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RESUMEN

El propdleos es un producto resinoso elaborado por abejas de la especie Apis mellifera y
Mellipona spp. A partir de exudados de diversas plantas. Las abejas lo utilizan para construccion
y mantenimiento de la colmena. El propdleos esta formado por una mezcla de compuestos y
posee diversa actividad biolégica como antioxidante y antibacteriana, entre muchas otras. La
actividad biolégica de los propoleos dependera de la regién geogréfica, estacion del afio y
principalmente de la flora cercana a las colmenas. En el presente trabajo se evalu6 la actividad
antioxidante (AAQO) y actividad antibacteriana (AAB) de cinco extractos de propdleos (EP) de la
misma region en el estado de Veracruz, México., recolectadas por 4 especies de la tribu
meliponini; Scaptotrigona mexicana (SM), Nannotrigona perilampoides (NP1), Nannotrigona
perilampoides (NP2), Melipona beecheii (MB) y una de la especie Apis mellifera (AM). Para
evaluar la actividad antioxidante de propoleos se determiné mediante el método del 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH) a concentraciones de 25, 50, 100 y 200 pg/mL. Para estudiar la actividad
antibacteriana de propdleos se utilizé el método de microdilucién en placa sobre las bacterias:
Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 6538P a concentraciones de 50,
100, 200 y 400 pug/mL. Los EEP presentaron una AAO entre el 11.8% y 52.1%, siendo el extracto
de AM el cual mostré la més alta AAO (52.1 + 0.80 %) a la maxima concentracion ensayada (200
pg/mL). Los EEG-SM presentaron una AAB frente a E.coli de 18.0% y los EEG-NP frente a
S.aureus fue de 9.0%, ambos a la maxima concentracién evaluada (400 ug/mL). Los resultados
demostraron que el extracto etandlico de propdleos de Apis mellifera mostr6 actividad
antioxidante mayor a los de melipona y que el extracto etandlico de propdleos que mostré mayor
actividad antibacteriana fue de Scaptotrigona mexicana frente a la bacteria Gram negativa

Escherichia coli.
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HIPOTESIS

Los extractos etandlicos de propéleos de abejas sin aguijon del estado de Veracruz, México

poseen actividad antioxidante y antibacteriana.
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JUSTIFICACION

El propdleos es importante en las terapias naturales. Reportes cientificos alrededor del mundo
han descrito las propiedades biolégicas de los propoéleos.

En México se han estudiado las propiedades antimicrobianas, antioxidantes vy
antiproliferativas entre otras de propdleos de A. mellifera, sin embargo, los estudios de propoleos
producidos por abejas sin aguijén son escasos.

La composicion quimica y las propiedades biolégicas de los propéleos varian
ampliamente de una region a otra.

En la presente investigacion se propone evaluar la actividad antioxidante y antibacteriana
de propodleos producidos de abejas sin aguijén de la regién de Veracruz, México.
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INTRODUCCION

El propdleos es el nombre genérico de una sustancia resinosa de composicion compleja
recolectada por las abejas de la especie Apis mellifera y por abejas de la tribu Meliponini,
llamadas abejas sin aguijon (EI Sohaimy y Masry, 2014; Ferreira-Campos y col., 2014). Las
abejas sin aguijon (Apidae: Meliponini) se encuentran ampliamente distribuidas en regiones
tropicales y subtropicales, se conocen cerca de 500 especies y en México se han registrado 46
especies de 11 géneros, 12 de estas especies son endémicas en nuestro pais (Reyes-Gonzalez
y col., 2014).

Las abejas meliferas (Apis melifera) forman ésta sustancia a partir de secreciones
vegetales (resinas), las cuales son mezcladas con enzimas salivales de las abejas, el material es
mezclado con cera formando una mezcla pegajosa. (Bankova, 2005; Burdock, 1998; Ames y col.,
1993), mientras que los meliponinos, recolectan resinas de plantas y le adicionan tierra o arcilla,
para formar lo que se conoce como “geopropoleos” (Castaldo S. y Capasso F., 2002.; Silveira
F.A. y col., 2002). Oliveira y Cunha (2005) afirman que las abejas Apis mellifera no incursionan
en bosques continuos y los Meliponinos actian como los principales polinizadores, siendo
responsables por hasta 70 a 90% de la polinizacion de los arboles tropicales (Kerr y col., 1994;
Ramalho, 2004).

Debido a su naturaleza y propiedades mecanicas, las abejas utilizan el propéleos en la
construccion y reparacion de sus colmenas utilizadndolo para rellenar huecos y estrechar las
entradas al nido, sellar ranuras y mantener un ambiente aséptico (Bankova y col., 2000; Simone-
Finstrom y Spivak, 2010).

Por sus propiedades medicinales, el propdleos es utilizado en la medicina tradicional de
diversos pueblos en Europa oriental, Sudamérica y Asia (Simone-Finstrom y Spivak., 2010).
Recientemente, los propoleos han sido utilizados como aditivos en bebidas, alimentos y como
suplementos nutricionales para mejorar la salud y prevenir enfermedades (Banskota y col., 2001).
Los productos generados por las abejas sin aguijon incluyendo miel, polen y propdéleos son
conocidos por sus propiedades nutricionales y terapéuticas (Choudhari y col., 2012).

La composicion quimica de los propoéleos y su actividad biol6gica dependera de la
vegetacion que se encuentre alrededor de la colmena (Bosio y col., 2003). Se han identificado
mas de 300 compuestos, presentando un alto porcentaje de acidos fendlicos y sus ésteres,
aldehidos aromaticos, cumarinas y flavonoides, a los cuales se les ha atribuido las propiedades

bioldgicas de los propdleos (Paulino y col., 2003; Sa-Nunes y col., 2003; Kumar y col., 2008).
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Algunos compuestos estan probablemente presentes en todas las muestras de propoéleos
y contribuyen a sus propiedades bioldgicas. Otros estan representados en muchas muestras de
diferentes origenes, pero algunos otros so6lo se dan en propdleos de determinadas especies
vegetales (Bankova, 2005).

Diversos estudios han demostrado que los propéleos de distintas regiones poseen
actividad antiproliferativa (Valencia y col., 2012; Hernandez y col., 2007; Li y col., 2009.),
antioxidante (Veldzquez y col., 2007; Lima y col., 2009), antifangica (Majiene y col., 2007; Sforcin
J.M. y col., 2001), antibacteriana (Velazquez y col., 2007; Popova y col., 2005; Sforcin J.M y col.,
2001), antiviral (Schnitzler y col., 2010), anti-inflamatorio (Paulino y col., 2003), antiparasitaria
(Machado vy col., 2007; Freitas y col., 2006), entre otras, lo cual ha generado gran interés en la
industria farmacéutica (Farré, 2004; Bankova, 2005; Viuda-Martos y col., 2008). Existen pocos
informes cientificos relacionados a la evaluacion de la actividad bioldgica del propéleos de abejas
sin aguijon de México (Suzuki y col., 2009).

Se ha registrado que los radicales libres estan implicados en la causa de muchas
enfermedades incluyendo las enfermedades degenerativas (Amesy col., 1993; Kim y col., 2003).
Los radicales libres atacan el DNA y causan mutacion provocando el cancer. Por estas razones,
los antioxidantes naturales son de interés para el tratamiento de muchos tipos de degeneracion
celular (Tutour B.L., 1990). Choi y col. (2006), evaluaron la actividad antioxidante in vitro de
extractos de propéleos, encontrando alta actividad antioxidante por el método DPPH, por lo tanto,
la identificacibn de constituyentes antioxidantes tanto en plantas como en los productos
generados por las abejas esta en constante busqueda.

Diversos estudios tanto en Europa como en Latinoamérica han descrito las numerosas
propiedades medicinales de los propdleos entre las cuales destaca la actividad antibacteriana
sobre distintos géneros como (Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Micrococcus sp.,
Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, entre otras) (Manrique A. y Santana W., 2008). Fernandes y col. (2001), basados
en los resultados obtenidos concluyen que, en general, las bacterias Gram positivas son mas
susceptibles a los EEP que las Gram negativas (Velazquez y col., 2007).

El creciente interés de las terapias naturales y la investigacion de éstas es un reto para el
campo de la investigacion. En México el estudio sobre propoéleos de las abejas sin aguijon es
escasa y por lo tanto un reto, ya que la composicién quimica y sus actividades biologicas varian
ampliamente de una region a otra, es por eso que el estudio de los compuestos bioactivos a los
cuales se les atribuye dicha actividad es de suma importancia, asi mismo tener un control y la

estandarizacion de los propdleos y sus constituyentes para su uso como terapia alternativa.
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Por ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antioxidante y
antibacteriana de extractos etanolicos de prop6leos de Veracruz de diferentes especies de abejas

sin aguijon.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante y antibacteriana de cuatro extractos etanélicos de propoéleos de

abejas sin aguijon (Apidae: Meliponini) del Estado de Veracruz, México.

Objetivos particulares
Evaluar la actividad antioxidante in vitro de extractos etandlicos de propdleos de abejas sin
aguijéon (Apidae: Meliponini), provenientes del Estado de Veracruz, México, por el método de
DPPH.
Determinar la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de propdéleos de abejas sin

aguijon (Apidae: Meliponini) del Estado de Veracruz, México, frente a Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.
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ANTECEDENTES

Abejas y sus Bioproductos

Las abejas son insectos clasificados en el Orden: Hymenoptera 6 bien conocidos como insectos
himendpteros que comprende a las hormigas, abejorros, avispas y abejas. No se encuentran
ubicados en alguna categoria taxondmica pero si dentro de la superfamilia: Apoidea por el numero
de caracteristicas que comparten. Esta superfamilia se divide en dos grupos: las avispas
(Sphecoid) 6 las abejas (Spheciformes 6 Apiformes). Algunos autores utilizan como sinénimo de
Apiformes, Anthophila.

Alrededor del mundo se conocen cerca de 20,000 especies de abejas y se clasifican en 7
familias: Stenotritidae, Colletidae, Andrenidae, Halictidae, Melittidae, Megachilidae y Apidae.
Dentro de esta Ultima se encuentra la subfamilia: Apinae, que comprende varias miles de
especies divididas en 18 tribus de las cuales los miembros de las tribus Bombini, Apini (Apis) y
Meliponini las cuales se caracterizan por ser sociales.

Se sabe que ademas de la miel, cera y la jalea real, las abejas elaboran el propdleos,
siendo éste ultimo uno de los productos mas utilizados en la medicina tradicional y estudiado por

investigadores por poseer diversas propiedades biol6gicas (Michener, 2000).

Propdleos

Los propdleos son productos naturales que las abejas Apis mellifera y abejas de la tribu
Meliponini, elaboran a partir de exudados y resinas de arboles, plantas y flores (Russo y col.,
2004; Uzel y col., 2005; El Sohaimy y Masry, 2014; Ferreira-Campos y col., 2014). Las abejas
utilizan el propdéleos en sus colmenas como proteccion contra la proliferacion de
microorganismos, reparar grietas, aislante térmico y prevencion de posibles infecciones
microbianas de las larvas (Bankova V., 2005; Bankova V.S. y col., 2000; Fokt H. y col., 2011).
Los propéleos no son un descubrimiento nuevo. El hombre ha investigado los productos
de las abejas para su beneficio y el propoleos, una de las armas quimicas mas importantes de
las abejas, no es la excepcion, empleandose desde hace miles de afos atras (Sforcin M. y
Bankova V., 2011; Sulaiman G.M., 2012; Castaldo S., 2002; Burdock G.A., 1998; Khalil M.L.,
2006). Se calcula que el uso de los prop6leos se remonta a tiempos muy antiguos, por lo menos
a 300 afios a.C, donde fue utilizado en la medicina popular y otras actividades en muchas partes

del mundo (Burdock G., 1998). Las alusiones escritas mas antiguas a los propéleos provienen
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del Antiguo Egipto, donde era bien conocido por los sacerdotes, que los utilizaban en técnicas de
embalsamiento como consecuencia de su poder de conservacion de cadaveres y su uso para
prevenir la propagacion de infecciones (Ricardo Silva C. y col., 2015). Los griegos y romanos lo
utilizaban en tratamiento de heridas, como antiséptico y agente cicatrizante. Los persas
describieron el propéleos como una sustancia capaz de actuar contra eczemas, mialgias y
reumatismo. La civilizacion Inca también hizo uso del prop6leos como un agente antipirético
(Ricardo Silva C. y col., 2015).

En el afio 1900, en la guerra Anglo-Bbéer acontecida en el cono sur Africano, ésta
sustancia salvo la vida a numerosos soldados. En aquel entonces, no se conocian los antibiéticos
y el empleo del propdleos sobre las heridas salvé a muchos soldados de la gangrena (Gonzalez
A.,y col., 2012).

Actualmente, a los propdleos se le atribuye un amplio espectro de actividades
biol6gicas. Es por esto que en varias partes del mundo como Taiwan, Japoén, Brasil, EUA, Europa
y México se haya extendido la recoleccién y el uso como un promotor de salud y exista una amplia
variedad de productos derivados de ellos en diferentes presentaciones (Akao y col., 2003;
Quintero., 2005).

Geopropdleos. Las abejas sin aguijon colectan resinas de las plantas y las mezclan
con secreciones salivales, cera, arcilla o tierra, formando lo que se le conoce como
“geopropdleos”’ (Castaldo S. y Caspaso F., 2002; Silveira F.A 'y col., 2002; Barth O.M., 2006).

Las meliponas almacenan una gran cantidad de éste material dentro de sus colmenas.
El producto final es usado de manera similar a los propéleos de la abeja A. mellifera siendo
utilizado para cerrar pequefias grietas, prevenir la entrada de aire y como un agente
antimicrobiano (Castaldo y Caspaso, 2002; Barth O.M, 2006).

Las abejas sin aguijon (Meliponinos o Melipona), pertenecen a la tribu Meliponini
(Hymenoptera: Apoidea y Apidae) (Yafiez-Ordofiez, 2008). Los Meliponinos son un grupo de
insectos altamente sociables que viven en colonias permanentes con una reina y se encuentran
en colonias que van desde varias docenas a 100,000 o més obreras (Michener, 2000).

La caracteristica mas importante de los meliponinos es la carencia de aguijéon funcional,
pero tienen otros métodos efectivos para defenderse de sus enemigos (Velthuis, 1997). Oliveira
y Conha (2005) afirman que las abejas Apis mellifera no incursionan en bosques continuos y los
Meliponinos actian como los principales polinizadores siendo responsables por hasta 70 a 90%

de la polinizacion de los arboles tropicales (Kerr y col., 1994; Ramalho., 2004).
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Las meliponas son nativas de las regiones tropicales y subtropicales del mundo,
principalmente de América. Al sur se extienden hacia las regiones templadas (35°S en Australia
y América del Sur, y 28°S en Africa), mientras que hacia el norte apenas rebasan el Trépico de
Cancer en los 23,5°N (Michener., 2000).

Actualmente se estima que el nimero de las diferentes especies de abejas sin aguijon
sea alrededor de 300 distribuidas desde México hasta el norte de Argentina (Ayala., 1999). Ayala
(1999) determiné 11 géneros y 46 especies de la tribu Meliponini, determinando que la
distribucion geografica de éstas pueden seguir tres patrones: amplia distribucién tropical y
subtropical; distribucion asociada al bosque tropical perennifolio; y endemismos.

Yafiez-Ordofiez, y col. (2008) trazaron los patrones de distribucion de las abejas de la
tribu Meliponini en México obteniendo un trazo desde el noroeste del pais, en el sur de Sinaloa,
corriendo por la Costa del Pacifico y extendiéndose hasta Chiapas; otro por la Costa del Golfo
desde San Luis Potosi, este de Hidalgo, norte de Puebla y centro de Veracruz. En el norte de
Chiapas, el trazo se bifurca al sur hacia América del Centro, y hacia el noreste hasta la Peninsula
de Yucatan. Lograron captar un trazo que une los patrones de las costas, el cual pasa por Puebla
y la frontera entre Guerrero y Oaxaca. En la Figura 1. Se muestran los patrones de distribucion

en México.
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Figura 1.Diagrama de los patrones de distribucién de la tribu Meliponini en México. Tomado de
Yéafiez-Ordéfiez O., y col. (2008).

Origen Botéanico

La composicién quimica del propoleos dependera de la composicion de las plantas que se
encuentren alrededor de la colmena, sera por lo tanto, cualitativamente y cuantitativamente
variable dependiendo del sitio y tiempo de recoleccion (Valencia D. y col., 2012; Bankova., 2005;
Ahn 'y col., 2004). En regiones de Europa, Asia y Norte América la principal fuente de las resinas
recolectadas por las abejas tienen su origen en especies diferentes de arboles de alamo,
principalmente Populus nigra (Bankova., 2000).

Bankova y col. (2005), reportaron que especies de Baccharis y Araucaria son fuente

importante del propéleos en Sao Paulo en Brasil, mientras tanto, en Uruguay se han descrito que
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las plantas que dan origen al propdéleos en ésta regién son: Eucalyptus globules, Populus sp.,
Betula sp., y Salix sp. (Bonvehi y col., 2000).

En propéleos sonorenses, las altas concentraciones de ciertos compuestos entre ellos,
flavonoides, sugirié que su principal fuente botanica fuera el arbol de Populus fremontii el cual se
encontraba ampliamente distribuido alrededor del area de recoleccién (Valencia y col., 2012;
Hernandez J. y col., 2007). En la Tabla. 1 Se muestra el origen botanico de los propéleos de

diferentes regiones geogréaficas del mundo.

Tabla 1 .Origen Botanico de los propéleos de diferentes areas geograficas.

Origen Geogréfico Planta

Europa, Norte América, Nueva Zelanda y Populus spp., mas predominante P. nigra

zonas templadas de Asia.

Brasil
Propéleos verdes Baccharis spp., predominante B.
dracunculifolia
Propoleos rojos Dalbergia ecastaphyllum
Russia Betula spp., méas especifico B. verrucosa, B.
pendula y B. pubescens
Cuba, Venezuela Clusia spp., més especifico C. rosea y C.
minor
Mediterrdneo
Grecia Probablemente Conifer spp.
Suiza P. tremula
Malta Ferula spp., mas probable Ferula communis

Populus spp., Eucalyptus spp., y Castanea

Turquia sativa.
Populus spp.
Algeria Cistus spp.
Australia
Apis mellifera Acacia paradoxa
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Abeja sin aguijén Tetragonula Arboles de C. torelliana (Resinas de frutas)
Carbonaria
Africa
Nigeria Probablemente M. schweinfurthii
Kenya
Oman Azadirachta indica, Acacia spp., y Mangifera
indica
Etiopia Probablemente Acacia spp.
Tailandia Arboles de Styrax
Region del Pacifico
Okinawa, Hawaii y Taiwan Macaranga tanarius
Indonesia, Myanmar Mangifera indica

(Tomado de Silva-Carvalho y col., 2015)

Actualmente, la investigacion sobre el origen botéanico del geopropdleos es escasa a comparacion
con el propéleos de Apis mellifera. Sin embargo, en regiones como lo es Brasil, autores han
coincidido que, en muestras de geopropdleos de abejas de la tribu: Meliponini, obtienen resinas
de Schinus terebenthifolius y resinas de pinos, mientras que Araucaria es una fuente importante
de resinas de otras especies de abejas sin aguijon al sur de Brasil (Sawaya y col., 2006; Sawaya
y col., 2007; Sawaya y col., 2009). Al Noreste de Brasil Trigona spinipes visita especimenes de
Eucalyptus citriodora (Freitas M.O. y col., 2008).

También la presencia de ciertos metabolitos se le atribuye a la familia de plantas
Clusiaceae las cuales, se distribuyen en esta misma region y también en Venezuela (Cunha M.G.
y col., 2013).

En México se conoce gran variedad de abejas meliponas, sin embargo, la investigacion
del geopropdleos es escasa pues solo algunos estudios se han realizado en la identificacion de
sus componentes y estudios sobre su origen botanico es nulo ya que solo se puede inferir de
acuerdo a los componentes que se encuentren en los extractos. En el estado de Yucatan se
identificaron compuestos volatiles pero no se determiné el origen botanico de las muestras (Pino
y col., 2006).
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Composicion Quimica

El conocimiento de los propdleos se ha ampliado a través del tiempo, debido a estudios
exhaustivos respecto a su composicion quimica. En los 60’s, se pensaba que pese a su
complejidad, la composicidon quimica era mas 0 menos constante. Sin embargo, en los afos
siguientes, un sin nimero de analisis de muestras de diferentes areas geogréficas, revelaron que
la composicion quimica de los propdleos es altamente variable y dificil de estandarizar ya que
depende de la vegetacion que se encuentre en un radio de 3 a 4 kilbmetros alrededor de la
colmena, estacion del afio y condiciones del medio ambiente del sitio de recoleccién (Sforcin M.
and Bankova V., 2011; Barlak Y. y col., 2011; Bankova V. 2005; Bosio y col., 2003).

Hoy en dia se sabe que el propdleos es una mezcla compleja que de manera general
estan constituidos de resinas y balsamos (50-55%), ceras (25-35%), aceites volatiles (10%),
polen (5%), minerales y sustancias organicas (5%) (Vargas-Sanchez y col. 2014). A la fecha se
han identificado mas de 300 constituyentes en los propéleos y estudios recientes mostraron la
presencia de compuestos nunca antes mencionados entre los que se encuentran: acidos
fendlicos, terpenos, acido cinamico, flavonoides, acido caféico y algunos de sus ésteres (Paulino
y col., 2003; Fokt H. y col., 2011; Khalil M.L., 2006; Falcao S.I., 2010, Alday E. y col., 2015).

Los principales constituyentes de los prop6leos en Europa, China y Norte América son
flavonoides y ésteres de acido fendlico (Bankova y col., 2000; Chen y col., 2004; Lotti y col.,
2010). Mientras que en los propéleos Brasilefios, los principales compuestos encontrados fueron
diterpenos, lignanos, derivados prenilados de acido p-cumarico, sesquiterpenos y acetofenonas
(Bankova., 2005; Piccinelli y col., 2005). En muestras de propéleos de Uruguay (al Sur de Brasil)
se obtuvieron dieciocho flavonoides, cuatro acidos carboxilicos aromaticos y siete ésteres de
acidos fendlicos (Kumazawa S., 2002).

Barrientos L. y col., (2003), detectaron en muestras de propéleos del centro y de las
regiones del sur de Chile la presencia de pinocembrina y galangina, siendo la primera, el principal
compuesto presente en los propéleos chilenos. Estos mismos son también los principales
compuestos de los propoleos de Argentina (Aglero y col., 2010).

En México, Pino J. y col., (2006) identificaron los componentes volatiles presentes en los
propoleos del estado de Yucatan donde los mayores compuestos encontrados fueron a-pineno,
acido hexadecandico y trans-verbenol. Por otro lado, los propéleos evaluados de diferentes
regiones del estado de Sonora revelaron altas concentraciones de flavonoides (Hernandez J. y
col., 2007).

24



Uno de los constituyentes mas estudiados de los propéleos es el CAPE, el cual ha sido
identificado como uno de los principales compuestos activos de los propéleos con capacidad
antioxidante (Kuo y col., 2005; Chen y col., 2003).

Mientras tanto, los constituyentes de tipo flavonoides son importantes en términos de
accion farmacoldgica. En los dltimos afios se ha incrementado el interés por los derivados de
éstos ya que ellos son en parte responsables de la actividad biologica incluyendo la actividad
antibacteriana (Bankova, 2005). En la figura 2 se muestran las estructuras quimicas de los

compuestos con actividad biolégica méas importantes del propdleos.
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Figura 2. Estructura quimica de los compuestos con actividad biolégica mas importantes del

propoleos (Tomada de Vargas-Sanchez R.D. y col., 2014).
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La composicion quimica del geopropdleos de la misma forma que el propéleos, dependera
de manera especifica de la flora local que se encuentre alrededor del sitio de recoleccion de las
muestras. Muchos de los constituyentes ya han sido identificados principalmente del propéleos
elaborado por las abejas Apis mellifera (Alves S. y col., 2013).

Las abejas de la tribu Meliponini estan limitadas a areas tropicales y los estudios sobre la
composicion quimica de los geopropéleos son escasos. En geopropéleos de diferentes especies
de abejas meliponas en Brasil, se lograron identificar principalmente compuestos fendlicos
(Bankova y col., 2000). Cunha y col. (2013) obtuvieron benzofenonas preniladas asi como
ausencia de flavonoides. En México se identificaron 92 compuestos voléatiles en geopropéleos del
estado de Yucatan destacando a-pineno, B-bourboneno, B-cariofileno, espatulenol y 6xido de
cariofileno éstos de Melipona beecheii (Pino, 2006).

Recientemente el analisis de geoprop6leos elaborados por abejas meliponas de la regién
de Teocelo, Veracruz demostraron que poseen escasos 0 nulos compuestos de tipo fendlico asi
mismo permitié rectificar con autores citados anteriormente que los flavonoides se encuentran
ausentes y que los compuestos principales son de tipo triterpénico (Morales H., 2015, Tesis de
Licenciatura). Pino J. y col., (2006) determinaron compuestos volatiles en muestras de propoleos
en Yucatan, México y establecieron que los compuestos caracteristicos de propéleos de Apis
mellifera como los de abejas meliponas son similares pero se encuentran diferencias cualitativas

en éstos.

Actividades Bioldgicas

Actividad Antioxidante de los Propéleos

El metabolismo oxidativo es un proceso bioldgico normal capaz de generar radicales libres
oxigenados altamente reactivos como: el radical superéxido (O.), el peréxido de hidrogeno (H205)
y el 6xido nitrico (NO). Sin embargo, siempre se estan generando radicales OH por la constante
exposicion a las radiaciones (Murillo, 2004).

Es de gran interés para la comunidad cientifica el estudio de la actividad antioxidante ya
gue se ha demostrado que los antioxidantes son moléculas capaces de retrasar o prevenir la
oxidacion de otras moléculas ya que los radicales libres estan involucrados con el proceso de
degeneracion celular y llevan a la muerte celular y contribuye al desarrollo de enfermedades
cronicas y degenerativas como: cancer, artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares y

neurodegenerativas, entre otras (Alves S. y col.,, 2013). Es por eso su importancia para el
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desarrollo de nuevos tratamientos para las diferentes condiciones y su avance en el area de la
salud es prometedor.

Se ha reportado que el propdleos pueden ser una fuente potencial de agentes
antioxidantes por su rico contenido en polifenoles y flavonoides por lo tanto se ha destacado como
un antioxidante natural para la prevencién y tratamiento de diversas enfermedades de origen
oxidativo y es por ello que se han realizado numerosas investigaciones en busca de éstos
(Moreno y col., 2000; Kumazawa Yy col., 2003; Russo y col., 2004; Farré y col., 2004).

Existen varios métodos para determinar la actividad antioxidante, en el caso de los
propoleos uno de los métodos més utilizados es el ensayo del radical libre DPPH (1,1 —difenil-2-
picril-hidrazilo) (Usia y col., 2002; Cheny col., 2004).

Velazquez C. y col., (2007) evaluaron la actividad antioxidante de propéleos de Apis
mellifera de Caborca, Sonora obteniendo resultados similares a la vitamina C a una concentracion
de 100 pg/mL. Los reportes de actividad antioxidante en muestras de propéleos de abejas sin
aguijon se encuentran en investigacion. Recientemente se evaluaron geopropoéleos de la region
centro del estado de Veracruz los cuales mostraron baja actividad antioxidante a concentracion
de 100 pg/mL lo cual se le atribuy6 a la cantidad de fenoles contenidos en las muestras (Morales

H., 2015, Tesis de Licenciatura).

Actividad Antibacteriana de los Propdleos

El propéleos es un remedio natural el cual ha sido empleado desde tiempos antiguos como
antiséptico (Castaldo y Caspasso., 2002).

Actualmente varios estudios bacteriolégicos in vivo e in vitro han demostrado que el propéleos
posee actividad antibacteriana ante varias cepas, demostrando mayor eficacia en bacterias Gram
positivas (S. aureus y S. epidermidis) y en menor grado sobre bacterias Gram negativas (E. coli
y Salmonella serotipo Typhi) (Pepeljnjak y Kosalec, 2004; Uzel y col., 2005).

Velazquez y col., (2007) evaluaron la actividad antibacteriana de muestras de propoleos
recolectadas en diferentes areas del desierto de Sonora (Noroeste de México) de la abeja Apis
mellifera obteniendo una fuerte actividad contra bacterias Gram positivas siendo S. aureus el
microorganismo sobre el que se encontré la mas alta efectividad (MIC, 100 pg/mL y 200 pg/mL),
sin embargo, ni una de las muestras tuvo efecto contra las bacterias Gram-negativas, como E.coli
a las concentraciones probadas.

Otro estudio fue realizado por Navarro M. y col., (2012) en otras regiones del estado de

Sonora, se probaron EP contra S. aureus la cual, fue casi completamente inhibida y frente a Vibrio
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cholerae O1 se obtuvo una inhibicion del 83,0%, ambas a una concentracién de 200 pg/mL,
mientras, que E. coli tuvo un efecto inhibitorio moderado con 72,0% a la maxima concentracion
de 400 pg/mL.

Dicha actividad biolégica se le atribuye a la presencia de algunos compuestos fenélicos
como flavonoides los cuales han sido relacionados como los principales responsables de la
actividad antibacteriana (Lofty., 2006; Sagdic y col., 2007). Algunos compuestos responsables de
las actividades biolégicas se muestran en la Figura 3.

La investigacién de la actividad antibacteriana de geoprop6leos en México es nula
hoy en dia pues los estudios realizados de dicha actividad biolégica se han realizado en mayor
parte en Brasil. Ferreira y col., (2014) analizaron geopropoéleos de Melipona orbinyi los cuales
mostraron efecto bactericida contra S. aureus a una concentracion de 3.1 mg/mL, pero no contra

E. coli.
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MATERIALES Y METODOS

Extractos Etandlicos de Propéleos (EEP)

Los EEP fueron preparados y donados por el Dr. Javier Herndndez Martinez de la Unidad
de Servicios de Apoyo en Resolucién Analitica de la Universidad Veracruzana.

Los EEP fueron producidos por 4 especies de la tribu meliponini; Scaptotrigona mexicana
(SM), Nannotrigona perilampoides (NP1), Nannotrigona perilampoides (NP2), Melipona beecheii
(MB) y una de la especie Apis mellifera (AM). El lugar de recoleccion fue en el Rancho el
Rinconcito, Xalapa, Veracruz (19° 23’ 38”LN; 096° 58’ 96.1” LW) a 1145 m.s.n.m.

Evaluacion de la Actividad antioxidante

Método de DPPH (Veldzquez vy col., 2007).

Se determiné evaluando la capacidad de los extractos etandlicos de propdleos (EEP) para

estabilizar el radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), la cual es una molécula conocida
como un radical libre estable por la deslocalizacién de un electrén desapareado sobre la molécula
completa. El método se realiz6 conforme al descrito por Velazquez y col. (2007). Diferentes
concentraciones de propdleos se mezclaron por triplicado con volimenes iguales de una solucion
etandlica de DPPH (Sigma-Aldrich) (300 umol/L) y se agité por 10 segundos. En la figura 3. Se
muestra de manera visual el disefio experimental para la evaluacion de la actividad antioxidante
de los EEP la cual se realiz6 en microplacas de 96 pozos. Después de 30 min a temperatura
ambiente y en oscuridad, se realizaron lecturas de absorbancia a 517 nm. Como controles se
utilizaron: acido ascorbico (70 uM), CAPE (70 uM) y TROLOX (70 uM).

Al reaccionar la molécula de DDPH con el sustrato antioxidante que donde un atomo de
hidrogeno, el color violeta se desvanece. Por lo tanto la actividad antioxidante se expresa en
porcentaje por la proporcion de degradacién de DPPH comparando la absorbancia de la prueba
con la del control negativo constituido por DPPH y etanol utilizando la siguiente formula:
Absorbancia de la muestra / Absorbancia del estandar x 100 = % de inhibicion

100% - % de inhibicion = % de Actividad antioxidante
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Evaluacién de la Actividad antimicrobiana
Cepas
Para determinar la actividad antibacteriana, se utilizaron las siguientes bacterias: Escherichia coli
ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 6538P, las cuales fueron donadas por el cepario
del Departamento de Ciencias Quimico-Biologicas de la Universidad de Sonora.
In6culo Bacteriano

El indculo bacteriano se preparé en solucion salina estéril 0.85%, a partir de un desarrollo
de 12 h en agar Mueller Hinton, hasta lograr una densidad 6ptica 0.09+0.005, igual a la lectura
de DO del estandar 0.5 del nefelémetro de McFarland a 620nm. El in6culo fue equivalente a 108
UFC/mL. Las lecturas se realizaron en un lector de microplacas para absorbancia / ELISA iMark
(Velazquez y col., 2007).

Evaluacién de la Actividad antibacteriana

Método de microdilucién en placa

Segun el método descrito por Velazquez y col. (2007), se tomaron por triplicado 200 pL de cada
una de las concentraciones de los propéleos y se depositaron en microplacas de 96 pozos de
fondo plano. A un conjunto de estos pozos se les adicion6 el indculo bacteriano y se prepar6 otro
conjunto sin bacterias. Se prepararon tres pozos con 200 pL de caldo de cultivo con el antibiético
gentamicina (12,0 pg/mL), tres pozos con 200 pL de caldo de cultivo con la maxima concentracion
de solvente al que las bacterias estén expuestas en los pozos de prueba y otros tres mas con el
caldo de cultivo como control de esterilidad. Los pozos de prueba y los controles se inocularon
con 15 pL de una suspension bacteriana previamente estandarizada (108 UFC/mL). Una vez
inoculada la placa, se incub6 a 36° C. En la figura 4. Se muestra de manera visual el llenado de
la microplaca para la evaluacién de la actividad antibacteriana de los EEP. Se ley6 la densidad
Optica a 620 nm (DOe20) de los pozos a las 0, 6, 12, 24 y 48 h. La DO de los pozos de prueba se
corrigio sustrayendo la DO de los pozos con caldo y prop6leos. Con las lecturas se realizaron

curvas de desarrollo bacteriano, graficando tiempo vs. DOsz2o0.
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El porcentaje de inhibicion y la minima concentracién inhibitoria (MIC) se determiné aplicando la

siguiente férmula (Baizman y col. 2000): (DO bacterias sin tratamiento)-(DO concentracion de

prueba) / (DO bacterias sin tratamiento)] X100
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Analisis Estadistico

Para el andlisis de los datos se realiz6 un andlisis de varianza utilizando la prueba de comparacion

U de Mann- Whitney con el programa estadistico SPSS 10.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El propdleos es un producto resinoso procesado por abejas de la especie Apis mellifera y
Mellipona spp. (Sahinler y Kaftanoglu., 2005; Bankova., 2005). Diversos estudios han demostrado
gue el propdleos contiene compuestos del tipo flavonoide y fenoles los cuales han sido evaluados
en actividades bioldgicas entre las que se encuentran la actividad antioxidante y antibacteriana
(Akao y col., 2003; Manrique A., 2008), sin embargo, los estudios de éstas actividades bioldgicas
de abejas melipona en México son escasos. En el presente trabajo se continud con el estudio de
la actividad antioxidante y antibacteriana de cinco EEP del estado de Veracruz, México.

Actividad antioxidante

Con el fin de estudiar geopropoéleos de abejas sin aguijén, se evalu6 la capacidad de los
extractos para neutralizar el radical libore DPPH evaluando los EEP en placas de 48 pozos a
concentraciones de 25 pg/mL; 50 pg/mL; 100 pg/mL y 200 pg/mL. Los estandares de referencia:
Trolox, Vitamina C y CAPE [70 uM]. En la Tabla 2 se muestra que de los EEP, el extracto que
mostré mayor actividad antioxidante a la maxima concentracion evaluada (200 ug/mL ), fue el de
Apis mellifera (AM) con 52.1% seguido de los extractos etandlicos de abejas de la Tribu:
Meliponini: EEG-MB (20.7%) > EEG-NP(l) (16.8%) > EEG-NP (ll) (13.8%) >EEG-SM (11.8%),
todos los EEP presentaron menor actividad antioxidante a comparacién con los compuestos
estandares (Figura 5). Los EEP mostraron diferencia significativa en comparacion con la Vitamina
C. Los resultados fueron representativos de al menos tres experimentos independientes y se
realizaron determinaciones por triplicado.

En un estudio anterior realizado por Velazquez y col., (2007) evaluaron la AAO de
extractos metandlicos de propéleos Sonorenses de la abeja Apis mellifera, se demostr6 una
potente actividad antioxidante de 86.0 % de la regién de Caborca, muy similar al control de
vitamina C a una concentracién maxima de 100 pg/mL. En otro estudio realizado por Navarro y
col., (2012) se determind de igual manera la AAO de propéleos sonorenses de la region de
Magdalena de Kino y Sonoyta, a la misma concentracién del estudio mencionado anteriormente
y la AAO de los EMP resulté ser de 35%. Estos resultados sugieren que la composicion quimica
de los propoleos varie segun la fuente botanica que las abejas utilicen para producir dichos
propoéleos.

Siguiendo con las investigaciones mencionadas anteriormente, Valencia y col., (2012)

evaluaron la composicion quimica y la AAO de propéleos de la region de Ures, Sonora., la cual,
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fue de 19.7% a 100 pg/mL, siendo la Ultima muestra la que tuvo mayor cantidad de compuestos
fendlicos y los autores concluyeron que éstos son los responsables para que el extracto presente
una buena AAO. Sin embargo, en el trabajo descrito por Pereira-Dutra R. y col., (2014) evaluaron
geopropdleos de Melipona fasciculata y evaluando un extracto en solventes diferentes, las dos
muestras con mayor cantidad de fenoles totales resultaron ser las muestras con mayor actividad
antioxidante, coincidiendo asi con el estudio anterior. En el presente trabajo se observé de
manera similar que el EEP que mostr6 mayor AAO el de la abeja Apis mellifera y comparando
con la AAO del resto de los EEP, se puede concluir que el EEP-AM puedan contener mas
compuestos fendlicos que los EEP-M.

En el trabajo realizado por Morales H., (2015) se realiz6 el contenido total de fenoles
totales de muestras de meliponas en Veracruz, México y el geopropoéleos de Melipona beecheii
fueron las muestras que presentaron la mayor cantidad de fenoles totales, que comparando con
los resultados de este trabajo el EEP-MB fue la muestra con mayor AAO de los EEP-M.

Un estudio sobre la capacidad antioxidante de geopropdleos realizado por Manrique y col.
(2008), encontraron que los EEP presentaron elevada AAO pero bajo contenido de flavonoides y
también los EEP de dos especies diferentes de abejas sin aguijén provenian del mismo
meliponario y mostraron el mismo comportamiento, lo cual pudiese relacionarse con los

resultados obtenidos en el presente trabajo.
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Tabla 2. Actividad antioxidante de extractos etandlicos de propéleos de abejas melipona y un
extracto etandlico de propoleos de abeja Apis mellifera determinado por el método DPPH (1,1-

difenil-2-picrilhidrazil) a la maxima concentracién ensayada (200 pg/mL).

Actividad antioxidante (%) = D.S.

Extracto Conc. ensayada 200,0 pg/mL
Apis mellifera 52.1 (£ 0.80)
Melipona beecheii 20.7 (x 1.12)
Nannotrigona perilampoides (1) 16.8 (£ 0.35)
Nannotrigona perilampoides (Il) 13.7(x 0.50)
Scaptotrigona mexicana 11.8(x4.16)

a desviacion estandar

() y (I) EEP de colmenas diferentes.
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Figura 5. Actividad antioxidante de Propdleos de Veracruz SM, NP (I), NP (Il), MB y AM
determinado por el método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) a diferentes concentraciones: 25,0
pg/mL; 50,0 pg/mL ; 100,0 pg/mL ; 200,0 pg/mL. Los resultados obtenidos son representativos
de al menos tres experimentos independientes y todos los valores representan la media de
determinaciones por triplicado. El * indica una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

con respecto a la Vit C a las concentraciones probadas.
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Actividad antibacteriana

Existen numeroso estudios de extractos de propoleos de Apis mellifera alrededor del mundo que
demuestran tener actividad antimicrobiana entre las cuéles se encuentra la actividad
antibacteriana, la cual es considerada como una alternativa a tratamientos y prevencion de
diversas enfermedades infecciosas (Barrientos y col., 2003).

Diversos autores concluyen que las bacterias Gram-positivas son mas susceptibles que
las Gram-negativas esto se debe a que las Gram-negativas tienen una pared celular mas
compleja y con un alto contenido en lipidos. Velazquez y col., (2007) analizaron la actividad
antibacteriana de tres muestras de propoéleos provenientes de regiones diferentes del desierto de
Sonora, al norte de México, en el cual, los EP presentaron AAB contra las bacterias Gram-
positivas y las diferencias entre los extractos fueron atribuidas a las diferencias cualitativas y
cuantitativas de las muestras. Navarro y col., (2012) evaluaron la AAB de propdleos Sonorenses
de dos regiones diferentes contra bacterias Gram-positiva (Staphylococcus aureus) y Gram-
negativas (Escherichia coli y Vibrio cholerae O1), el extracto de Magdalena de Kino present6 una
inhibiciéon de S.aureus cercana al 100% a la concentracién de 200 pg/mL y el mismo extracto
present6 una MClgo de 400 pug/mL contra V. cholerae O1.

En el presente trabajo los EEP fueron evaluados por el método de microdilucién en placa
de 96 pozos a concentraciones de 50 pg/mL; 100 pug/mL; 200 pg/mL y 400 pg/mL utilizando
Gentamicina como control de inhibicion bacteriana. Se observé que los EEP de Veracruz
mostraron un porcentaje de inhibicibn menor al 20.0% frente a E. coli y S. aureus en todas las
concentraciones probadas. El extracto de Scaptotrigona mexicana mostré el mayor porcentaje de
inhibicion de 18.0% frente E. coli a una concentracién de 400,0 pug/mL. Por otra parte, se observé
gue los EEP no inhibieron el crecimiento bacteriano y por lo tanto, no mostraron actividad MICsg
en un intervalo de 50-400 pg/mL. Los resultados fueron representativos de al menos tres
experimentos independientes y se realizaron determinaciones por triplicado.

La AAB se ha correlacionado con la presencia de algunos compuestos fendlicos:
acacetina, CAPE, crisina, galangina, pinocembrina, pinobanksina y naringenina (Sagdic y col.,
2007) compuestos que no todos fueron encontrados en la evaluacion de los extractos por Morales
H., (2015), por lo tanto otros estudios para verificar los compuestos mencionados anteriormente
serian importantes para determinar su relacion con la baja AAB de los EEP evaluados en este
trabajo. En Brasil se realiz6 un estudio de la composicion quimica y AAB de geopropéleos de

abejas sin aguijon en los cuales los principales compuestos fueron fendlicos y triterpenos
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(Mendes Araujo M.J.A. y col., 2015). Este ultimo coincide con los resultados obtenidos de los EP
de Veracruz, México (Morales H., 2015, Tesis de Licenciatura).

Manrique A. y col.,(2008) evaluaron la composicion quimica de abejas sin aguijon y a
pesar que diversos autores atribuyen a los flavonoides parte de la actividad antibacteriana, las
muestras evaluadas mostraron valores muy bajos de flavonoides y se infiere que pudieran existir
otras variables que influyeran en esta actividad bioldgica.

A la fecha no se tienen reportes del estudio de actividad antibacteriana de
propoleos de meliponas en México, pero en comparacion con la investigacion realizada por
Cunha M.G. y col., (2013) quienes evaluaron la AAB de geopropdleos de Melipona scutellaris de
Brasil, obtuvieron buena actividad contra las bacterias Gram-positivas pero baja inhibicion contra
P. aeruginosa, un bacilo Gram-negativo de. Ferreira J. y col., (2014) también evaluaron la AAB
de gepropdleos de Melipona orbinyi en Brasil y de igual manera mostraron buena actividad contra
S. aureus tiendo un efecto bactericida sobre ésta a 3.1 mg/mL, pero no presentd AAB contra E.
coli. Estos ultimos autores coinciden con estudios realizados con propéleos de Apis mellifera y
difieren de los extractos evaluados en el presente trabajo por presentar mayor AAB el EEPM-EM

siendo éste de una melipona.
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Figura 6. Actividad Antibacteriana vs. E.coli de Propoleos de Veracruz SM, NP (1), NP (Il), MB y

AM determinado por el método microdilucion en placa a diferentes concentraciones: 50 pg/mL;

100,0 pg/mL; 200,0 pg/mL y 400,0 pg/mL. Los resultados obtenidos son representativos de al

menos tres experimentos independientes y todos los valores representan la media de

determinaciones por triplicado. (*) Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) conforme al

desarrollo control (0.0 pg/mL) a las

24 horas.
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Figura 7. Actividad Antibacteriana vs. S.aureus de Propoéleos de Veracruz SM, NP (1), NP (), MB
y AM determinado por el método microdilucion en placa a diferentes concentraciones: 50 ug/mL;
100,0 pg/mL; 200,0 pg/mL y 400,0 pg/mL. Los resultados obtenidos son representativos de al
menos tres experimentos independientes y todos los valores representan la media de
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desarrollo control (0.0 ug/mL) a las 24 horas.
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CONCLUSIONES

El extracto etandlico de propdleos de Apis mellifera mostré actividad antioxidante mayor a los de

melipona, a la mayor concentracion evaluada (200 pg/mL).

El extracto etandlico de geopropdleos que presenté mayor actividad antioxidante fue el de
Melipona beecheii.

Los extractos etandlicos de geopropéleos de Veracruz no mostraron actividad antibacteriana
significativa contra Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 6538P.

El extracto etandlico de propdleos que mostré mayor actividad antibacteriana fue de
Scaptotrigona mexicana frente a la bacteria Gram negativa Escherichia coli ATCC 25922.
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RECOMENDACIONES

Estudiar los compuestos activos con actividad antioxidante presentes en los geopropéleos de

Veracruz.

Estudiar los compuestos activos con actividad antioxidante en propéleos de Apis mellifera de

Veracruz.

Es recomendable ampliar la evaluacion haca otras actividades biolégicas: la actividad

antimicética, antiparasitaria, antiviral, cicatrizante, anti-inflamatoria, entre otras.
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