitis ulcerosa (5-10% de los
casos) que afecta exclusivamente el recto; proctosigmoiditis o colitis distal (10-20% de los casos),
comprometiendo entre 25 y 35 cm desde el margen anal; colitis izquierda, que afecta hasta el
angulo esplénico (50% de los casos); colitis extensa, cuando sobrepasa el angulo esplénico hasta el
angulo hepético, denominandose también como pancolitis, comprometiendo todo el colon'

(Figura 1).

7 Principales sintomas

Esofago

COLITIS
ULCEROSA

Solo afecta al colon
Estomago

74 pérdida de
peso moderada

abdominal
difuso

Apéndice

M Afectacion
continua

7 sangrado y aumento
de las deposiciones

Tipos segtn su distribucion
(% sobre el total de casos)

35% 20%

45%
‘ o |
Proctitis Protocsig- Colitis Colitis Pancolitis
moiditis izauierda extensa

Figura 1. Clasificacion de la colitis por la extension en el colon (modifico de CUN)(H).
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Por la extension de los brotes se clasifican en: Colitis en remision (colitis silente), no hay sintomas
de la enfermedad; colitis leve, 4 o0 menos deposiciones al dia con sangre, sin fiebre, leucocitosis y
taquicardia; colitis moderada, criterios intermedios entre leve y grave, siempre con signos de
afeccion sistémica leves; colitis grave, 6 o mas deposiciones diarias con sangre, fiebre (mayor a

37.5 °C), taquicardia (mayor a 90 latidos/min) y/o anemia® 13,

Segun el curso clinico, pueden distinguirse tres subtipos: Aguda o fulminante, que aparece en el
primer brote de colitis ulcerosa, representa entre el 5% y el 15% del total de casos y ocurre
habitualmente en las pancolitis o colitis extensa. Es la mas grave requiriendo internacion y con
frecuencia tratamiento quirdrgico de urgencia por falta de respuesta o por complicaciones como el
megacolon toéxico. Crdnica intermitente, es la mas frecuente de todas las formas, afecta
aproximadamente el 65% a 75% de los casos, y se caracteriza por presentar periodos de actividad
con otros de remisién. Crdnica continua, en este tipo no se logra la remisién clinica completa, dura

después de 6 meses de tratamiento y se presenta en el 20% de los casos'*.

Epidemiologia
A nivel mundial, la incidencia de la CU varia desde 1.5 hasta 24.5 individuos por cada 100,000

(13),

habitantes, dependiendo de la regidn ésta se modifica en forma importante segin la

4 in embargo diferencias en el

distribucion geografica y las variaciones étnicas y raciales
desarrollo socioecondmico de areas urbano-rurales parecen ser factores mds importantes,
disminuyendo el impacto del origen étnico de los pacientes™®. En general, las mayores tasas de
incidencia y prevalencia, se han registrado en el norte de Europa, el Reino Unido y América del
Norte, que son las regiones geograficas que han sido histéricamente asociados con Ell. Sin
embargo, se ha informado sobre el aumento de la incidencia y la prevalencia en otras zonas del
mundo como el sur o el centro de Europa, Asia, Africa y América Latina, destacando que la

aparicién de la Ell es un proceso dinamico™.

Se estima que de uno a dos millones de
estadounidenses padecen Ell; aproximadamente la mitad de ellos presentan CU la cual puede
ocurrir en cualquier momento de la vida, pero por lo general se diagnostica antes de los 30 afios.
La enfermedad parece afectar a hombres y mujeres por igual. Aproximadamente el 20% de las
personas con CU tienen un pariente cercano con ENI"®. Se ha observado qgue con el desarrollo y la

modernizacion de una poblacién especifica, la Ell emerge principalmente como CU y después de

un periodo de tiempo variable se da el incremento de la EC'*".
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En América Latina existen pocos informes sobre la epidemiologia de la Ell, para el caso de México
se ha reportado por parte del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran
un aumento en la incidencia de la CU, comparada con la década anterior'””). Actualmente se
estima que entre el 16 y 30 % de la poblacion padecen esta enfermedad, afectando

principalmente a mujeres menores de 45 afios de edad™®.

Manifestaciones clinicas

El cuadro clinico de CU generalmente depende del segmento afectado y de la severidad del
mismo. Los principales signos y sintomas son: evacuaciones con moco y sangre (disenteria),
diarrea con sangre, dolor abdominal, tenesmo rectal, aunque un pequeiio porcentaje puede

(19)

presentar solo evacuaciones con diarrea’™”". El dolor surge habitualmente antes de realizar la

deposicién y puede ceder tras la deposicidn. Otros sintomas asociados son la fiebre, el malestar

general y la pérdida de peso'?.

La hemorragia masiva se presenta hasta en 3.5% de los pacientes y puede ser una indicacién de
colectomia de urgencia. El megacolon agudo puede presentarse hasta en 5% de los pacientes con
ataques graves de CU. La perforacidn del colon es la complicacion local mas peligrosa y el indice de

mortalidad alcanza el 16%.

Relacion Colitis ulcerosa — cancer de colon
Los pacientes con CU presentan un riesgo significativamente mayor para el desarrollo del cancer
colorrectal. Los factores de riesgo incluyen la duracién de la enfermedad, el grado y la extension

20 E| riesgo llega a ser

de la inflamacion, y la presencia de colangitis esclerética primaria
significativo después de 8 a 10 afios de presentar la enfermedad e incrementa en un 0.5 a 1%
entre la segunda y cuarta década de la enfermedad. Después de 40 afios de pancolitis

aproximadamente el 25 a 30% de los pacientes desarrollaran cancer colorrectal®.

Respuesta inmunoldgica
La mucosa intestinal es una barrera funcional entre el medio interno y las bacterias localizadas en
el lumen intestinal. La presencia constante de antigenos bacterianos mantiene al sistema
inmunolégico de la mucosa en un estado de inflamacidn controlada. El dafio en la mucosa se debe
al desequilibrio de la regulacién inmunoldgica a este nivel por una respuesta inmune excesiva a los
, . PP , . ., , (3,4)
antigenos bacterianos o un déficit de esta respuesta después de una infeccién por un patégeno
(Figura 2). La mucosa coldnica inflamada se caracteriza por la activacién de linfocitos, macrdfagos
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y células endoteliales que causan la produccién de mediadores inflamatorios tales como IL-1B,

IFN-y , IL-6 y TNF-a, ademads de mieloperoxidasa (MPO), (EROS) y mediadores antioxidantes'”

Intestino i
- Colitis ulcerosa Enfermedad de Crohn
L ) Daiio superficial Daiio mas profundo
= (solo en la mucosa)
% Detalle de la
Bacterias (algunas son . pared intestinal
mas daﬁinas que otras) Vellosidades
- J PR RN
s/
I! e ” o =
" o = i, » e RN
- 6 1“,:’ "\«"\;‘":a?{'\‘: N
Mucosa
Atraviesan la
pared intestinal y ¥
— - k] ¢ P
= ’
Submucosa oTe L' La inflamacion
bl ‘L s O provoca lesiones
L ‘ en el tejido 7
Calpa Las células de} Generan una respuesta \
muscar sistema inmune inflamatoria excesiva ‘
identifican la infeccion ~ ~PARED.. .- Z
Serosa — z INTESTINAL ;

Factores que influyen:
- Ambientales -Genética - Dieta

A veces se producen fistulas que conectan
con el exterior o con otros 6rganos

11).
)( )

Figura 2. Respuesta exacerbada de la mucosa ante agentes microbianos (modificado de CUN

Citocinas

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular secretadas por macréfagos, linfocitos y
neutrdéfilos polimorfonucleares, facilitan la comunicacion celular, estimulan la proliferacion y
actuan como mediadores locales y sistémicos de la inflamacidon. De acuerdo a la funcién que
realizan durante el proceso inflamatorio han sido divididas en dos grupos, como antiinflamatorias
y proinflamatorias, estas desarrollan su actividad a partir de uniones a receptores especificos en la

superficie celular®

El TNF-a es una de las mas importantes citocinas proinflamatorias y puede influenciar
directamente sobre el epitelio intestinal. La secrecién del TNF-a resulta en la disrupcion de la
barrera epitelial y la induccidon de apoptosis en las células epiteliales. IL-1B es un mediador clave
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en el progreso de la Ell. Las acciones bioldgicas de la IL-13 se basan en la induccidn de genes que
codifican para la ciclooxigenasa tipo 2 (COX2), la fosfolipasa A tipo 2 (PLAT2) y la dxido nitrico
sintetasa inducible (iNOS). Las consecuencias bioldgicas de esta induccidn se traducen en una clara
respuesta inflamatoria, ya que estas sustancias aumentan la expresién de moléculas de adhesién

celular en los sitios de inflamacion® 2%,

Interferén gama (IFN-y) es producido por los linfocitos Thl y células natural killer (NK), activan a
los fagocitos mononucleares, incrementa la expresion de MHC clase | y Il, promueve la

diferenciacién de células Ty B%,

Mieloperoxidasa

La MPO (peroxido de hidrégeno oxidorreductasa) es una enzima distribuida ampliamente en el
organismo, es generada en los leucocitos (neutréfilos y monocitos), aunque el origen mas comun
es en los granulos azurdfilos de los neutrdfilos, constituyendo del 2-5 % de las proteinas de esta
célula. Existen 4 formas de MPO, las cuales son denominadas, compuesto |, compuesto Il,
compuesto lll y MPO nativa o férrica. Funge como oxidasa, catalizando la conversién del perdxido
de hidrégeno y el ion cloro (CI") a acido hipocloroso (HOCI). Es un potente agente oxidante que
contribuye al mecanismo de defensa contra los agentes infecciosos, como bacterias y virus, sin
embargo puede ser capaz de actuar sobre las células del hospedero durante una activacién

incontrolable o excesiva®* 2% %),

El incremento de la actividad de la MPO esta directamente relacionado con el nimero de
neutrdfilos infiltrados en el tejido, por lo que su actividad puede ser utilizada como indice de
migracion leucocitaria y por lo tanto de inflamacién y estrés oxidativo, como en el caso de las

enfermedades infecciosas y las enfermedades inflamatorias®®.

Enzimas antioxidantes

El organismo posee mecanismos a través de los cuales produce y a la vez limita las especies
reactivas de oxigeno que pueden generarse a partir de un proceso inflamatorio como es el caso de
la Ell antes ya mencionado. La defensa antioxidante protege a los tejidos del dafio oxidativo a
través de enzimas como la superéxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa (GPX) y la catalasa
(CAT). Este mecanismo de proteccion comienza con la SOD, la cual transforma el oxigeno en
perdxido de hidrogeno (H,0,) y después la GPX y la CAT actuan convirtiendo el H,0, en agua
(H,0)**
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Tratamiento

El estandar actual de la terapia para la Ell incluye aminosalicilatos (sulfasalazina y mesalamina),
glucocorticosteroides (prednisolona y budesonida), inmunosupresores (azatioprina, 6-
mercaptopurina y metotrexato) y agentes bioldgicos (infliximab)“). Todos estos farmacos
producen una supresion inespecifica de los procesos inflamatorios, eficacia limitada y no se

encuentran exentos de efectos secundarios®® (Tabla 1).

Tabla 1. Efectos adversos de los tratamientos de Ell

Aminosalicilatos Sintomas generales como dolor de cabeza, nduseas, dolor abdominal,
fatiga, fiebre. Neuropatias. Raros casos de exacerbacidon de la
enfermedad, pancreatitis, pericarditis, neumonitis, enfermedad
hepatica, nefritis, depresion de la médula dsea.

Efectos Unicos de la Sulfasalazin: gastrointestinales (vomitos, anorexia,
mala absorcién). Hematoldgicos (hemdlisis). Infertilidad en hombres.

Efectos Unicos de la olsalazina: diarrea acuosa®.

Corticoides Esteroidedependencia, esteroiderresistencia,

Toxicidad aguda: acné, aumento de vello, estrias, redistribucion de la
grasa, irritabilidad, insomnio, psicosis, Hipertensiéon arterial,
hiperglicemia, hipercolesterolemia, leucocitosis, aumento
susceptibilidad a infecciones®.

Toxicidad crénica: osteoporosis, necrosis de cabeza de fémur,
cataratas, glaucoma, miopatia (atrofia muscular), atrofia suprarrenal,

susceptibilidad a infecciones®.

Inmunosupresores Los principales efectos secundarios son la mielosupresion, a corto
Azatioprina Y | plazo los efectos dosis-independiente, como reacciones alérgicas,
Mercaptopurina pancreatitis o hepatitis, y a largo plazo el aumento de incidencia de

infecciones, sobre todo, viricas. Nauseas-vomito, supresion medular,
neoplasia (linfoma, tumores cutaneos)®°.

Terapias Bioldgicas Complicaciones infecciosas, inmunogenicidad contra el propio farmaco
gue puede conllevar la aparicidon de reacciones agudas a la infusién o

taquifilaxia™ 3.
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Busqueda de nuevas alternativas. Productos naturales derivados de plantas medicinales

La inclinacién del hombre hacia el aprovechamiento de los productos naturales se ha convertido
en la actualidad en una opcidn insuperable para satisfacer las carencias en nutrimentos, o para ser
empleados en el tratamiento de diversas enfermedades debido a los efectos adversos que pueden
llegar a presentar‘ze' 32 Dicha costumbre se ha observado, principalmente en poblaciones rurales,
lo que ha permitido acumular un amplio conocimiento etnofarmacolégico, punto importante de
partida en las investigaciones dirigidas a la busqueda de productos naturales con actividad
)

biolégica(33. La organizacién mundial de la salud (OMS) realiza esfuerzos para promover y

(34)

desarrollar el uso racional de la medicina tradicional en todo el mundo™”, estima que el 80% de la

poblacién en paises en vias de desarrollo utiliza medicinas herbarias tradicionales como fuente

(35)

primaria para tratar y controlar diferentes enfermedades™'. Este conocimiento popular estd

basado en la eficacia, es decir, se acepta y adopta lo que se ve que sirve, lo demads cae en

desuso®®.

Un producto natural es considerado como cualquier compuesto orgdnico con actividad bioldgica
producido por organismos vivos®”, ademds de ser una fuente prometedora para el
descubrimiento de nuevos productos farmacéuticos. En las ultimas décadas, se han publicado
varias obras que se ocupan de la composicion y propiedades biolégicas de los propdleos,

revelando el interés de los investigadores en este producto de las abejas®® 3.

Propodleo

Gran parte de las civilizaciones antiguas, como la Inca, China, Tibetana, Egipcia y Grecorromana
empleaban los productos de abejas en sus terapias milenarias, como recursos medicinales valiosos
en la cura o prevencidn de enfermedades. Historias de estas civilizaciones contienen innumerables
menciones a estos productos, destacandose el propéleo(4°). Etimoldgicamente su nombre deriva
del griego “pro” que significa en defensa de; y “polis” ciudad, indicando de esta manera que el

. 1
material se encuentra a la entrada del panal”.

El propdleo es un producto elaborado por las abejas de la especie Apis mellifera, utilizando
. . . 2 .
sustancias resinosas recolectadas de varias plantas'*?. Durante la colecta, las abejas mezclan cera'y

las resinas con la enzima B-glucosidasa, producida en las glandulas salivales, provocando la
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hidrdlisis de los flavonoides glicosados en flavonoides agliconas, posteriormente lo transportan al

(42, 43)

interior de la colmena , donde tiene un papel importante para cerrar rendijas, mantener

estable la temperatura interna, recubrir el cuerpo de animales muertos dentro de la colmena y en

la proteccién contra la proliferacién de microorganismos“?.

Caracteristicas quimicas del propéleo

El propdleo puede ser de color ocre, rojo, pardo, marrdn claro o verde, algunos son friables y
firmes, mientras que otros son gomosos y elasticos*!. La composicién quimica y sus propiedades
fisicas dependen de las caracteristicas fitogeograficas del sitio de recoleccion. Las diferencias
genéticas entre las razas de abejas de la misma regidn pueden llevar a una composicién distinta
del propdleo, posiblemente debido a las preferencias hacia las distintas fuentes vegetales. Este
aspecto dificulta la estandarizacién de propdleos, extrayéndose diferentes compuestos que

influyen en su actividad®®"

A pesar de las posibles diferencias en la composicién, la mayoria de las muestras de propdleo

comparten considerable similitud en su naturaleza general(“)(TabIa 2).

Tabla 2. Composicion basica de los propdleos.

Resinas y balsamos 50-55%
Cera de abejas 30-40%
aceites esenciales o volatiles 5-10%
Polen 5%
Materiales organicos y minerales 5%

Mas de 300 sustancias han sido identificadas como parte de la composicién quimica del propdleo,
compuestos fenolicos (flavonoides, acidos aromaticos, y benzopirenos), diterpenos, triterpenos,
ésteres, aldehidos y cetonas, son de los principales identificados. El potencial bioldgico del
propdleo es probablemente el resultado de la sinergia entre sus componentes debido a que los

compuestos aislados no inducen el mismo efecto que el extracto total*

Distintos tipos de propdleos han sido definidos de acuerdo al origen botanico y a su composicion

guimica, entre ellos se describen los de tipo dlamo, tipo abedul, provenientes de Rusia, propdleos
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(43)

verde de Brasil, propdleos rojo en Venezuela y Cuba™. Aunque la diversidad de sustancias de

propdleos es grande, los patrones quimicos caracteristicos permanecen'*®(Figura 3).

OH O

O‘O Antraqumona
Crisofanol

OH

- CooH isocuprésico
Crisina

Artepillin C

COOH

Favanonas

Benzofenona

Acido cafeoilquinico CQA

Figura 3. Distribucién de algunos tipos de propdleos. |I) Propdleo de dlamo, con flavonoides sin sustituyentes
del anillo B (por ejemplo, crisina) y ésteres de fenilpropanoide (por ejemplo, el éster fendlico del acido
cafeico “CAPE”). Il) Propdleo verde de Brasil, con fenilpropanoides prenilados (por ejemplo, artepillin C) y
acidos cafeoilquinicos. Ill) Propdleos derivados de Clusia sp., con benzofenonas polipreniladas. IV
propdleos derivados de Macaranga sp., con flavanonas. V: griegos, cretenses y turcos, que contienen

antraquinonas y algunos con acido isocupresico (Modificado de Salantino) (46

Usos medicinales del propodleo

Existen diversos estudios en Europa como en Latinoamérica que describen numerosas

(41)

propiedades medicinales del propdleo tales como, anticancerigena, antioxidante,

antiinflamatoria, antiséptica, antimicdtica, antimicrobianas, antineopldsicas, bacteriostatica,
astringente, antiulcerosa, colerética, espasmolitica, propiedades anestésicas entre otras (Tabla 3),

mismas que dependen de la composicion quimica(“).
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Tabla 3. Propiedades bioldgicas del propdleo.

Propiedad bioldgica in vitro / in vivo Concentracion de propdleo
Inmunomodulador in vivo 200 mg/Kg

in vitro 3-300 pg/100 pL
Antitumoral in vivo 50y 150 mg/ Kg

in vitro 5-100 pg/ 100 pL
Antibacterial in vitro 0.4-14.0% v/v.
Antifiingico in vitro 0.4-14.0% v/v
Antiviral in vitro 5-100 pg/100 pL
Antidiabético in vivo 100y 300 mg/Kg
Antitlcera in vivo 50, 250 y 500 mg/Kg
(Adaptado de Sforcin y Bankova®).

Modelo experimental de Colitis ulcerosa

El estudio de modelos animales de inflamacidon de la mucosa como un medio para sondear la
patogénesis de la EIl y probar nuevos tratamientos, se ha realizado desde hace medio siglo™®.
Actualmente existe una gran variedad de modelos experimentales de colitis, genéticos o inducidos
por agentes quimicos. La mayoria de estos modelos han sido desarrollados en roedores
especialmente en rata o en ratén, debido a las caracteristicas clinicas que en ellos se puede

genera rm)'

Los modelos de inflamacidon intestinal quimicamente inducidos son de los mas comunmente
usados debido a que son simples de inducir. El comienzo, la duracién y la severidad de la
inflamacion es inmediata y controlable!*?. En estos se incluyen el acido trinitrobencenosulfénico
(TNBS), dextran sulfato de sodio (DSS), oxazolona, acido acético, farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), carragenina y peptidoglicanos-polisacaridos. De estos el modelo de DSS es el
gue mas asemeja morfoldgica y sintomaticamente la CU de los seres humanos, es ampliamente

utilizado ya que puede desarrollarse facilmente®.

Dextran sulfato de sodio

El DSS es un polimero sulfatado con un peso molecular variable, que va desde 5 KDa hasta un
maximo de 1400 KDa®**® presenta efecto téxico directo sobre las células epiteliales, provoca
erosion con pérdida complementaria de la superficie del epitelio, deforma la integridad epitelial y
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aumenta la permeabilidad de la mucosa del colon permitiendo la penetracién de moléculas

grandes®"

La colitis es inducida por la adicién del DSS al agua potable. El desarrollo de la colitis aguda, crénica
o lesiones displasicas dependera de la concentracién, duracidn y frecuencia de la administracién

del DSS™).

El DSS causa significativamente un incremento en la produccién de todas las citocinas
proinflamatorias en ambas mitades del intestino, siendo mads severo el dafio en el colon distal. La
elevacion en los niveles de TNF-a es la caracteristica principal de este modelo. Se ha reportado
gue los cambios patolégicos crénicos se desarrollan después de la induccién de la inflamacion
aguda que implica cambios en la morfologia de las criptas en relacién con los cambios en el perfil
de citocinas Th1/ Th2“*?. Las paredes del colon son afectadas produciéndose un engrosamiento
ademas de la aparicidn de ulceras que no suelen verse a simple vista. En el estudio histoldgico se
presenta una afectacidn difusa y casi siempre superficial de la mucosa del colon, con un infiltrado

leucocitario compuesto de neutréfilos y macréfagos®.

La colitis aguda usualmente es inducida por la administracion continua de DSS de 2-5% por
periodos cortos (4-9 dias), en cambio la colitis crénica puede ser inducida por tratamientos
continuos de bajas concentraciones de DSS o administracidn ciclica de DSS. Las manifestaciones
clinicas de la fase aguda incluyen pérdida de peso, diarrea, sangre oculta en las heces,
piloereccion, anemia y finalmente la muerte. La fase crénica usualmente no refleja la severidad de
la inflamacién o las caracteristicas histolégicas encontradas en el intestino grueso de la fase

(49)

aguda
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Antecedentes

La actividad antimicrobiana del propdleo, estd relacionada con la presencia de diversos

compuestos entre ellos los flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres'®”

, en pruebas in vitro ha
presentado actividad sobre distintas especies como Staphylococcus aureus, Streptococcus sp.,
Micrococcus sp., Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Elizabethkingia meningoséptica entre otras, se presenta mayor
eficacia sobre bacterias Gram positivas y en menor grado sobre bacterias Gram negativas, esta
actividad fue correlacionada con la presencia de algunos compuestos como acacetina, CAPE,
crisina, galangina, pinocembrina, pinobanksina y naringenina. Se ha reportado que compuestos
como quercetina y naringenina incrementan la permeabilidad de la membrana y disminuyen la

resistencia de las bacterias a los antibidticos, ademds de inhibir la motilidad de las bacterias'*".

Ademas de la actividad antibacteriana también se ha reportado actividad antimicética sobre
Candida albicans y en virus del herpes y de la gripe(so). Algunos estudios han demostrado la
capacidad antiparasitaria del propdleo contra trichomonas, Trypanosoma cruzi (responsable de la
enfermedad del suefio), Leishmania y Giardia lamblia, parasitos encontrados en paises tropicales y

subtropicales®®”.

Las EROS estan implicadas en una amplia gama de enfermedades, cuando se produce un
desequilibrio entre la generacion de EROS y los antioxidantes, se contribuye al daifio oxidativo de
lipidos, proteinas y acidos nucleicos®”. En los ultimos afios diversas investigaciones han destacado
al propdéleo como un antioxidante de origen natural, para la prevencidn y tratamiento de diversas
enfermedades de origen oxidativo. Los flavonoides y acidos fendlicos tienen la propiedad de
interceptar y reaccionar con agentes oxidantes como enzimas, metales y radicales libres. Se
establece que el mecanismo antioxidante mas comun para flavonoides y 4cidos fendlicos
presentes en los propdleos, es su capacidad de inhibir radicales libres y de quelacién de iones
metdlicos manteniendo asi un equilibro entre oxidantes y sustancias antioxidantes. Algunos
compuestos antioxidantes identificados incluyen acido ferulico, kaemferol, quercetina, acido

i H 7. 1
cafeico y acido p-cumarico' ** %,

Ensayos in vitro han demostrado la accidn citotdxica de propdleos y sus compuestos aislados en
diversas células tumorales. Tales constituyentes también ejercen efectos antitumorales in vivo,

causado por una acciéon inmunomoduladora, principalmente debido a un aumento de la
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inmunidad antitumoral no especifica a través de la activacidn de macroéfagos, que a su vez podria
producir factores solubles e interferir directamente con las células tumorales o en la funcién de

otras células inmunes®®,

La accién antiinflamatoria de los propdleos se ha reportado por varios investigadores, usando

(9 La inflamacién es un proceso mediante el cual los

diferentes modelos experimentales
leucocitos y sustancias quimicas nos protegen de las infecciones y agente como bacterias y virus.
Este proceso estd asociado con la liberacién de mediadores inflamatorios, como las
prostaglandinas, interleucinas, entre otras. Se menciona que el efecto antinflamatorio se debe a la

presencia de flavonoides, que inhiben el desarrollo de esta respuesta®.

Los componentes tales como el CAPE y 3,5-difenil-4- acido hidroxicinamico (artepillin C) y
extractos de propdleos completos son alternativas prometedoras debido a que sus actividades
bioldgicas (que incluye antiinflamatorio, antioxidante, inmunomodulador, antimicrobiano y
efectos de sanacion de heridas) estan directamente relacionados con el tratamiento de procesos

inflamatorios, como la EIl'***,

En nuestro equipo de trabajo se evalud la capacidad antimicrobiana, antiinflamatoria,
antioxidante, fenoles totales y citotoxicidad, de diferentes propdleos de la Republica Mexicana,
reportando que existen diferencias entre cada uno, mostrando una variacién en la actividad

bioldgica que depende del origen geografico y la zona de floracién de cada regiéon®?.

Se ha reportado que el extracto de propdleo reduce moderadamente la respuesta inflamatoria en
un modelo de colitis experimental en ratas Wistar producido por la administracién rectal de 2,4,6-
acido trinitrobenzensulfénico debido a la presencia de compuestos fendlicos, particularmente

flavonoides'®®.

Otros estudios reportan que compuestos fendlicos del jengibre (Zingiber officinale), reducen el
indice de la actividad de la enfermedad a partir diferentes concentraciones, 50, 100 y 200mg/Kg,
administradas por via oral durante 14 dias, (7 dias pre tratados con propdleo y 7 dias propdleo +
DSS) en un modelo de colitis ulcerosa inducida por DSS, este compuesto suprime las
concentraciones de IL-13 y el TNF-a, ademas demuestra un potencial quimiopreventor
suprimiendo el establecimiento de la enfermedad a través de la actividad antioxidante y

antiniflamatoria®?.
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Justificacion

La colitis ulcerosa se ha convertido en una enfermedad global que afecta a personas
practicamente de todas las edades, incluyendo la poblacién pediétrica(s)' de la cual los
tratamientos convencionales son ineficientes y presentan efectos adversos®®, por lo que es

importante implementar la busqueda de nuevas alternativas.

La medicina tradicional y los productos naturales son candidatos a nuevos tratamientos los cuales
han sido reconocidos debido a sus efectos y a su baja toxicidad, es por eso que pueden ser
utilizados como alternativa o complemento en el tratamiento de la colitis ulcerosa. Tal es el caso
del propdleo, que es un producto natural que presenta diferentes propiedades medicinales que

pueden contribuir al aminoramiento de la enfermedad.

Planteamiento del problema

Tomando en cuenta las propiedades bioldgicas del propdleo, nos planteamos el siguiente

problema:

¢EL extracto etandlico del propdleo de chihuahua disminuird las alteraciones generadas por la

colitis en un modelo experimental inducido por DSS.
Hipotesis

La colitis ulcerosa es una enfermedad inflamatoria intestinal caracterizada por un proceso
inflamatorio de la mucosa, se ha reportado que el propdleo presenta diversas actividades
bioldgicas como son antioxidante, antibacteriano y antiinflamatorio, conferido por su variable
composicion quimica, encontrando como grupo abundante a los flavonoides, grupo al cual se le
atribuye diversas actividades bioldgicas, con base en esto se piensa que el extracto etandlico de

propodleo de Chihuahua disminuird las alteraciones generadas por la enfermedad.
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Objetivos

Objetivo general

e Evaluar la actividad del extracto etandlico del propdleo de Chihuahua en un modelo

experimental de colitis inducida por DSS.

Objetivos particulares

e Determinar el efecto del extracto etandlico de propdleo de Chihuahua en la sobrevida y el

indice de actividad.

e Determinar el efecto del extracto etandlico de propdleo de Chihuahua sobre el colon tanto

macroscépicamente como microscépicamente en el modelo de colitis experimental con

DSS.

e Determinar la capacidad antioxidante del extracto de propéleo de Chihuahua.

e Realizar la caracterizacion quimica del extracto de propdleo de Chihuahua.

Materiales y métodos

Obtencion del extracto etandlico de propdleo

El extracto de propdleo fue donado por el laboratorio de Farmacognosia de la UBIPRO (Unidad de

Biotecnologia y Prototipos) de la FES-Iztacala, obtenido por el método de maceraciéon®® (Apéndice

1), el cual presentd las siguientes caracteristicas organolépticas (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas organolépticas del propdleo de Chihuahua

Color
Aroma

Sabor
Consistencia

Marrdn
Resinoso

Balsamico
Rigido

Pilar Dominguez Verano
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Animales

Se utilizaron ratones (Mus musculus) hembras de la cepa BALB/c de 5-6 semanas de edad, que

fueron obtenidos y mantenidos en el bioterio de la FES Iztacala, UNAM, en un ambiente libre de

patdgenos segun la Norma Oficial Mexicana para la produccidn, cuidado y uso de los animales de

laboratorio NOM-062-Z00-1999%°. Se mantuvieron en jaulas y se dejaron aclimatar durante una

semana antes del experimento

Protocolo experimental

El estudio consistié en tres grupos (Control, DSS y DSS+PROPOLEO) con una n=6 distribuidos

aleatoriamente (Figura 4).

-

e
s et
Ratones BALB/c de

6-7 semanas de edad
n=6

—

Control —>

100 pL de PBS

Agua potable en
el bebedero

DSS

100 pL de PBS

DSS al 4 % disuelto en
agua del bebedero

DSS+ Propdleo

100 pL de extracto de
propdleo 150 mg/Kg
de peso.

DSS al 4 % disuelto en
agua del bebedero

Dia 1 Tiempo de exposicién al DSS al 4% sélo para los grupos DSS y DSS+PROPOLEO Sacrificio

Figura 4. Protocolo experimental.
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El extracto etandlico de propdleo fue disuelto en alcohol etilico al 50 % y posteriormente se le
agrego agua, para llegar a una proporcion final de 1:1 (alcohol 50 %: agua) a una concentracion de

150 mg/Kg de raton.

Porcentaje de sobrevida

Se administraron los tratamientos establecidos, los ratones de cada grupo fueron monitoreados y

se registrd el dia en el que mueren los animales de cada grupo.

Evaluacion del indice de actividad de la enfermedad (DAI)

Se utilizé el indice de actividad de la enfermedad modificado de Azuma(SG)y posteriormente se

graficaron los valores obtenidos (Tabla 5).

Tabla 5. Sintomas del indice de actividad.

Pérdida de peso Diarrea Sangrado

0- No hay pérdida de peso 0- sin diarrea 0- sin sangrado

1- Del 1-5% 2- Pérdida de la consistencia pero  2- Sangrado ligero

2- Del 6-10% no de la forma 4-Sangrado abundante
3- Del10-15% 4- Pérdida de la consistencia y

4- Mayor al 15% forma.

Obtencion y medicion de la longitud del intestino

Los ratones se sacrificaron el dia 9 del tratamiento mediante dislocacién cervical. Se expuso la
parte ventral del ratdn y se aseguraron sus extremidades para evitar la obstruccion al abdomen. Se
limpié el abdomen del animal con alcohol etilico al 70%, se realizé6 un corte en la base del
abdomen, extendiendo la piel hasta descubrir por completo el contenido abdominal. Se identificé
el ciego gastrico, el intestino delgado y el colon, cuidando de no dafiar los tejidos, una vez
identificados se extrajo haciendo una incisién en la base del ano y cuando éste se liberd el
intestino grueso se cortd en la base del ciego. Una vez obtenido el intestino, éste fue lavado con
PBS frio utilizando una jeringa y una cdnula hasta que el efluente salié limpio de heces. Finalmente
se extendid el tejido y se midid con un vernier electréonico marca Mitutoyo modelo CD-12. Esta
medida es un indicador de la gravedad de la lesién ya que la colitis aumenta el edema y reduce la

longitud total del colon®”.
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Determinacion del efecto del extracto etandlico de propdleo sobre el tamafio e

integridad de las crestas intestinales

Para determinar el efecto del extracto etandlico de propdleo sobre las crestas, se proceso el
intestino para realizar la técnica histolégica. Después de haber obtenido y lavado el intestino, se
corto la parte distal (aprox. 5 mm) y se dejé en formol al 4%. Se utilizé la técnica convencional de

histologia Hematoxilina y Eosina®®(Apéndice 2).

indice de dafio histolégico

Para evaluar el dafio histoldgico sobre los intestinos se asignaron valores en dos categorias:
infiltrado inflamatorio y ulceracién. El infiltrado inflamatorio fue evaluado en cada capa del colon,
el epitelio superficial, criptas, estroma, submucosa y la capa transmural. Los valores asignados en
escalade 0 a 3, y la suma de los tres parametros es el valor final del indice, arrojando como valores

maximos y minimos entre 0y 9°? (Tabla 6).

Tabla 6. Parametros del indice del dafo histoldgico

Infiltrado inflamatorio Extension del dano Daiio en la cripta

0 No hay 0 No hay 0 No hay

1 Leve 1 Enla capa mucosa 1  Primer tercio basal del dafo
2 Moderado 2 Enlacapasubmucosa 2 Dos tercios dafados

3 Severo 3 Enlacapatransmural 3  Pérdida total de la cripta

Determinacion de la concentracion de fenoles totales del extracto etandlico de propdleo

Del extracto etandlico de propdleo se determind los fenoles totales por el método modificado de
Singleton y Rosi. La concentracién de fenoles totales se midid por espectrofotometria con base a
una reaccién colorimétrica de dxido-reduccién, utilizando como agente oxidante el reactivo de

Follin-Ciocalteu, y se reporta como mg eq AG/g de muestra'® (Apéndice 3).

Determinacion de la concentracién de flavonoides del extracto etanélico de propdleo

Se determinaron los flavonoides totales por el método de Dowd usando una curva patron de

quercetina (0-100 mg/mL) asi mismo se reportaron como mg eqQ/ g de muestra®® (Apéndice 4).

Pagina 21
Pilar Dominguez Verano



Evaluacioén del extracto etandlico del propdleo de Chihuahua en un modelo de colitis experimental 2017

Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto etandlico de propdleo

Se evalué la actividad antioxidante mediante el método basado en la reduccién del radical 2,2-
Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) modificado de Murillo, el dato obtenido fue la concentracién a la

cual el extracto reduce la mitad del DPPH (CASO)(62) (Apéndice 5).

Efecto del extracto etandlico del propodleo sobre la actividad de la mieloperoxidasa

La actividad de la MPO se midié en el homogeneizado del colon, utilizando el kit OxiselectMT
Mieloperoxidase Chlorination Activity Assay Kit (Colorimetric) (Cell Biolabs: nimero de catdlogo

STA-803).

La MPO cataliza la reaccidon H,0, con los iones de cloro para crear el HOCI que al reaccionar con la
taurina genera un compuesto estable de cloramina de taurina, esto hace que se neutralice el HOCI
e impide que la MPO se inactive, después de esto se afiade la solucidn de parada que contiene
catalasa la cual elimina el H,0, para detener la actividad de la MPO. La cloramina taurina
reacciona con el cromégeno TNB generando una disminucidon del color indicando una mayor
actividad de la MPO. La tasa de reduccién del cromdégeno TNB es proporcional a la concentracion
de la actividad de la MPO dentro de la muestra. La actividad de la MPO se determina por la

comparacioén con la curva estandar del Cromégeno TNB.
Obtencién del homogeneizado

Se obtuvieron los intestinos y se lavaron con PBS frio, esto es antes de homogeneizar para eliminar
sangre y heces. Se homogeneizaron 100 mg de tejido en 1.2 mL de PBS frio, después se centrifugd

a 12000 rpm durante 15 min a 4 °Cy se recuperd el sobrenadante.

Caracterizacion quimica del extracto etandlico del propdleo

Se fracciono el extracto etandlico del propdleo de Chihuahua con solventes de diferentes
polaridades para ello se empled, hexano (baja polaridad), diclorometano (mediana polaridad) y
metanol (alta polaridad). Se realizé la caracterizacidon quimica para cada fraccién por medio de un
analisis con una Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn (HPLC), asi como una Cromatografia de

Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-SM).
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Analisis por Cromatografia liquida de alta resolucion del extracto etandlico del propdleo

Mediante HPLC se realizd la caracterizacion quimica del propdleo de Chihuahua y ésta fue
comparada con los estdndares de la biblioteca del equipo, se pesé 3mg de la muestra y se
disolvieron en 500 pL de metanol del cual se inyectd 30 ulL utilizando una columna Allsphere ODS-
1, de 250 mm largo x 4.6 mm didmetro, tamafio de particula 5 um. Corrida isocratica con mezcla
de Metanol-acetonitrilo-agua (25-25-50) y acido fosférico (H;PO,) al 0.1%, flujo de 1 mL/min.
Detector de arreglo de diodos (DAD) a longitud de onda de 260 nm con barrido completo de 200-
400 nm.

Anadlisis por GC-SM del extracto etandlico del propdleo

Se utilizé un Cromatégrafo de Gases Modelo 6850 y un Espectrometro de Masas Modelo 5975 C.
Columna RTX 30 m de largo por 0.25 mm de didmetro interno por 25 micras de pelicula a las
siguientes condiciones. Temperatura del inyector a 250°C con modo de inyeccidn tipo Splitless de
un radio de 33.5:1, con flujo de Splitlees de 29.9 mL/nm. El Flujo de corrida es de 35 cm/seg,
temperatura inicial del horno de 70°C con una primer rampa de calentamiento de 8°C/min hasta
270°C y la segunda rampa es de 10°C por minuto hasta 290°C, se mantiene 6 min. El tiempo de
corrida total fue de 35 minutos, con una linea de transferencia de 290°C. Se inyectd 1 plL de la

muestra (3 mg/200 pL).

Analisis estadistico

Se realizo el analisis estadistico con un ANOVA de una via y una P<0.05, para el DAI, longitud de
intestino, indice de dafio histoldgico y actividad de la MPO, para saber si existen diferencias

significativas entre los grupos de cada resultado.

Pagina 23
Pilar Dominguez Verano



Evaluacioén del extracto etandlico del propdleo de Chihuahua en un modelo de colitis experimental 2017

Resultados

El extracto etandlico de propdleo de Chihuahua prolonga la sobrevida.

De la curva de sobrevida se observd que el grupo control no presenté pérdida en la sobrevida,
como era lo esperado. En el grupo DSS descendid el porcentaje de sobrevivencia a partir del
décimo dia y la muerte de todos los ratones al doceavo dia, mientras que el grupo DSS+PROPOLEO
mantuvo el 80% de sobrevida al dia 13 y prolongé la sobrevivencia hasta el dia del sacrificio

(Figura 5).

@ Control

100 o
&% DSS

80 A DSS+PROPOLEO
# %

60 1

40 A

% Sobrevivencia

20 1

0 r ' ' .
0 3 6 9 12 15

Tiempo (Dias)

Figura 5. Prolongacién de la sobrevida generada por administracion del extracto etandlico de propdleo de
Chihuahua en el modelo de colitis inducido por DSS. Grupo control (tratados con agua potable estéril) sin
pérdida en el porcentaje de sobrevida; Grupo DSS (DSS al 4 %) con el 100% de mortalidad al doceavo dia
y grupo DSS+ PROPOLEO (DSS al 4 % y propdleo a una concentracién de 150 mg /kg).# Diferencia
respecto al control. * Diferencia respecto al grupo DSS (P<0.05).

El extracto etandlico del propodleo de Chihuahua retarda el incremento en el DAI

Durante el experimento se observaron diferentes cambios en la pérdida de peso, diarrea y
sangrado representados en la curva del DAI. Los grupos DSS y DSS+PROPOLEQ en comparacién con
el grupo control mantienen niveles bajos del indice. Hasta el dia 5 el grupo DSS y DSS+PROPOLEO

se comportaron de manera similar, sin embargo a partir del dia 6, el grupo tratado con propdleo
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presentd un retraso en el curso del DAl en comparacion con el grupo sin tratamiento (DSS), el cual
alcanzo el nivel maximo de indice al dia 9, dia del sacrificio, mientras que el grupo tratado con

propéleo tan soélo alcanzé el nivel 6 al mismo dia (Figura 6y 7).
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Figura 6. Retraso del establecimiento del indice de actividad por efecto del extracto etandlico de propdleo
de Chihuahua. Grupo control (agua potable), grupo DSS (DSS al 4%) y grupo DSS+PROPOLEO (DSS al 4 %y
propdleo a una concentracion de 150 mg /kg). *Diferencia significativa entre los grupos de DSS y DSS +
PROPOLEO (P<0.05).

Figura 7. indice de actividad, registro de sangrado colorrectal del dia de sacrificio (dia 9). A; Control (Agua
potable). B; DSS (DSS al 4%) con sangrado abundante. C; DSS+PROPOLEO (Administrado con 100 pL de
extracto de propdleo a una concentracion de 150 mg/ kg), con ligero enrojecimiento de la zona perianal.
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El extracto etandlico de propdleo de Chihuahua atenua el acortamiento del colon

debido al dafio generado por el DSS.

Una de las consecuencias de la colitis ulcerosa es el acortamiento del intestino generado por la

inflamacidn exacerbada, es por ello que se considera una caracteristica de la gravedad de la

enfermedad. Los ratones fueron sacrificados al dia 9 del tratamiento y posteriormente se midieron

los intestinos de cada grupo obteniendo que el grupo DSS (52.9425mm+2.626mm) presentd un

acortamiento significativo, en comparacion con el grupo control (84.6075mm+4.752mm), sin

embargo el grupo tratado con propdleo (70.01mm+1.915mm) a pesar de que la longitud fue

menor que la del grupo control, ésta fue mayor que la del grupo DSS, es decir que el propdleo

protege al intestino a nivel macroscépico del dafio ocasionado por el DSS, estas diferencias son

estadisticamente significativas (P<0.05) (Figura 8 y 9).
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Figura 8. Observaciones macroscopicas de la proteccidon en la longitud del intestino generado por la
administracion del extracto etandlico del propéleo de Chihuahua. A; DSS+PROPOLEO (Administrado con
100 uL de extracto de propédleo a una concentracidn de 150 mg/ kg). B; DSS (DSS al 4%). C; Control (agua

potable).
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Figura 9. Longitud de intestino de los grupos control (84.6075mmz4.752mm), DSS (52.9425mm+2.626mm) y
DSS+PROPOLEO (70.01mm+1.915mm). Se observé que la longitud de los intestinos en el grupo tratado
con propdleo es mayor que el grupo de DSS.*Diferencias significativas respecto al control. #Diferencias
significativas respecto al grupo DSS. (P<0.05)
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El extracto etandlico de propdleo de Chihuahua disminuye el dafio histolégico generado

por el DSS.

El dafio en las criptas del intestino es caracteristico de la colitis ulcerosa debido a la gran cantidad
de infiltrado inflamatorio, éste genera pérdida en la arquitectura de las criptas y ulceracidon, con
base en esto se decidid realizar la evaluacién por medio de cortes histoldgicos (tincion de
hematoxilina y eosina, y tinciéon de azul de Alcian para células caliciformes) (Figura 10), en ellas se
pudo observar que el grupo DSS presenta infiltrado inflamatorio, distorsion en la integridad de las
criptas, crestas y disminucién en el numero de células caliciformes, que conlleva a una pérdida en
la arquitectura, como era de esperarse; sin embargo, en el grupo tratado con propdleo se
disminuyd el infiltrado inflamatorio y la distorsién de las criptas no fue tan severo, ademas de
conservar las células caliciformes(células productoras de moco). El propdleo presenta actividad
antiinflamatoria al reducir el dafio en las crestas y criptas causado por el infiltrado. El indice del
dafio histoldgico mostré diferencias significativas entre todos los grupos experimentales, cabe
destacar que el dafio en el grupo tratado con propdleo fue menor al grupo DSS, alcanzando el

nivel 3 en una escala en donde 9 significa el mayor dafo (Figura 11) .
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_CONTROL ~_ DSS DSS+PROPOLEO

Figura 10. Efecto del extracto etandlico del propdleo de Chihuahua y del DSS sobre los cambios histoldgicos.

A; Tincion de Hematoxilina y Eosina. B; Tincion de azul de Alcian. Grupo control. Grupo DSS (DSS
administrado al 4%).Grupo DSS+PROPOLEO (Extracto etandlico de propdleo de Chihuahua a una

concentracién de 150mg/kg). <> : Cripta. A: Infiltrado inflamatorio. R: Crestas. ": Células caliciformes.
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Figura 11. Efecto del extracto etandlico del propdleo de Chihuahua sobre el indice de dafio histoldgico
registrado en los grupos control, DSS (DSS al 4%) y DSS+PROPOLEO (Extracto etandlico de propédleo de

Chihuahua a una concentracion de 150mg/kg). *Diferencias significativas respecto al control.
#Diferencias significativas respecto al grupo DSS. (P<0.05).

Capacidad antioxidanten fenoles y flavonoides totales del extracto etandlico de

propdleo de Chihuahua

Una de las consecuencias de la inflamacidn es la presencia de EROS, las cuales suelen generar
dafio a nivel celular, debido a esta caracteristica se decidié evaluar la capacidad antioxidante del
extracto, reportada como CAs,. Los fenoles y flavonoides son metabolitos secundarios a los cuales
se le atribuyen dicha capacidad ademas de antiinflamatoria y antimicrobiana, por tal motivo se
decidid cuantificar la presencia de estos compuestos. El extracto de propdleo de Chihuahua
presenté una CAsy de 15. 75 ug/mL, (Figura 12). El 31.4% del extracto etandlico del propdleo de
Chihuahua son fenoles y el 6.25% son flavonoides La concentracion de fenoles totales se
determiné usando una curva de Acido Gélico y para flavonoides una curva patrén de quercetina,

se obtuvo que el 31.4% del extracto son fenoles y el 6.25% son flavonoides (Tabla 7).
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Tabla 7. Capacidad antioxidante, fenoles y flavonoides totales del extracto etandlico de

propoleo de Chihuahua

Parametros Valores Porcentaje

CA;, del propdleo de Chihuahua | 15.75 pg/mL -

CAs, de la Quercetina 4ug/mL -
Fenoles 314 mg eqAG/g 31.4%
Flavonoides 62.58 mg eqQ/g 6.25%

-
o
e

o0
s

CA = 15.75 ug/mL

IS
s

N)
s

% de reduccion del DPPH
N
o

0 20 40 60 80 100
Concentracion (ug/mL)

Figura 12. Capacidad antioxidante del extracto de propdleo de Chihuahua.
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El extracto etandlico del propdleo de Chihuahua disminuye la actividad de la

Mieloperixidasa

La actividad de la MPO es un indicador indirecto del grado de infiltracién de neutrdfilos en tejido,
este es un marcador de inflamaciéon severa o aguda. Los resultados obtenidos indican que la
actividad de la MPO en el grupo control fue baja (8.853+0.2804 nmol/min/mL) mientras que el
grupo DSS presentd un gran aumento en la actividad (41.40£2.428 nmol/min/mL). En el grupo
tratado con propdleo a una concentracién de 150 mg/kg se observé que la actividad de la enzima
fue reducida (18.52+0.524 nmol/min/mL) significativamente comparada con la del DSS (P<0.05)
sin embargo en este mismo tratamiento se observd que la MPO a pesar de estar disminuida es
diferente significativamente respecto al control (Figura 13). Esto indica que el extracto etandlico

de propdleo disminuye el reclutamiento de neutrdfilos en el intestino grueso.

50 -

40

30T

. r

Concentracion (nmol/min/mL)

207

10

Control DSS DSS+PROPOLEO

Grupos

Figura 13. Efecto del extracto etandlico del propdleo sobre la actividad de la MPO de los grupos control, DSS
(DSS al 4%) y DSS+ PROPOLEO (DSS al 4% y extracto de propdleo a una concentracién de 150 mg/kg). (*)

Muestra diferencia significativa respecto al grupo control. (#) Diferencias significativas respecto al grupo
DSS(P<0.05).
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Composicion quimica del propéleo de Chihuahua

Cromatografia Liquida De Alta Resolucién (HPLC)

Se inyect6 al equipo cada una de las fracciones de diferentes polaridades (metanol, diclorometano
y hexano) obteniendo distintos cromatogramas (Figura 14, 15 y 16), en cada fraccidon se
encontraron compuestos fendlicos, para esto fue comparando el tiempo de retencién y la maxima
absorcién bajo luz ultra violeta (Ay:) del compuesto con los pardametros de los estdndares del
equipo. Con el andlisis de las 3 fracciones se lograron identificar 9 compuestos: Naringenina,
Pinocembrina, Crisina, Naringina, Acacetina, Catequina, Quercetina, Kaempferol y Luteolina,
reportados en las tablas 8, 9 y 10 junto con la A;, el tiempo de retencidn y su estructura quimica.
Se realizd una busqueda bibliografica sobre las actividades bioldgicas reportadas para los

compuestos identificados por HPLC descritas en la tabla 14.
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Tabla 8. Compuestos quimicos identificados en la particion con hexano del EEP de Chihuahua

No. Compuesto | Nombre Estructura quimica Tiempo de Amax (nm)
retencion

1 Fenol N.I. 3.24 218, 280

2 Fenol N.I. 4.07 228, 280

3 Naringina Hoﬁ 6.51 222,270, 288
4 Pinocembrina 14.46 210, 290

HO O o O
OH O
5 Flavonol N.I. 36.48 266, 292, 360
6 Crisina 38.78 208, 268, 356
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Tabla 9. Compuestos quimicos identificados en la particidon con diclorometano del extracto EEP de

Chihuahua.

No. compuesto

10

Nombre

Flavanona

Fenol

N. I.

Naringenina

Acacetina

Fenantreno

Flavanona

Flavonol

Crisina

Pilar Dominguez Verano

Estructura quimica

N.I.

N.I.

N.I.

N.I.

N.I.

N.1.

N.I.

Tiempo de

retencion

3.41

3.64

3.87

4.37

5.12

7.63

8.36

9.03

11.36

13.60

xméx (nm)

222,298, 310

292

224, 288

228,288

216,294

210, 266, 350

254, 266, 294, 354

274,298, 332

266,292,354

210,268,312
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11 Pinocembrina 14.012 210, 290
HO l (0]
OH (0]
12 Flavonol N.I. 16.13 266,296,368
13 Flavonol N.I. 17.62 268,294,362
14 Flavonol N.I. 19.92 270,294,368
15 Flavonol N.I. 38.35 268,294,364
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Tabla 10. Compuestos quimicos identificados en la particion con diclorometano del EEP de

Chihuahua
No. compuesto | Nombre Estructura quimica Tiempo de Amax (nm)
retencion
1 Catequina o on 2.46 218,276
HO o
T,
OH
2 Flavanona N.I. 3.14 216, 288, 328
3 Flavanona N.I. 3.44 218, 288, 320
4 Flavanona N.I. 3.65 216, 294, 326
5 Naringina Ho@ 4.27 208, 228, 284
6 Quercetina . 5.59 202, 256, 356
HO o O
\
LI,
OH O
7 Camferol O on 7.17 220, 266, 366
HO (o]
(UL,
OH O
8 Acacetina O “on, 7.63 210, 266, 346
HO O (o] ‘
OH O
9 Luteolina o 8.4 204, 254, 266,
HO O [0} ‘ O 356
OH O
10 Pinocembrina 11.41 210, 290
HO O ¢} O
OH o]
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11 Crisina 15.11 210, 266, 312

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS)

Fueron inyectadas y analizadas las tres fracciones del EEP de Chihuahua, obteniendo un espectro
por cada fraccion (Figura 17, 18 y 19) en el que se puede observar el tiempo de retencion y el
porcentaje de abundancia de cada compuesto, todos estos datos fueron plasmados en las tablas
11, 12 y 13, asi como su estructura quimica y el tipo de compuesto al que pertenece. De la fraccion
hexanica se lograron identificar 12 compuestos de los cuales, los mas abundantes son el éster
metilico del acido 9-octadecanoico (20.113%), el 14-metil-metil éster del acido pentadecanoico
(18.651%) y el 2-nonadecanona (14.466%), estos compuestos conforman mds del 10% de la
fraccion analizada (Figura 17 y tabla 11). Para la fraccion diclorometanica se identificaron 5
compuestos, en la cual pinocembrina es el mds abundante, representando un 89.02% de la
fraccion (Figura 18 y tabla 12). Para la fraccion metandlica fueron identificados 6 compuestos, en
donde pinocembrina es nuevamente el compuesto de mayor abundancia (10.273%) (Figura 19 y
tabla 13). Los compuestos resaltados en negritas en el cromatogrdma son los de mayor
abundancia mientras que los resaltados en negritas son los compuestos que han sido reportados
con actividades bioldgicas (antibacteriana, antiinflamatoria, antioxidante o gastroprotectora)

(Tabla 15).
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Tabla 11. Compuestos quimicos identificados en la particién con hexano del EEP de Chihuahua
No. Nombre Estructura quimica Tipo de Tiempo de Porcentaje
compuesto compuesto retencion  de
(Min) abundancia
1 a-bisabolol o H Sesquiterpeno 19.832 7.529%
2 Miristato de B OPSPUN Acido graso 20.200 0.664%
\
metilo
3 14-metil-, metil /OW\ Acido graso 22.859 18.651%
éster del acido ’ (éster)
pentadecandico
4 Ester metilico del Acido graso 25.043 20.113%
acido 9- /OWA/\A/W (éster)
octadecanoico °
5 2-heptadecanona Hidrocarburo 25.098 5.144%
6 Ester metilico del " Acido graso 25.317 4.550%
acido oleico (éster)
7 eicosano ANNANNANANANNS  Alcano 26.156 7.806%
8 e-3-pentadecen- M Alcohol 26.507 1.112%
HO 7 CH
2-ol
9 2-nonadecanona W Cetona 27.389 14.466%
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10

11

12

Metil 18-
metilnonadecano
ato

Metil éster del
acido
heneicosanoico
Metil éster del

acido behenico

Pilar Dominguez Verano

Acido graso

(éster)

Acido graso

(Ester)

Acido graso

27.561

28.584

29.556

6.435%

0.445%

5.999%

Pagina 44



2017

Evaluacién del extracto etanélico del propéleo de Chihuahua en un modelo de colitis experimental
o

"SIN-DD Jod opluaigo enyenyiyd ap d33 [op OUEISWOIO|dIP UOD ugidied el ap eweligolewol) ‘8T ednsi4

(utw) odwaiy

0082 008 00FE 0028 0002 008k a09l 00+l OOEL O0aF Oo0g 009

CEv 0L :
FEL ¥
- . - A
prgaze L2 9C BLEEL 000000T
A
000000+
000000r
000000
o L0+3L wnuv.
Y o S
- ) p
3l S~ Lo+ez L 2
0 o 5 o,
(] - w Q
3 38 m L0+3F |
o 3,
s/ 28 5
= § o o 2] R
o Z 3 1] L0+39°L
ECGE m

swelephad Loo-HIHD =211

Pagina 45

Pilar Dominguez Verano



Evaluacioén del extracto etandlico del propdleo de Chihuahua en un modelo de colitis experimental 2017

Tabla 12. Compuestos quimicos identificados en la particion con diclorometano del EEP

Chihuahua
No. | Nombre Estructura quimica Tiempo de Porcentaje de Tipo de
Retencion min  abundancia compuesto
1 Fenilacetona m 10.433 1.55% Fenol-
(o]
Cetona
2 N.I. N.I. 13.379 2.35% N.I.
3 2-Nonadecanona e 27.381 1.67 % Cetona
4 Chalcona ~© on 28.674 1.62% Chalcona
pinostrobina o o
5 Pinocembrina o . O 29.599 89.02% Flavanona
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Tabla 13. Compuestos quimicos identificados en la particion con metanol del EEP de Chihuahua

No.

Compuesto

Nombre

Tectocrisina

Isohexadecanoato

de metilo

Ester metilico del

acido oleico

Crisina

Pinocembrina

Tetracosanoato de

metilo

Pilar Dominguez Verano

Estructura quimica

i

F

HO\,;Q/‘
OH O

/OYW\
o
)

Tiempo de
Retencion
(min)

22.161

22.876

25.051

26.400

26.589

26.871

Porcentaje
de
abundancia

2.270%

2.438%

1.009%

2.275%

10.273%

2.954%

Tipo de

compuesto

Flavona

Acido graso

Acido graso

Flavona

Flavanona

Acido graso
(monoglicé

rido)
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Tabla 14. Actividades bioldgicas reportadas para los compuestos identificados mediante
HPLC en las particiones con hexano, diclorometano y metanol del EEP deChihuahua.
Compuesto Actividad bioldgica Referencias
Acacetina e Antiinflamatoria (51, 63)

e Antioxidante (64-66)
Catequina e Antiinflamatoria (67)
e Antioxidante (68)
Crisina e Antiinflamatoria (69-72)
e Antioxidante (68, 73-77)
e Antibacteriana (78)
kaemferol e Antiinflamatoria (70)
e Antioxidante (64, 68, 75, 77, 78)
e Antibacteriana (79)
Luteolina e Antiinflamatoria (80)
e Antioxidante (75, 80)
Naringenina e Antiinflamatoria (78, 81-83)
e Antioxidante (68,77, 78, 84-87)
e Antibacteriana (78)
Naringina e Antiinflamatoria (88)
e Antioxidante (89)
Pinocembrina e Antiinflamatoria (71, 90-92)
e Antioxidante (71, 73,75, 77)
e Antimicrobiana (78, 93)
e Bacteriostatica (93)
Quercetina e Antiinflamatoria (70,91, 94)
e Antioxidante (75) (77) (86)
e Antibacteriana (78)
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Tabla 15. Actividades biolégicas reportadas para los compuestos identificados por GC-MS en

las particiones con hexano, diclorometano y metanol del EEP de Chihuahua.

Compuesto

a-bisabolol

Fenilacetona

Chalcona pinostrobina

Tectocrisina

Ester metilico del acido oleico
Ester metilico del acido 9 -

octadecenoico

Actividad bioldgica

Antiinflamatoria
Antibacteriana
Gastroprotector
Antiinflamatoria
Antioxidante
Antiinflamatoria
Antioxidante
Antiinflamatoria

Antioxidante

Antibacteriano

Antiinflamatoria

Antiinflamatoria

Referencia
(95, 96)
(97)

(98)

(99)

(100)
(101)
(102)

(71)

(73)

(95)

(103)
(104)

Pilar Dominguez Verano
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Discusion

En el presente estudio se demostrd por primera vez el efecto de un propdleo mexicano
proveniente del estado de Chihuahua sobre un modelo de colitis experimental inducido por DSS.
La Ell se caracteriza por inflamacidn y ulceracidn continua de la mucosa, misma que afecta a gran
parte de la poblacién y cuando no es bien tratada tiende a desarrollarse en cdncer colorrectal. Su
etiologia es desconocida pero no asi los eventos que se presentan durante el curso de la
enfermedad™* %, En el intestino existe una constante interaccion de la barrera gastrointestinal
con los antigenos bacterianos del lumen, cuando se presenta una alteracion en la permeabilidad
de barrera se da el paso de los patdgenos, mismos que son reconocidos por el sistema
inmunoldgico desencadenando la cascada inflamatoria'’®®"

Durante la inflamacién son activadas diversas células del sistema inmunolégico, las cuales
producen mediadores inflamatorios y EROS, que son causantes de la inflamacién amplificada y del

(105

dafio a la mucosa’®. Debido a esto, es que los tratamientos convencionales se enfocan en

suprimir los procesos inflamatorios, sin embargo son inespecificos y suelen desencadenar efectos

secundarios' 2% 230

. Por ello es que se buscan nuevas alternativas como los productos naturales
para atenuar o disminuir los sintomas sin efectos colaterales.
Para el tratamiento de la Ell ha sido reportado el uso de productos naturales con actividad

(1105 " estas actividades han

antioxidante, inmunomoduladora, antimicrobiana y antiinflamatoria
sido reportadas para diferentes propdleos. La variacion o las diferentes actividades de los
propdleos va a estar relacionada con la composicion quimica, la cual depende de la zona

(33,39,46,50) 'En este trabajo se propone el uso del

geografica y de la floracién de la zona de colecta
extracto etandlico de propdleo de Chihuahua como un posible candidato para aliviar las
manifestaciones clinicas de la colitis ulcerosa experimental.

El EEP de Chihuahua se administré a una concentracién de 150 mg/Kg. La concentracion se
establecié con base en estudios realizados en nuestro equipo de trabajo y se encontrd que a esta
dosis no se alteran aspectos de la salud de los organismos, tales como pérdida de peso, sangrado
rectal, o diarrea durante el tratamiento sélo con el extracto. Esta dosis es similar a las empleadas
en otros modelos reportados en los cuales se analiza la actividad inmunomoduladora (200 mg

/Kg)"™®  antitumoral (50 y 150 mg/Kg)™®” y antiulcerativa (50, 250 y 500 mg/Kg)"*® de propdleos

de diferentes regiones.
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En la curva de sobrevida el grupo DSS alcanzo el 100% de mortalidad al dia 12, mismo dia en el
cual el grupo tratado con propdleo presentd el 100% de sobrevivencia; sin embargo, al siguiente
dia, este grupo aumento la mortalidad en un 20% y ésta se mantuvo hasta el dia del sacrificio, esto
es importante debido a que a pesar del severo dafio que causa el DSS, el EEP fue capaz de

(109) o] cyal

prolongar la sobrevida hasta en un 80%, similar a lo reportado por Rodriguez
administro un extracto natural de Amphipterygium adstringens en un modelo de colitis por DSS. Se
monitoreé el establecimiento de la enfermedad y se observé que entre el segundo y el tercer dia,
después de haber recibido el DSS, los animales comenzaron a presentar pérdida de peso,
sangrando rectal, diarrea y erizamiento del pelo, esto indica que se dio correctamente el

establecimiento de la enfermedad lo que concuerda con estudios en donde se describe®® e

implementa el modelo de colitis aguda por DSS®% 1%,
Para evaluar si el EEP era capaz de atenuar los signos de la enfermedad se implementé el DAI, este
indice demostrd la capacidad protectora del propdleo de Chihuahua, ya que disminuyd la pérdida

de peso, sangrado y diarrea, lo que concuerda con Gonc;alves(45)

, el cual evalué un extracto de
propdleo de Brasil en un modelo de colitis, mismo que presenté un retraso en el indice de
actividad; sin embargo, en este estudio el modelo que se implementé fue el de TNBS, el cual se
induce mediante la aplicacién rectal del acido 2, 4, 6 trinitrobencenosulfénico, en ese trabajo el
efecto se atribuyé a la presencia de compuestos fendlicos, compuestos que se encuentran en el

propdleo de Chihuahua. Ajayi®”

reporta el efecto protector del 6-Gingerol, compuesto fendlico del
jengibre, en un modelo de colitis ulcerosa inducida por DSS, atribuyendo esta actividad a las
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antibacterianas del compuesto, lo que presenta
semejanzas con la disminucién del DAI del presente estudio, para el cual el propdleo también ha
sido reportado con dichas propiedades bioldgicas.

El DAI esta relacionado con la longitud y la histologia del colon, ésta normalmente se compone por
la capa mucosa, submucosa, cerosa y muscular. La capa mucosa es formada por crestas que a su
vez la conforman criptas, en éstas se encuentran los enterocitos, células ciliadas y las células
caliciformes; células encargadas de producir la barrera mucosa que lubrica y protege impidiendo el
acceso de agentes patdgenos. Cuando se genera un dafio en la mucosa, similar a lo observado
para el grupo DSS, se pierde la arquitectura de las criptas y existe una disminucién en el nimero
de las células caliciformes, por lo que se pierde la barrera mucosa generada por las mismas
permitiendo el paso a patégenos™®" Se observé el efecto protector del extracto de propdleo al
mantener parcialmente la arquitectura de la cripta por la disminucién en el infiltrado inflamatorio
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y un mayor nimero de células caliciformes asi como en la longitud de los intestinos se atenué el
dano producido por el DSS, debido a que el grupo tratado con propdleo no difiere
significativamente respecto al control. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Rodrl'guez‘log), quien evalué la actividad terapéutica del extracto de Juliana adstringens sobre un
modelo de DSS, donde reporta caracteristicas similares en el dafio a nivel histoldgico producido

por el DSS, asi como el efecto protector del extracto. Dou™

reporta la actividad de Ia
mangiferina, compuesto fendlico presente en diversas frutas, hojas y cortezas de tallos de mango,
sobre un modelo de colitis inducido por DSS, indica que este compuesto fendlico es capaz de
atenuar tanto el DAl como el acortamiento y la lesidn histoldgica; sin embargo, en este trabajo no
se realizd tincion de azul de Alcian por lo que no es posible determinar el efecto directo sobre las

59 reporta que el acido poliglutémico (y-PGA) en un modelo de

células caliciformes. Davaatseren
colitis inducido por DSS al 3% es capaz de atenuar la pérdida de peso, DAI, acortamiento del colon,
disminuir los niveles de la actividad de la MPO, traducido como el bajo reclutamiento de leucocitos
asi como en la reduccién del dafo histoldgico observado en la histologia y en el indice de dafio
histoldgico, el cual indica que el tratamiento presenta diferencias significativas con el grupo DSS, lo
gue coincide con lo reportado en este trabajo. Khayyal(m) reporta que un extracto acuoso de
propdleo preserva la integridad funcional de la mucosa después de haber sido expuesta a
radiacién por ionizacion. El extracto fue administrado a una concentracién de 650mg/Kg en ratas,
cinco dias antes de la radiacion y dos dias después. En este estudio se le atribuye la actividad a los
acidos aromaticos organicos y no a los flavonoides, debido a que el extracto fue obtenido
mediante una extraccién acuosa y no etandlica, como se obtuvo el EEP en el presente estudio.
Indican que con la extraccidn acuosa, se obtienen trazas de fenoles pero principalmente acidos,
como CAPE, 4cido felurico, 4cido cinamico, acido isofelurico, y acido metil-cindmico. A pesar de
que no fueron identificados estos acidos en el EEP si exhibe la presencia del éster metilico del

(103, 104)

acido oleico, compuesto reportados con capacidad aintiinflamatoria , el cual puede haber

intervenido en la proteccidn al intestino.

La actividad antiinflamatoria observada en el presente estudio difiere de lo reportado por

113),

Osartti' en donde el propéleo aumenta la activaciéon de receptores para la produccion de

citocinas proinflamatorias; sin embargo, como ya se ha mencionado, las actividades bioldgicas

varian dependiendo del propdleo estudiado®; por otra parte es similar a lo reportado por

114)

Osartti™™ quien administré un extracto de propdleo durante 3 dias, sugiere que su

administracién a corto plazo en ratones puede estar asociada con efectos antiinflamatorios in vivo,
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y que otros ensayos podrian comprobar la eficacia de propdleos en las enfermedades
inflamatorias, ya que no afecta la expresion y produccidn de citocinas antiinflamatorias e inhibe Ia
produccién de IFN-y.

La liberacién de EROS por células fagociticas es un mecanismo normal en la defensa
antimicrobiana del organismo, a ellos se les debe el gran dano tisular de la enfermedad cuando
este es excesivo, debido a que los productos pueden afectar al ADN, fluidez de la membrana y las

®3) por lo antes mencionado, es que se determind la

funciones de proteinas de membrana
capacidad antioxidante definida como la capacidad de un compuesto para inhibir la degradacién
oxidativa, y la presencia de fenoles y flavonoides totales en el extracto, ya que estos compuestos
poseen varias actividades farmacoldgicas, incluidas antiinflamatorias, antimicrobianas,
antiparasitarias, antioxidantes, importantes para evitar el desarrollo de la enfermedad. Se reporta
en este estudio que el propdleo posee fenoles y flavonoides, similar a lo reportado por otros

auto res(33’ 42,53),

ademads de una buena capacidad antioxidante, tomando en cuenta el criterio de
Al-Fatimi**® gue establece que un extracto posee una buena capacidad antioxidante si su CAsy es
menor o igual a 96.6 pg/mL. Cabe destacar que aunque la capacidad antioxidante del propdleo de

53) analizé

Chihuahua es buena, difiere al de la Quercetina, siendo ésta un compuesto puro. Rivera
las propiedades bioldgicas de propdleo de regiones diferentes, reportando buenas capacidades
antioxidantes, se puede resaltar que el propdleo del Estado de México presenta una capacidad
antioxidante similar al del propdleo de Chihuahua a pesar de la variabilidad en su composicién
guimica ambos propoleos coinciden en el porcentaje de flavonoides que poseen, ademds de la
capacidad antioxidante reportada por éste y otros autores”> "),

Como se menciond anteriormente el estrés oxidativo es un factor importante para el desarrollo de
la enfermedad. Uno de los productos importantes en el dafio al tejido es el acido hipocloroso
(HOCI), que se genera por la actividad de la MPO, enzima que utiliza como sustrato al H,0,,

@7 Esta

molécula liberada por las células fagocitadas durante el reconocimiento de patdgenos
enzima es un marcador indirecto de reclutamiento de neutréfilos generado por una severa
inflamacidn. En el presente estudio se observd que el grupo control tiene bajos niveles de
actividad de MPO, comparado con el grupo DSS el cual presentd elevados niveles de la enzima
debido al exceso de infiltrado inflamatorio, mismo que se observé en los cortes histoldgicos; sin
embargo, a pesar de que los niveles de la actividad de MPO del grupo tratado con propdleo
presentan diferencias significativas con el grupo control ésta no es tan alta como en el grupo DSS,
es decir que el extracto de propdleo disminuye el reclutamiento de neutrdfilos, relacionados con
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la inflamacidn, debido a que no aumenta la actividad de ésta enzima en el tejido analizado, esto
concuerda con la buena actividad antiinflamatoria y antioxidante antes mencionada por la
presencia de fenoles y flavonoides reportados para éste estudio. su™® demuestra el efecto
antiiflamatorio intestinal del extracto de rizoma de Menispermum dauricum, sobre un modelo de
colitis ulcerosa inducido por TNBS, el cual indica que inhibe la actividad de la MPO comparado con
el grupo sélo con TNBS, refiriendo que la reduccién en el infiltrado de neutréfilos en el tejido
coldénico puede ser un efecto protector del extracto, mismo efecto observado por el extracto de
propdleo.

El andlisis de la composicién quimica por HPLC y CG-MS demostrd la presencia de compuestos
fendlicos, y acidos grasos, a los que se les puede atribuir el efecto protector del propdleo en el
modelo de colitis debido a las capacidades bioldgicas reportadas para los mismos. Valenzuela-

Barra™'”

reporta la presencia de diversos compuestos en propéleos de dos localidades de la zona
metropolitana de Santiago Chile resaltando a quercetina y crisina mismos compuestos
identificados en el propdleo de Chihuahua.

De los compuestos detectados en el propéleo de Chihuahua, el kaempferol es un importante

(118)

flavonol reportado con actividad antiinflamatoria'™™', ademds de disminuir el NO, radical libre

generado por las células epiteliales de la mucosa, en altas concentraciones este radical es capaz de

(119 "F| efecto del

aumentar la permeabilidad de la mucosa y se asocia con el desarrollo de lesiones
kaempferol sobre el NO se podria asociar con el mantenimiento de la arquitectura de las crestas
observado en los cortes histoldgicos; asi mismo este compuesto actia sobre los niveles de
actividad de la MPO'"*® 9 esta propiedad se observa en la baja actividad de la MPO reportada
para éste estudio. Otro de los flavonoides detectado es la quercetina, compuesto reportado con
una excelente capacidad antioxidante, esto se debe a la presencia de los grupos hidroxilo y a las
dobles ligaduras en su estructura; también se ha reportado con actividad antiinflamatoria,
antibacteriana, anticancerigena, ademas de prevenir la disrupcién de las uniones celulares en la
barrera intestinal, de esta manera impide que se lleve a cabo el ciclo de infeccidn, inflamacion y

(121)

perpetuacion de la enfermedad, importante en la patogenia de la colitis ulcerosa’™". Como se

mencioné anteriormente, la actividad antiinflamatoria es una propiedad importante para este
modelo; los compuestos identificados luteolina y naringenina han sido reportados con esta
actividad, actuando en la reduccién de los niveles de TNF-a y en la produccién de iNOS,

I(s, 122, 123)

mediadores proinflamatorios en la colitis experimenta . Con esto podriamos sugerir que
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estos compuestos intervienen en el aminoramiento de la enfermedad, reduciendo el infiltrado
inflamatorio, manteniendo la arquitectura intestinal y disminuyendo la gravedad de los sintomas.
Es importante que un propdleo o los compuestos que lo integran presenten actividad
antimicrobiana, debido a que la microbiota intestinal esta relacionada con un aumento en el dafo
a la mucosa, esto es debido a que generan un ciclo de infeccién exacerbando la inflamacion y
perpetuando la enfermedad impidiendo la correcta restauracién de la mucosa'’"?).

A pesar de que en este estudio no se analizé la capacidad antimicrobiana del extracto, dicha
actividad ha sido reportada para propdleos de diferentes zonas. Gil'*Y reporta la actividad
bacteriostatica y bactericida in vitro de propdleos en Salmonella entérica subsp entérica serotipo
paratyphi A, Salmonella e. subsp entérica serotipo paratyphi B, Salmonella e. subsp entérica
serotipo typhi, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica y Escherichia coli

33 evalué la actividad antimicrobiana

enterohemorragica, todas bacterias enteropatdgenas. Rivera
de propdleos de diferentes regiones de México, reporta que el propdleo de Guanajuato, Estado de
México y Veracruz presentan actividad antibacteriana contra E. coli, Staphylococcus aureus y
Vibrio cholerae. Al realizar el andlisis de la composicidn quimica se observan diferencias, sin

embargo los compuestos mds abundantes fueron pinocembrina y naringenina.

En otros estudios ha sido reportada la capacidad antimicrobiana de compuestos que fueron

(79)

determinados por el presente estudio en el EEP. Escanddn'’™ reporta el efecto antibacteriano del

Kaemferol contra E. coli y Helicobacter pylori, bacterias de suma importancia presentes en el

tracto digestivo. H. pylori, relacionada con el cancer géstrico. Vargas-Sanchez”®

reporta que
crisina, naringina y pinocembrina presentan actividad antibacteriana. Stangacius®® hace una
recopilacion de los compuestos con actividades bioldgicas presentes en el propdleo de los cuales
es reportado nuevamente pinocembrina pero con actividad bacteriostatica y efectiva contra H.

pylori.

Finalmente de acuerdo con los resultados obtenidos en la investigacion, se puede proponer al
propdleo de Chihuahua como un buen candidato para disminuir las manifestaciones de la colitis

ulcerosa.
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Conclusiones

El extracto etandlico del propdleo de Chihuahua:

. Prolonga la sobrevida en ratones con colitis experimental.

o Retrasa el establecimiento del indice de actividad de la enfermedad, aminorando los
sintomas como diarera, sangrado y pérdida de peso en los ratones con colitis
experimental.

. Presenta un efecto protector al disminuir el dafio en la longitud del intestino y a nivel
histolégico, mantiene la arquitectura de las crestas y las criptas.

o Tiene una buena capacidad antioxidante.

o Tiene actividad antiinflamatoria expresada por la reduccion de la actividad de MPO.

o Presenta compuestos reportados con actividad antioxidante, antiinflamatoria y
antimicrobiana importantes para el modelo

o de colitis: Pinocembrina, chalcona pinostrobina, catequina, Kaemferol, narigenina,
luteolina.
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APENDICE 1

Técnica de maceracién®™

El propdleo en greina se pesa y se limpia de todos los restos de hojas y animales muertos que
pueda tener, después de esto se pesa de nuevo el propdleo limpio e introduce en un matraz
Erlenmeyer, posteriormente se agrega la cantidad de solvente necesario (etanol), el cual debe

cubrir y sobrepasar el propdleo, el recipiente es cubierto para evitar la evaporacion del solvente.

El propdleo se deja reposar como minimo 1 dia y maximo 2 semanas, la extraccién de los
compuestos se ve reflejado en la coloracidon del liquido, entre mds oscuro, mayor es el
rendimiento del propéleo. Por ultimo se realiza una destilacién a presidn reducida en un rotavapor
para obtener el extracto libre del solvente. Una vez obtenido el extracto libre de solvente se pesa

para saber el rendimiento.

APENDICE 2

Técnica histolégica®™®

a) Deshidratacion

Sumergir el tejido en formol al 4 %, después pasar el tejido en alcohol etilico siguiendo el orden de

la tabla.

No. Porcentaje % Tiempo de exposicion (Horas)
1 70 2h

2 80 2h

3 90 2h

4 100 1h
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b) Impregnacidn en solvente (aclaracidn)

Sumergir en butanol. Retirar el exceso de butanol antes de pasar a parafina.

No. Butanol Tiempo De Exposicion (Horas)
5 | 1h
6 ] 1h

c) Infiltracién

No. Parafina Tiempo (Horas )
7 I 24 h
8 1] 24 h

Formacion de bloques de parafina

Se llena el molde con parafina de inclusién caliente, con una pinza calentada en el mechero se
toma el tejido orientandolo con la parte distal del colon hacia la base del molde, se sumerge y

cubre totalmente con parafina.

Cortes en el micrétomo

Preparar el bafio de flotacidon antes de cortar (agua destilada + gelatina). Colocar la navaja en el
micrétomo, ajustar el portabloques, el bloque se refrigera antes de colocarlo, evitando asi que se
caliente rapido con la friccién de la navaja. Rebajar el bloque hasta alcanzar el tejido, los cortes
finales tienen un grosor de 5 micras, una vez obtenidos los cortes se colocan en un portaobjetos y
se agrega alcohol al 50 % para extender el tejido. El corte se coloca en el bafio de flotacidn para

extender el tejido y se recuperan con el portaobjetos.

Tincidon con Hematoxilina-Eosina

Colocar las muestras (portaobjetos) en canastillas y desparafinarlas en la estufa durante 3 horas

aproximadamente, después someterlas al tren de alcoholes.
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No. Alcohol Tiempo
1 Xilol | 5 minutos
2 Xilol Il 10 minutos
3 Alcohol etilico 100% 10 lavados
4 Alcohol etilico 90 % 10 lavados
5 Alcohol etilico 80% 10 lavados
6 Alcohol etilico 70 % 10 lavados
7 Agua corriente 10 lavados
8 Hematoxilina 5 minutos
9 Agua corriente 10 lavados
10 alcohol acido 1 lavado
11 Agua corriente 10 lavados
12 Carbonato de litio Hasta que vire
13 Agua corriente 1 lavado
14 Alcohol etilico 100% 10 lavados
15 Eosina 7 minutos
16 Alcohol etilico 70% 10 lavados
17 Alcohol etilico 80% 10 lavados
18 Alcohol etilico 90% 10 lavados
19 Alcohol etilico 100% 10 lavados
20 Xilol | 10 lavados
21 Xilol 1l Hasta que se monte
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APENDICE 3

Determinacion de la concentracién de fenoles totales (CFT)®?.

La concentracion de fenoles totales (CFT) se mide por espectrofotometria con base a una reaccion
colorimétrica de 6xido-reduccidn, para ello el agente oxidante que se utiliza es el reactivo de Folin-
Ciocalteu. El reactivo consiste en una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato (coloracion
amarilla), en el cual el molibdeno y el tungsteno se encuentran en estado de oxidacién 6. La
reduccion con ciertos agentes reductores genera la formacidon de molibdeno y tugsteno con un

promedio de estado de oxidacién entre 5%y 6%, formando una solucién azul.

Se prepara una curva de calibracién con acido gdlico, el cual es una pequena molécula que por su
estabilidad y su estructura fendlica, presenta un grupo benceno unido a un grupo -OH. Se utiliza

para evaluar la cuantificacion de fenoles totales.

Se utiliza una solucidn estandar de acido galico de 0.2 mg/mL. A partir de esta solucién se toman
las alicuotas correspondientes para obtener las concentraciones seriadas de acido gélico (0.00625,
0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/mL), a cada una se le agrega el volumen correspondiente de agua

destilada para obtener las concentraciones mencionadas a un volumen final de 1 mL.

Para el andlisis de fenoles totales del extracto, se prepara una solucion estandar (0.2 mg/mL), se
toma una alicuota de 250 ulL y se agrega 750 plL de agua destilada, para obtener un volumen final

de 1 mL a una concentracién de 0.05 mg/mL.

Se toma 1mL de cada una de las concentraciones (acido galico y extracto) y se transfiere a un tubo
de ensayo con 7 mL de agua destilada a continuacién se adiciona 500 pL de reactivo Folin-
Ciucalteu. Después de cinco minutos se afiade 1.5 mL de una soluciéon Na,CO; (200 g/L) y agua
hasta completar un volumen de 10mL. Después de dos horas de reaccidon a temperatura ambiente

se determina la absorbancia a 760nm. Cada concentracidn se determina por triplicado.

Finalmente se grafica la concentracién contra la absorbancia para obtener la curva patrén de acido
galico, se realiza un andlisis de regresion lineal y se interpola la absorbancia de la muestra a

evaluar. Los resultados se expresan como equivalentes de acido galico o bien en porcentaje.
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Curva patrén

Tubo B (blanco) [Acido gélico] ML patrén puL agua mL Agua
mg/mL destilada destilada

1 0.00625 31 968.5 7

2 0.0125 62.5 937.5 7

3 0.025 125 875 7

4 0.05 250 750 7

5 0.1 500 500 7

6 0.2 1000 0 7

P (problema) - 250 750 7

APENDICE 4

Cuantificacién de flavonoides Totales®

La concentracién de flavonoides se mide por espectrofotometria utilizando cloruro de aluminio
(ALCI3). El cation de aluminio forma complejos estables con los flavonoides en metanol,
produciendo en el andlisis espectrofotométrico un desvié a longitudes de onda mds largas y una
intensificacion de la absorcion. Por lo tanto es posible determinar la cantidad de flavonoides,
evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas, en particular los acidos fendlicos que
invariablemente acompafian a los flavonoides en los tejidos vegetales. Esto se hace en un
espectrofotdmetro de 425nm utilizando cloruro de aluminio al 2 % en metanol. En estas
condiciones, el complejo flavonoide-aluminio absorbe a una longitud de onda mucho mayor que el
flavonoide sin presencia del agente complejante. Los acidos fendlicos, incluidos los que forman
complejos con AICl; absorben longitudes de onda mucho mas bajas evitando asi la interferencia

con las medidas de absorbencia.

Se prepara una curva de calibracién con quercetina, que es un flavonol muy abundante en la
naturaleza dentro del grupo de los flavonoide y destaca por su elevada actividad antioxidante,
consiste de 3 anillos y 5 grupos hidroxilo. Se utiliza una solucidn estandar de quercetina
(Img/1mL), a partir de esta solucidon se toman las alicuotas correspondientes para las diferentes
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concentraciones (1-100ppm, a cada una se le agrega el volumen correspondiente de metanol para
alcanzar el volumen de 1 mL, posteriormente se adiciona a cada una 1 mL de la solucion de ALCl3

al 2% en metanol, para alcanzar el final de 2 mL.

Para el analisis de fenoles totales del extracto, se prepara una solucién estdndar de 0.2 mg/mL en
1 mL de metanol. A la cual se le adiciona 1 mL de la solucién de AICl; al 2% en metanol, para
alcanzar un volumen final de 2 mL. El blanco se prepara con un 1 mL del extracto en solucién mas
1 de metanol sin AICls. El control negativo se prepara con 1mL de metanol mas 1mL de la solucidn
de AICl; al 2% en metanol. Después de 10 minutos de reaccién a temperatura ambiente se
determina la absorbancia a 415 nm. Los resultados se expresan como equivalentes de

quercetina/g de extracto.

METODO DOWD:

El contenido de flavonoides totales se determina usando una curva patrén con quercetina (0-100

mg/L).
PREPARACION DE SOLUCION STOCK:
1 mg de quercetina 1 mL de MeOH

Considerando que el volumen total de solucidn STOCK es 1785 uL, se empleardn 2 mg de

guercetina en 2 mL de MeOH.

[ 1ppm uL STOCK puL MeOH (AICI5) al 2% mL
1 3 2997 3
2 6 2994 3
3 9 2991 3
4 12 2988 3
5 15 2985 3
6 18 2982 3
7 21 2979 3
8 24 2976 3
9 27 2973 3
10 30 2970 3
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PREPARACION DEL EXTRACTO EN SOLUCION:

0.2 mg -1 mL de MeOH

X -3mL de MeOH

X= 0.6 mg de extracto a probar en 3 mL de MeOH

Para el analisis de flavonoides totales del extracto se prepara 3 mL de cloruro de aluminio (AICl;) al

2% en metanol, se mezcla con 3 mL del extracto en solucién a probar (0.2mg/mL).

La prueba se hace por triplicado.

PREPARACION DEL BLANCO:

3 mL del extracto en solucién con 3 mL de metanol sin (AICI3).

LECTURA:

Después de 10 minutos de reaccion a temperatura ambiente se determina la absorbancia a 415

nm.

Los resultados se expresan como equivalentes de quercetina/g de extracto (eqQ/g).

Pilar Dominguez Verano
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APENDICE 5

Actividad antioxidante. Método de reduccién del radical 2.2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) ¥

La actividad antioxidante se evalia midiendo el grado de decoloracién (desvanecimiento del color
violeta intenso a amarillo claro), de una solucién metandlica de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH)
por la adicién del compuesto activo a diferentes concentraciones (2-30 ppm), por medio de

espectrometria visible (VIS).
Método
Se prepara un stock del extracto con 5mg de muestra en 5ml de MeOH

Las concentraciones del extracto o fraccién a probarson 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50,

60, 70, 80, 90, 100 ppm. Las cuales se preparan siguiendo la tabla.

Del stock (5mg de muestra en 5mL) tomar 10 plL y disolverlos en 90 uL

de MeOH
[ 1ppm ML stock 1 MeOH
1 10 990
2 20 980
3 30 970
4 40 960
5 50 950

Del stock (5mg de muestra en 5mL)

6 6 994
7 7 993
8 8 992
9 9 991
10 10 990
20 20 980
30 30 970
40 40 960
50 50 950
60 60 940
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70 70 930
80 80 920
90 90 910
100 100 900

Aplicacién de extractos: En la placa de ELISA se adiciona 50uL de la solucién problema a diferentes
concentraciones (2-30ppm) por triplicado, el solvente utilizado es metanol grado HPLC.
Posteriormente a cada pozo con las concentraciones sefialadas, se adiciona 150 pL de una solucién
metandlica de DPPH cuya concentracion final es de 100 uM; inmediatamente se protege de la luzy
se mantiene en agitacién constante durante 30 min a 37°C. Una vez trascurrido el tiempo se

determina la absorbancia a 540 nm en un lector de ELISA.
Blanco: pozos con 200puL de metanol
Control positivo: Se utiliza quercetina a las mismas concentraciones que el compuesto problema.

Interpretacion de resultados: se reporta obteniendo el porcentaje de reduccidn y se calcula con la

siguiente formula:
% de reducciéon= (C-E/C)*100 En donde: C= Abs del DPPH + metanol

E= Abs del experimental (Mezcla DPPH+ compuesto problema).
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