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RESUMEN

En las tres décadas pasadas, se ha incrementado a nivel mundial la problematica de la resistencia
bacteriana a los antibidticos, por lo que urgen nuevos antimicrobianos, ya sea de fuentes
naturales o semi-sintéticas, para el tratamiento y prevencion de diversas enfermedades
infecciosas que no se han erradicado o controlado. El propdleos es una sustancia de origen
natural elaborada por las abejas a partir de secreciones resinosas de diferentes vegetales. Este
ha sido ampliamente utilizado desde tiempos remotos con diversas finalidades, actualmente se
investigan sus efectos biologicos. Estudios recientes informaron actividad antibacteriana de los
propoleos sonorenses y sus constituyentes frente a Staphylococcus aureus y Vibrio cholerae ,
pero aun no se conoce si dicha actividad ejerce un efecto bacteriostatico o bactericida. En éste
trabajo se evalu6 la actividad antibacteriana causada por Propoleos de Caborca (PC) y el
flavonoide Pinocembrina sobre la viabilidad de Staphylococcus aureus ATCC 6538P y Vibrio
cholerae no O1, mediante el método de extension en agar para cuenta viable. Los recuentos se
realizaron a los tiempos 0, 12 y 24 horas de incubacion y se probaron diferentes concentraciones
de PC y pinocembrina. Los resultados se graficaron utilizando el software Graph Pad Prism. Se
considerd un efecto bactericida cuando se presentd un descenso de 3 logio 0 un 99.9% en la
poblacion bacteriana inicial después del tratamiento. Como control de actividad bactericida se
utilizé gentamicina (12.0 pg/mL). Se obtuvo como resultado que el PC presenta un efecto
bacteriostatico sobre S. aureus, mientras que pinocembrina muestra un comportamiento
bactericida dependiente de la concentracion. En lo correspondiente a V. cholerae no O1, el PC
presenta un comportamiento bacteriostatico, mientras que pinocembrina presenta actividad

bactericida dependiente de la concentracion.



INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antibiéticos es un problema de salud mundial que se encuentra en
constante evolucion. Este fendmeno es de seleccion natural a través de mutaciones al azar y se
transmite de bacteria a bacteria mediante genes de resistencia a través de la transferencia
horizontal de material genético por intercambio de plasmidos, transposones o secuencias de
insercion. Esta capacidad de las bacterias ya existia desde antes del descubrimiento y utilizacion
de los antimicrobianos, pero con la introduccion de éstos en el tratamiento de enfermedades
infecciosas, dicha seleccién natural ha tenido un surgimiento, debido a lo que se llama “presion
selectiva” por el uso indiscriminado de los antibiéticos en contra de las bacterias. La resistencia
a los antibidticos en una bacteria causante de enfermedades infecciosas disminuye las
posibilidades de obtener la cura clinica y la erradicacion bacteriol6gica aumentando los costos
del tratamiento, la morbilidad y la mortalidad, por lo que es importante encontrar un tratamiento
adecuado (Rodriguez-Noriega y col., 2014; Sussmann y col., 2001). Debido a esto, la industria
farmacéutica se encuentra en la basqueda de tratamientos alternativos provenientes de fuentes
naturales (Madigan y col., 2004).

Las plantas, como una de estas fuentes, han sido bien documentadas por su uso medicinal
por miles de afios. El conocimiento asociado con la medicina tradicional ha promovido
investigaciones mas profundas de plantas medicinales como farmacos potenciales, y ha llevado
al aislamiento de muchos compuestos naturales con actividad biolégica. Los materiales de la
medicina herbolaria consisten en jugos, gomas, aceites esenciales y muchas otras sustancias
naturales que contienen componentes bioactivos, partes de plantas aéreas y subterraneas y otros
materiales de las plantas en estado crudo o como preparaciones (Russo, 2018).

Por otra parte, las plantas se interrelacionan con las abejas de diversas maneras, debido
a que éstas tienen un papel muy importante ecolégicamente hablando, porque llevan a cabo la
polinizacion para hacer florecer a las plantas, actividad de transformacion, progreso, cambio y
adaptacion que han realizado por mas de 100 millones de afios. Esto se debe particularmente a
que habitan practicamente cualquier lugar que tenga flora y fauna y a que han desarrollado
mecanismos sofisticados de comunicacion y reclutamiento para la aplicacién y manufacturacion
quimica de productos especificos tales como la miel, la cera, propéleos, el polen, venenos y la
jalea real (Alday y col., 2016; Bankova, 2005).

Las abejas, de acuerdo con su importante papel como vectores de polen en cosechas
agricolas y el impacto de los productos de la colmena para la sociedad humana, han ganado una

importante posicion en diferentes civilizaciones a través de la historia y regiones geograficas.



El comportamiento de colaboracion de las abejas en el interior de la colmena, es reflejado
por la contribucion de cada individuo en el mantenimiento de la colonia, dando como resultado
una comunidad adecuada y saludable denominada inmunidad social comunitaria, la cual se
caracteriza por llevar a cabo préacticas de higiene acompafadas por la eliminacién de crias
enfermas, para evadir la entrada de agentes patégenos y pardsitos al interior de la colmena. Sin
embargo, para estos organismos existe un riesgo importante que es la transmision de
enfermedades, debido a la interaccidon continua entre ellos. Es por eso que, con el fin de
protegerse, las abejas recolectan resinas vegetales para producir una sustancia llamada
propdleos, la cual tiene alta variabilidad en su apariencia fisica, color y consistencia, dependiendo
de varios factores como el origen geografico, tipos de fuentes vegetales, tiempo de recoleccion y
temporada del afio (Galeotti y col., 2018). Los productos de la colmena que han sido valiosos
para la sociedad humana a través de los tiempos son el propéleos, la miel, la cera y la jalea real.
De manera general, las abejas Apis mellifera (europeas del oeste) elaboran propdleos mediante
la recoleccion de resinas que se encuentran en hojas, brotes, tricomas y otras estructuras de
exudados de plantas. Una vez recogidas las mezclan con cera y secreciones glandulares
salivales que dan como resultado un material complejo resinoso quimicamente flexible que
utilizan para sellar grietas en la colmena y evitar la entrada de intrusos. Asimismo, sirve para
mantener una temperatura constante, un ambiente aséptico interno y proteger a la colmena de
infecciones producidas por bacterias (Alday y col., 2016; Galeotti y col., 2018). El significado de
la palabra propoleos (del Griego pro = en defensa o para y polis = ciudad) refleja la importancia
gue tiene dicha sustancia para estos insectos (AL-Ani y col., 2018; Bankova, 2005).

En las dltimas cuatro décadas el prop6leos ha atraido la atencion de los investigadores,
debido al amplio intervalo de valiosas actividades con potencial farmacoldgico, para la prevencion
y el tratamiento de diversas enfermedades (Bankova y col., 2016).

De manera general este material esta formado por resinas, cera, aceites esenciales y

polen. En la Tabla 1 se muestra la composicién quimica promedio de los propéleos.

Tabla 1. Composicién quimica general de propdleos.

ELEMENTOS PORCENTAJE
Resinas y balsamos 50-55 %
Cera 30-40 %
Aceites aromaticos volatiles 5-10 %
Polen 5%
Sustancias organicas y minerales 5%

(Fuente adaptada de Burdock, 1998; Castaldo y Capasso, 2002).
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La composicién quimica del propdleos varia segun su tipo y origen geografico y su
actividad biolégica se debe principalmente a que en sus extractos se encuentran compuestos
tales como flavonoides, &cidos fendlicos, ésteres, aldehidos y alcoholes, obtenidos de sustancias
derivadas de las plantas (Farré y col., 2004, Galeotti y col., 2018).

Los flavonoides son metabolitos secundarios que confieren rasgos fenotipicos a las
plantas para hacerlas mayormente atractivas para la polinizacion (Drago, 2007). Representan un
grupo de compuestos fendlicos ampliamente distribuidos en el reino vegetal y aportan beneficios
a la salud humana. Se caracterizan por tener en su estructura el nucleo formado por el 2-fenil-
benzo-gamma-pirano, incluyendo dos anillos aromaticos y un anillo pirano heterociclico (Russo,
2018).

La gran variabilidad de los flavonoides se debe a diferencias quimicas en las estructuras
de sus anillos, a su estado de oxidacion-reduccién y a las diferentes posiciones de los grupos
funcionales que pueden ser sustituidos, de tal manera, que se clasifican en subclases tales como:
antocianidinas, flavonoles, isoflavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanos, isoflavanos, flavanonas,
auronas, benzofuronas y cumarinas entre otras (Havsteen, 2002, Russo, 2018).

Los flavonoides reciben nombres semi-sistematicos, sistematicos y comunes (Cushnie y
Lamb, 2005). Pinocembrina, kaempferol, quercetina, galangina, crisina, pinobanksina y acetato
de pinobanksina son nombres comunes de flavonoides presentes en los propéleos de climas
templados.

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que los extractos alcohdlicos de
propéleos poseen un amplio intervalo de actividades antimicrobianas en contra de diversos
microorganismos patégenos (Gram positivos y Gram negativos) que son causantes de
infecciones en animales y humanos como Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Helicobacter pylori,
Salmonella spp, incluyendo virus (herpes simple HSV-1y HSV-2 e influenza) y hongos (Boyanova
y col., 2003; Castaldo y Cappasso, 2002; Saeed y col.,, 2017; Tolosa y Cafiizares, 2002;
Velazquez y col., 2007).

Al parecer la actividad antibacteriana de propéleos es dependiente del sinergismo entre
algunos flavonoides, &cidos fendlicos y otros compuestos; sin embargo, hay diversos estudios en
los que se demuestra que pinocembrina, galanginay acetato de pinobanksina, constituyentes de
propoleos, pueden inhibir el desarrollo de diversas especies bacterianas. El mecanismo de accion
antimicrobiano no se conoce hasta el momento, pero existen algunas posibles causas como: la

inhibicion de la enzima RNA polimerasa, la alteracion del potencial de membrana, la
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desorganizacion del citoplasma, de la membrana citoplasmatica y de la pared celular bacteriana,
asi como también la inhibicion de la sintesis de proteinas (Pepeljnjak y Kosalec, 2004).

El presente trabajo se enfoca en la evaluacién de la actividad antibacteriana de Propdleos
de Caborca y el flavonoide Pinocembrina en contra de Staphylococcus aureus y Vibrio cholerae
no O1, con el objetivo de determinar si el efecto de dichos compuestos es de tipo bacteriostatico
o0 bactericida para obtener una sustancia de origen natural con potencial farmacolégico, que sirva
de disefio para la sintesis de nuevos antimicrobianos. La seleccion de estas bacterias se debe a
gue son importantes patdégenos a nivel mundial, causantes de enfermedades no erradicadas y
resistentes a los antibidticos de uso comun.
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OBJETIVOS
Objetivo General
Evaluar la actividad antibacteriana generada por el Extracto Metandlico de Propéleos de Caborca

(EMPC) y también la producida por el flavonoide Pinocembrina sobre la viabilidad de

Staphylococcus aureus 6538P y Vibrio cholerae no O1.

Objetivos Especificos

e FEvaluar la actividad antibacteriana producida por EMPC y Pinocembrina en distintos

tiempos y concentraciones contra dichas bacterias.

e Determinar, si existe algun tipo de actividad, si es de tipo bacteriostatica o bactericida.
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REVISION DE LITERATURA

Propdéleos

El propdleos ha sido extensamente utilizado en la medicina tradicional por muchos afos, y hay
evidencia sustancial que indica que tiene propiedades como antiséptico, antifingico, antibacterial,
antiviral, antiinflamatorio y antioxidante (Galeotti y col., 2018). Por ejemplo, los egipcios conocian
sus propiedades y lo utilizaban para embalsamar cadaveres; en la Edad Media se utilizé para la
desinfeccion oral, como antiséptico y como cicatrizante de heridas. Los incas lo utilizaron por sus
propiedades antipiréticas y en Europa, entre el siglo XVII y XX se hizo muy popular debido a su
actividad antibacteriana (Castaldo y Cappasso, 2002). En Mesoameérica, el cultivo de Melipona
beecheii (abeja sin aguijon) y el consumo de miel fueron practicas comunes en tiempos Pre-
Colombinos. Después de la conquista de México en 1521, la apicultura con la abeja europea del
Oeste (Apis mellifera), fue también desarrollada en distintas regiones. En la actualidad, México
es uno de los principales criadores de abejas en el mundo; los estados de Yucatan, Campeche,
Jalisco y Chiapas son los mayores proveedores (Guzman-Gutiérrez y col., 2018).

Diversos estudios cientificos han demostrado el amplio intervalo de actividades con
potencial farmacoldgico que presenta el propéleos, destacandose como inmuno-modulador, anti-
proliferativo, anestésico local, hepato-protector, radio-protector, quimio-preventivo, neuro-
protector, antiviral, antiinflamatorio y antioxidante. Su actividad antimicrobiana, se conoce desde
hace miles de afios, y como consecuencia de eso, se ha integrado a los productos medicinales.
Sin embargo, los efectos farmacologicos de propéleos, estan marcados fuertemente por su
composicion quimica y dependen del lugar en donde fue recolectado, el tipo de vegetacion,
temporada del afio y de la especie de abeja que llevo a cabo la recoleccién. Por consiguiente, los
propéleos son muy variables y complejos. Existen diferencias quimicas en el propdleos
dependiendo de las areas de produccion. Esta diversidad quimica se relaciona directamente a su
bio-actividad y potenciales usos de este producto, por ejemplo, es posible encontrar popéleos de
diferentes colores, sabores y texturas (Guzméan-Gutiérrez y col., 2018; Nina y col., 2015).

A través del desarrollo de la quimica farmacéutica, el propéleos dejo de utilizarse, pero
recientemente, se ha observado un resurgimiento de su uso para la investigacion y posibles
aplicaciones en biologia y medicina, debido a esto, ha aumentado su demanda por sus
aportaciones en beneficio a la salud y su uso en cosméticos y productos alimenticios (Farré y col.,
2004, Nina y col., 2015).
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Origen Geogréfico y Botanico

Las abejas eligen a las plantas para su recoleccion de resinas dependiendo de cada region
geografica. La recoleccién de resinas y exudados por parte de las abejas es dificil de observar,
ya que generalmente se realiza en las partes altas de los arboles (Bankova y col., 2000). Asi
como la miel y el polen son referidos por su origen botanico, lo mismo sucede con los propéleos.
La observacion del comportamiento de las abejas, el andlisis del polen, de las estructuras de
plantas, flavonoides y otros compuestos presentes en los propéleos, permite relacionarlos con su
origen botanico (Bankova y col., 2000; Kumazawa y col., 2003).

Se ha determinado que los propéleos que son producidos en zonas templadas, provienen
principalmente de las especies de alamos (Poppulus sp.) y abedules. En regiones mediterraneas,
las fuentes botanicas son los Poppulus sp. y Cistus sp. (Farré y col., 2004). En las regiones
tropicales, como en Cuba y Venezuela, se han estudiado los propéleos que provienen de las
especies de Clusia minor y Clusia rosea. En las regiones del sureste y centro de Brasil, las
principales fuentes botanicas de los propéleos son las especies de los géneros Weinmania,
Baccharis, Diclenia, Vernonia, Hyptis, Schinus y Marcia (Salatino y col., 2005).

En lo que se refiere a los propdleos procedentes de regiones semiaridas y aridas, existen
pocos estudios relacionados con su origen botanico, como por ejemplo, en las regiones de Chile,
provienen de las plantas de las familias Lauraceae, Anacardiaceae, Asteraceae, Rhamnaceae,
Rosaceae y Monimiaceae (Valcic y col., 1998). En el desierto de Sonora, que es una zona con
gran biodiversidad de plantas, solo se ha estudiado una pequefia region del mismo. Las
principales fuentes de recoleccion de resinas son de las especies de plantas de Ambrosia
deltoidea (huizapol, chicurrilla) y Encelia farinosa (incienso, hierba ceniza) (Wollenweber vy
Buchmann, 1997). El conocimiento de la fuente botanica en cada region geogréfica es importante,

si se quieren producir propdleos quimicamente homogéneos (Velazquez y col., 2007).

Composicion Quimica de Propdleos. Los componentes quimicos en los propéleos
dependen de la flora local cercana al sitio donde se encuentra la colmena (Bosio y col., 2003).
Las abejas recolectan resinas en un perimetro de 3-4 km alrededor de la colmena (Menezes,
2005). Debido a las distintas caracteristicas fitogeogréficas, existe una gran diversidad en la
composicion quimica de los propoleos (Bankova, 2005).

La gran diversidad en los propoleos exige que durante su estudio se debe de tomar en
cuenta la temporada del afio de la recoleccién y su origen geografico. Es conocido que en los

propoleos Europeos predominan los flavonoides, agliconas, acidos fendlicos y sus ésteres. En

15



los propdleos brasilefios se encuentran principalmente, derivados prenilados del é&cido-p-
cumarico y acetofenonas, diterpenos y flavonoides, derivados del acido cinamico, también,
benzofuranos, sesquiterpenos, monoterpenos y flavonoides (Guzman-Gutiérrez y col., 2018;
Salatino y col., 2005). En la Figura 1 se muestra la estructura quimica de algunos flavonoides.

(D) (E)
Figura 1. Estructura quimica de algunos flavonoides. (A) Benzo-y-pirona. (B) Flavonoles:
(ejemplos kaempferol, R-H, R-OH, R”-OH, quercetina, R-OH, R’-OH. (C) Isoflavonoles. (D)
Flavonas, ejemplos: Crisina R-H, R’-H, luteolina R-OH, R”-OH. (E) Isoflavonas (Navarro, 2007).

A diferencia de los propdleos cubanos, en los cuales se identificaron benzofenonas
polyisopreniladas. De los propéleos chilenos se aislaron compuestos de los cuales los principales
pertenecen a los fenilpropanoides, benzaldehidos, dehidrobenzofuranos y clases de
benzopiranos. En los propdleos turcos se encuentran como constituyentes principales la
pinocembrina, pinobanksina, 3-O-acetato de pinobanksina, crisina, galangina, acido-p-
coumarico, &cido ferdlico, benzil-coumarato y ferulato, CAPE (Ester fenetilico del acido cafeico) y

cinamilcinamato (Popova y col., 2005), como se puede observar en la Figura 2.
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(®) (D)
Figura 2. Estructura quimica de compuestos encontrados en propéleos de regiones de clima
templado. (A) Pinocembrina, (B) 3-O-Acetato de Pinobanksina, (C) Pinobanksina, (D) Ester

fenetilico del acido cafeico (Fuente: Navarro, 2007).

En las regiones aridas y semiaridas, como por ejemplo algunas de Egipto, los propéleos
contienen acidos fendlicos y sus ésteres, chalconas, flavonoides, acidos alifaticos y derivados del
tetrahidrofurano (Lofty, 2006).

En el caso de los propéleos mexicanos, se han aislado diferentes tipos de compuestos
tales como, fenilalilflavanonas, diarilpropanos, derivados del 1,3-diarilpropenos, flavanonas,
isoflavanos y pterocarpanos (Guzman-Gutiérrez y col., 2018). México esté incluido entre los cinco
paises del mundo con grandes riquezas en especies endémicas y ésta posicion se considera
relacionada con el amplio rango de diversidad topogréfica y la variedad de zonas climaticas que
se encuentran dentro del norte (Desiertos americanos y bosques de Mesoamérica) (Alday y col.,
2016). El propoleos recolectado de diferentes regiones ecoldgicas de México ha sido estudiado,
incluyendo muestras del Norte (Desierto de Sonora), bosques tropicales y de las regiones del Sur
(Regiones semi-aridas y Sierras templadas). Uno de los tipos de propdleos mexicano que se ha
investigado a mayor profundidad es el Propdleos del Desierto de Sonora. Desde hace una
década, diversos estudios han reportado las actividades biolégicas y sus principales

constituyentes de las muestras recolectadas de regiones aridas y semi-aridas del Estado de
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Sonora (Ures, Pueblo de Alamos y Caborca) (Alday y col., 2016). Hernandez y col., (2007)
reportaron que los principales constituyentes quimicos de los propéleos de Sonora estaban
conformados por acidos fendlicos, flavonoides y sus ésteres derivados, pinocembrina, crisina y
3-O-Acetato de pinobanksina que fueron los mas importantes constituyentes en éstas tres
muestras en particular, la presencia de rutina, naringenina y hesperetina, fue exclusivamente
encontrada en el propéleos de Pueblo de Alamos; mientras que xanthomicrol y 3-
demetoxisudaquitin, fueron Unicamente detectados en el propoleos de Caborca. De acuerdo con
Wollenweber y Buchmann, la presencia de xanthomicrol y 3-demetoxisudaquitin es una
caracteristica de los exudados de plantas de Ambrosia deltoidea una planta que puede estar
implicada como fuente botanica del propdleos de ésta regidn debido a su amplia distribucion a lo
largo del Desierto de Sonora. En la Figura 3, se muestran algunas estructuras quimicas de

compuestos aislados de propéleos sonorenses.

OH OH
OCH; ﬁ/ OCH; Kv
HaCO S HO o Q

(A) (B)
Figura 3. Estructura quimica de los principales compuestos aislados de los propdleos del Desierto

de Sonora. (A) Xanthomicrol, (B) 3’-demetoxisudaquitin (Fuente: Navarro, 2007).

Por otro lado, la presencia del Ester Fenetilico del Acido Caféico (CAPE) fue Gnicamente
identificado en la muestra de propdleos de Ures, el cual es un compuesto quimico detectado en
propoleos de zonas templadas, en adicién a cantidades mas altas de pinocembrina, crisina 'y 3-
O- acetato de pinobanksina encontrados en ésta muestra (Alday y col., 2016).

En la siguiente grafica (Tabla 2), se muestran los principales compuestos detectados e
identificados por HPLC-MS en propdleos de tres regiones sonorenses (Pueblo de Alamos, Ures

y Caborca) (Hernadndez y col., 2007).
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Tabla 2. Principales compuestos detectados e identificados por HPLC-MS en propdleos

sonorenses.
COMPUESTO PU PC PPA
Rutina - - +
Pinobanksina + + +
Naringenina - - +
Hesperetina - - +
3’-demetoxisudaquitin - + -
Pinocembrina + + +
3-Acetato de pinobanksina + + +
Ester fenetilico del 4cido cafeico (CAPE) + - -
Xanthomicrol - + +
Crisina + + +
Galangina + + +
Acacetina + - +

Abreviaturas: PU = Propéleos de Ures, PC = Propéleos de Caborca y PPA = Propdleos de Pueblo
de Alamos. Los compuestos se detectaron mediante espectrometria de masas y por
cromatografia liquida de alto rendimiento en los propdleos de estas regiones. (Fuente: Hernandez
y col., 2007).

Actividad Antibacteriana. La actividad antibacteriana ocurre mediante la accidén de un

antimicrobiano en contra de microorganismos patdégenos y no patégenos. Un antimicrobiano es
una sustancia que tiene la capacidad de eliminar o interrumpir el crecimiento y la proliferacién de
diversas especies microbianas; es decir, puede actuar como bactericida o presentar un efecto
bacteriostatico. Para que un agente antibacteriano sea considerado como bactericida debe matar
un 99.9 % de la poblacion en un rango de 18 a 24 horas, mientras que uno bacteriostéatico sélo
detiene el desarrollo de la bacteria y lo mantiene en una fase estacionaria. El conocimiento de la
medicina tradicional nos indica que los agentes bactericidas son, por lo tanto, preferibles y mas
eficaces que los bacteriostaticos (Pankey y Sabath, 2004).

Para poder llevar a cabo la medicién de la actividad antibacteriana se conocen varios
métodos, tales como la concentracion minima inhibitoria (CMI), la concentracion minima
bactericida (CMB), la curva de muerte-tiempo (CMT) y la evaluacion del suero de actividad
bactericida (TSB). Cuando se quiere determinar el nivel de resistencia-susceptibilidad en cantidad
de un cultivo bacteriano, la CMI es el método méas adecuado. Se utiliza la curva de Muerte-tiempo
para conocer la cinética de la accién antibacteriana y ayuda a determinar si la muerte de la
bacteria es dependiente de la concentracion y del tiempo. La evaluacion del suero de actividad

bactericida (TSB) es el marcador menos utilizado para evaluar la actividad antibacteriana, y
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consiste en evaluar diferentes concentraciones del agente capaces de matar al 99.9 % del in6culo
bacteriano después de 18 a 24 horas de incubacion (Pankey y Sabath, 2004).

En el caso del propdleos, diversos estudios han documentado su funcion biocida,
incluyendo actividad antibacteriana, antifangica, antiviral, antitumoral, de inmunomodulacién y
antiinflamatoria. También ha sido utilizado como tratamiento alternativo para infecciones. Con
respecto a la accion bactericida de los extractos de propéleos, se ha demostrado que es efectivo
principalmente frente a levaduras y bacterias Gram-positivas como Staphylococcus aureus y
Streptococcus spp, asi como también Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosay Proteus
(Albino-Tautiva y col., 2017; Enriquez y col., 2004; Fierro, 2000).

Velazquez y colaboradores (2007), evaluaron la actividad antibacteriana de propdleos de
Pueblo de Alamos, Ures y Caborca, Sonora mediante el método de microdilucion en caldo. Los
propéleos de Ures y Caborca (PU y PC) presentaron actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus con CMI de 100 pg/mL y 200 pg/mL, respectivamente. Ademas, el
propéleos de Ures logré inhibir el desarrollo de Listeria monocytogenes con una CMI de 400
pg/mL. A las concentraciones probadas (50-400 pg/mL), ningln extracto inhibié el desarrollo (CMI
90 %) de E. coliy P. aeruginosa.

Los constituyentes identificados que se encontraron en mayor cantidad en los propéleos
fueron los flavonoides pinocembrina, 3-O-acetato de pinobanksina y crisina. Asi como también
CAPE, y naringenina. CAPE, pinocembrina, 3-O-acetato de pinobanksina y naringenina inhibieron
el desarrollo de Staphylococcus aureus 6538P. De los compuestos detectados en las muestras
de propdleos, el CAPE logr6 inhibir el desarrollo bacteriano a una menor concentracion. CAPE
inhibié el desarrollo de Lysteria monocytogenes y Enterococcus faecalis (CMlg 0.4 mM), pero fue
incapaz de inhibir el desarrollo de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Velazquez y col.,
2007).

También se obtuvo que los siguientes compuestos: crisina, rutina, hesperetina,
xanthomicrol, acacetina y galangina, no tuvieron actividad antibacteriana frente a S. aureus 6538P
ni tampoco frente a E. coli 25922 a ninguna de las concentraciones probadas (0.1-0.8 mM).
Pinocembrina, 3-O-acetato de pinobanksina y naringenina tampoco inhibieron el desarrollo de E.
coli 25922 a ninguna de las concentraciones ensayadas (Veldzquez y col., 2007).

Navarro y colaboradores (2013), evaluaron la actividad anti-Vibrio de los propoéleos
recolectados de Ures, Caborca y Pueblo de Alamos. EI PU mostré la mayor actividad
antibacteriana mediante la concentracion minima inhibitoria (CMlsg) < 50 pug/mL en contra de
Vibrio sp. (PU>PC>PPA). El PU inhibi6 significativamente el crecimiento del serotipo de Vibrio
cholerae O1 Inaba (CMlsg) < 50 pg/mL y el serotipo de Vibrio cholerae O1 Ogawa (CMlsp) 100
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ug/mL en forma dependiente de la concentracion. Los constituyentes del PU, como la galangina,
el CAPE y pinocembrina exhibieron una potente actividad inhibitoria en el crecimiento de las
cadenas de Vibrio cholerae no O1 (CMlsp) 0.05-0.1 mmol/L, y también en contra del serotipo O1
Ogawa.

Staphylococcus aureus

Generalidades

Staphylococcus aureus es un microorganismo de gran importancia médica. Desde hace muchos
afos ha sido reconocido como uno de los principales agentes patégenos para el humano (Bustos-
Martinez y col., 2006). Debido a su alta incidencia, morbilidad y resistencia antimicrobiana, las
infecciones que causa son una creciente preocupacion para la comunidad (Bamberger y Boyd,
2005).

Se estima que aproximadamente el 15% de la poblacién adulta porta este microorganismo
de manera persistente durante su vida. Algunas poblaciones tienden a tener mayores tasas de
colonizacién de este patdgeno (arriba del 80%), tales como trabajadores de instituciones de la
salud, personas que utilizan agujas regularmente (diabéticos o personas que usan drogas
intravenosas), pacientes hospitalizados e individuos inmunocomprometidos (Taylor y Unakal,
2017).

Las infecciones causadas por esta bacteria, pueden ser adquiridas tanto en hospitales
(infecciones nosocomiales) como en la comunidad (Taylor y Unakal, 2017) y las cepas que las
causan se identifican como ‘cepas SARM adquiridas en hospitales’ (Community-Acquired MRSA,
SARM-AH) y ‘cepas SARM adquiridas en la comunidad’ (Community-Acquired MRSA, SARM-
AC) (Bustos-Martinez y col., 2006).

Infecciones nosocomiales. Las infecciones nosocomiales son de gran trascendencia
econdmica y social por su importancia clinica y epidemiolégica, debido a que presentan altas
tasas de morbilidad y mortalidad. Se definen como aquellas infecciones que no estaban presentes
ni en periodo de incubacion al momento en que el paciente ingreso al hospital (Bustos-Martinez
y col., 2006).

Infecciones adquiridas en la comunidad. Hasta hace pocos afios las infecciones por

SARM generalmente se adquirian dentro de los hospitales. Sin embargo, a finales de los afios
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90, emergieron cepas SARM en adultos y nifios sanos en las comunidades, originando
infecciones cuya prevalencia ha aumentado significativamente en los Ultimos afios. La adquisicion
de estas cepas se realiza fuera de los tradicionales factores de riesgo de las cepas SARM
hospitalarias, son susceptibles a pocos antibi6ticos y presentan la inclusion de varios factores de
virulencia.

Para clasificar una cepa de S. aureus como SARM-AC se debe cumplir con la condicion
de que sea una cepa aislada en la comunidad en pacientes que no tienen los factores de riesgo
de una infeccion SARM-AH. Estos factores son: hospitalizaciones frecuentes y recientes, vivir por
largos periodos en salas de cuidados especiales, estar expuesto a medios invasivos como sondas
o catéteres, haber tenido cirugias recientes o dialisis, emplear medicamentos intravenosos o una

prolongada exposicién a los antibidticos (Bustos-Martinez y col., 2006).

Epidemiologia. Dependiendo de la cepa involucrada y del sitio de infeccién, esta bacteria
puede causar infecciones invasivas tales como bacteremia, endocarditis infecciosa, osteomielitis,
artritis séptica, infecciones de dispositivos protésicos, infecciones pulmonares (neumonia y
empiema), gastroenteritis, meningitis, infecciones de piel y tejidos blandos (impétigo, foliculitis,
furdnculos, carbunculos, celulitis) y también enfermedades mediadas por toxinas (sindrome de la
piel escaldada y del choque téxico) e infecciones del tracto urinario. El tratamiento para éstas es
impreciso debido a la aparicion de cepas multiresistentes como S. aureus resistente a meticilina
(SARM). Dicho microorganismo se encuentra en el medio ambiente y también en la flora normal
del humano, localizado en las membranas nasales de individuos saludables. La transmision se
lleva a cabo normalmente por contacto directo (Taylor y Unakal, 2017).

Las cepas SARM portan un gen llamado mec en el cromosoma bacteriano, el cual es un
componente de la region del casete cromosomal estafilocécico (SCCmec), que es el que confiere
la resistencia a multiples antibiéticos dependiendo de su tipo. EI gen mec codifica a la proteina
de unién a penicilina 2a (PBP-2a), o esencialmente a la enzima que cataliza la produccion de
péptido-glicano en la pared celular bacteriana. La PBP-2a tiene una baja afinidad a los antibiéticos
beta-lactamicos (como penicilina y otros derivados) cuando se compara a otras PBP’s. Por lo
tanto, esta proteina continGia catalizando la sintesis de la pared bacteriana, incluso en presencia
de muchos antibiéticos. Como resultado, las cepas de S. aureus que sintetizan esta proteina son
resistentes a multiples farmacos como meticilina, nafcilina, oxacilina y cefalosporinas (Taylor y
Unakal, 2017).

Fisiopatologia. La fisiopatologia varia dependiendo de cada infeccién. El mecanismo de

evasion de la bacteria a la respuesta inmune del huésped incluye la produccién de una capsula
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antifagocitica, el secuestro de los anticuerpos o antigenos del huésped llevado a cabo por la
proteina A bacteriana, la formacion de peliculas, supervivencia intracelular y el bloqueo de la
quimiotaxis de los leucocitos. La union de la bacteria a la matriz de proteinas extracelular y la
fibronectina en la endocarditis infecciosa es mediada por las proteinas de la pared celular
bacteriana y proteinas que se unen a fibrindgeno, factores de aglomeracion y &cidos teicoicos.
También los super-antigenos estafilococicos (TSST-1 o la toxina del sindrome del choque téxico-
1) son importantes factores de virulencia en la endocarditis infecciosa, sepsis y el sindrome del
choque toxico. Las infecciones por neumonia estan asociadas con la produccién bacteriana de la
Leucocidina de Panton-Valentine (PVL), Proteina A y alfa-hemolisina, y éstas normalmente
ocurren después de un diagndstico de infeccidn por el virus de la Influenza, asi como también
después de un diagndstico de Fibrosis Quistica. Las infecciones en los dispositivos protésicos
son mediadas frecuentemente por la habilidad de S. aureus para formar peliculas y también para
comunicarse con otras células bacterianas al detectarlas por la densidad de sus aglomeraciones
(Taylor y Unakal, 2017).

Tratamiento. De acuerdo con la informacién recabada por el Centro de Alimentacion y
Salud Publica en EE.UU (2011) para un tratamiento adecuado deben tomarse en cuenta varios
factores, tales como la ubicacion de la herida, su severidad y también la progresion de la infeccion,
asi como la salud y la edad del paciente. Algunas veces las infecciones de la piel son tratadas
con técnicas que no requieren el uso de antibiéticos sistémicos, tales como la incisién de la herida
y el drenado del absceso; también, en algunas ocasiones se requiere de medidas adicionales
como la remocion de catéteres.

Asimismo, para poder tomar una decision sobre qué terapia antimicrobiana es la mas
adecuada, se debe tomar en cuenta una prueba de susceptibilidad. Los agentes activos
principalmente utilizados en el tratamiento de infecciones serias causadas por SARM que
presenta resistencia a multiples farmacos incluye: linezolid, daptomicina, tigeciclina, vancomicina
y guinupristina/dalfopristina. Debido a esto, puede ser dificil encontrar una eleccién farmacoldgica
para SARM, porque cominmente estas cadenas han presentado resistencia a la mayoria de los
antibiéticos frecuentemente utilizados.

El tratamiento para las infecciones causadas por S. aureus depende enormemente del
tipo de infeccidn, asi como también la presencia o ausencia de cepas resistentes. En general, la
penicilina sigue siendo la droga de eleccién para aislamientos sensibles (SASM) y se utiliza
vancomicina para cepas de SARM. En algunos casos son necesarias terapias alternativas para

complementar la terapia antimicrobiana. Por ejemplo, el reemplazo de fluidos es frecuentemente
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requerido para la enfermedad mediada por toxinas y la eliminacion de dispositivos externos para
protesis se recomienda en el caso de las infecciones causadas por catéteres o en caso de
endocarditis (Taylor y Unakal, 2017).

Resistencia a los antibidticos. En la actualidad las cepas de S. aureus son resistentes

a un amplio espectro de antibiéticos. La adquisicion de esta resistencia se debe principalmente
al intercambio de genes de manera horizontal que son transportados por elementos genéticos
moviles como plasmidos, transposones (Tn) y secuencias de insercion (IS) (Bustos-Martinez y
col., 2006).

La resistencia a penicilina y a un nuevo espectro mas reducido de farmacos
antimicrobianos resistentes a las penicilinas beta-lactamasas (meticilina, oxacilina) aparecieron
poco después de que se introdujeron en la practica clinica en los afios 1940 a 1960,
respectivamente. La resistencia a la penicilina fue inicialmente confinada a un pequefio nimero
de pacientes hospitalizados, pero ésta se extendié al mismo tiempo que el uso de la penicilina,
primero hacia otros hospitales y después hacia la comunidad. A finales de los 60, mas del 80%
de los aislamientos adquiridos de S. aureus hospitalario y de la comunidad fueron resistentes a
penicilina. Los datos estadisticos mencionados anteriormente fueron recabados a través de la
institucion de Recursos para el Futuro, ubicada en Washington, D.C. y también de los Institutos
Nacionales de la Salud en Bethesda, Maryland, en Estados Unidos (Klein y col., 2007).

Debido a la resistencia a la penicilina de las cepas de S. aureus, a finales de los afios 50
se introdujeron cefalosporinas estables a penicilinasas y penicilinas semisintéticas. Entre éstas
estuvo la meticilina como antibiético de eleccién, medicamento introducido en Europa en 1959.
Sin embargo, al afio siguiente se detectd la primera cepa S. aureus resistente a meticilina
("methicillin resistant Staphylococcus aureus”, MRSA o SARM). Mas tarde, en 1963, se reportd
el primer brote nosocomial causado por cepas SARM. Desde entonces se han notificado cepas
de S. aureus multiresistentes en todo el mundo (Bustos-Martinez y col., 2006).

En Estados Unidos, en muchos hospitales e instalaciones de cuidado e incluso en
comunidades, SARM es endémico e incluso epidémico. Recientes reportes mencionan que las
infecciones asociadas a la comunidad de SARM son la causa principal de enfermedades de la
piel y tejidos blandos (Klein y col., 2007).

Debido a la resistencia a la meticilina, a principios de los afios 90 se introdujo la
vancomicina de manera global como Unico antibiético para el tratamiento de infecciones graves

causadas por SARM. Sin embargo, en el afio de1997 se encontraron cepas con resistencia
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intermedia a la vancomicina (VISA) y en el 2002 se detectaron las primeras cepas resistentes a
este antibidtico ("vancomycin resistant S. aureus”, VRSA) (Bustos-Martinez y col., 2006).

Vibrio cholerae

Generalidades

Vibrio cholerae es una bacteria facultativa anaerdbica, Gram-negativa, en forma de bacilo curvo
que no forma esporas. Es un patégeno humano que se encuentra en aguas costeras y que causa
enfermedades gastrointestinales agudas, principalmente el cllera, que es una gran amenaza
para la salud en paises pobres. Es uno de los patégenos mas importantes por su impacto en la
salud y economia a nivel mundial (Maheshwari y Kiranmayi, 2011).

Dicho microorganismo, esta subdividido en dos serotipos: O1 y no O1. El serotipo O1,
que es el causante del colera pandémico, tiene dos subclases llamadas: El Clasico y El Tor. Por
otra parte, en lo que respecta al serotipo no O1, se considera como no, debido a que no sintetiza
la toxina colérica, sin embargo, en raras ocasiones se le ha relacionado con septicemia,
infecciones de heridas, de oidos, celulitis y fascitis necrotizante. Estos padecimientos son
normalmente observados en pacientes inmunocomprometidos, con diabetes mellitus, falla renal
cronica y didlisis, asi como en pacientes que sufrieron una esplenectomia (Maheshwari y
Kiranmayi, 2011).

El antigeno de superficie principal utilizado en la caracterizacion de este microorganismo
es el antigeno O. De acuerdo con el esquema de tipeo de Sakazaki y Shimada, existen 139
grupos diferentes del antigeno O. Los productores de toxina colérica y causantes de epidemias y
pandemias son los serogrupos O1 y 0139 (Maheshwari y Kiranmayi, 2011).

Los vehiculos mas comunes de esta infeccion en humanos son los mariscos y el agua no
potable. Este microrganismo ha sido aislado de una amplia variedad de muestras como el agua
de mar, sedimentos, plancton, peces y mariscos de ambiente costero y de estuario (Maheshwari
y Kiranmayi, 2011).

Coélera

El célera tiene dos caracteristicas epidemioldgicas distintivas: su tendencia a aparecer en brotes
explosivos, frecuentemente empezando en varios focos distintos simultaneamente, y su

tendencia a causar pandemias que progresivamente afectan muchos paises en varios
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continentes (Maheshwari y Kiranmayi, 2011). Se pueden presentar brotes ocasionales en
cualquier parte del mundo en donde el abastecimiento de agua, la inocuidad de los alimentos o
la higiene sean inadecuados. Naturalmente, se registran mayores riesgos en las comunidades y
entornos sobrepoblados, en donde el saneamiento es deficiente, el agua de beber insalubre y
donde aumenta la posibilidad de transmision de persona a persona (Gonzalez y col., 2011).

Por otra parte, la patogenicidad de V. cholerae esta principalmente asociada con la
secrecidn de varios factores de virulencia como la toxina colérica (CTX), la cual es un complejo
proteico y el pili toxico-regulador (TCP) que le sirve para adherirse al epitelio intestinal. La TC es
responsable de los efectos dafinos de la infeccidn. La estructura de esta toxina esta conformada
por las subunidades A y B, las cuales tienen una funcion especifica. La subunidad B sirve para
unir la holotoxina al receptor celular eucariotico, y la subunidad A posee una funcién enzimatica

que actla intracelularmente (Maheshwari y Kiranmayi, 2011).

Epidemiologiay Fisiopatologia

La infeccién causada por Vibrio cholerae comienza con la ingestion de agua o alimentos
contaminados directa o indirectamente con heces o vomito de una persona infectada. El periodo
de incubacion va desde unas horas a cinco dias, usualmente de dos a tres dias seguidos de
diarrea acuosa aguda, frecuentemente asociada con voOmito, calambres musculares y
complicaciones relacionadas con deshidrataciébn severa; también se pueden manifestar
complicaciones cardiacas y fallas circulatorias que ocurren debido a la pérdida de iones de
potasio. En casos severos, puede ocurrir la pérdida rapida de fluidos (de 500 a 1000 mL) lo cual
resultaria en muerte en menos de 24 horas, si la persona no es tratada rapida y eficientemente

(Maheshwari y Kiranmayi, 2011).

Tratamiento para el Colera. Para llevar a cabo un tratamiento exitoso se requiere una
hidratacion rapida mediante la aplicacion de sales de rehidratacion oral (SRO) o liquidos que se
administren via intravenosa, dependiendo de la gravedad del caso (Gonzalez y col., 2011).

A los pacientes que presentan un alto nivel de deshidratacion se les aplica liquidos
intravenosos, preferiblemente lactato de Ringer y en el caso de antibiéticos, se utilizan agentes
activos como la doxiciclina, tetraciclina, eritromicina, azitromicina, ciprofloxacino y el cotrimoxazol,
que tienen la funcion de disminuir la duracion de la diarrea y los sintomas, el volumen de liquidos

de rehidratacion que se requiera, asi como también para acortar el periodo de excrecion de la
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bacteria. En los nifios menores de 5 afios la administracion de suplementos de zinc tiene una
eficacia demostrada para reducir el nimero de episodios diarreicos sucesivos (Gonzélez y col.,
2011).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda utilizar una Unica dosis de
doxiciclina (300 mg via oral), la tetraciclina de 12.5 mg/kg via oral, cuatro veces al dia durante
tres dias. En el caso de tratamiento pediatrico, se utiliza la eritromicina liquida de 12.5 mg/kg via
oral, cuatro veces al dia durante tres dias. También en personas adultas, se recomienda una
dosis Unica de azitromicina de 1 g, y en nifios una dosis Unica de ciprofloxacino, ambos casos

eficaces para el colera (Gonzalez y col., 2011).

Resistencia a los antibiéticos. En el cdlera, los antibidticos son administrados para
disminuir la duracién de la enfermedad y la expulsion de vibriones vivos en la materia fecal (Maya
y col., 2011). A pesar de los beneficios de los antibiticos para tratar el colera, la OMS recomienda
su aplicacién solo en aquellos casos caracterizados por una grave deshidratacion, debido a la
posibilidad de surgimiento de cepas resistentes (Maya y col., 2011).

Poco después del descubrimiento y utilizacion de los antibidticos en la medicina, la
resistencia aparecio rapidamente en muchos microorganismos excepto en Vibrio cholerae el que
permanecio sensible por muchos afios. Sin embargo, en un estudio de vigilancia realizado a nivel
mundial en 1976, solo el 3 % de las cepas de Vibrio cholerae eran resistentes a los antibiéticos
regularmente administrados. Por lo tanto, este escenario cambié rdpidamente debido a su uso
indiscriminado. Tres afios después, en Bangladesh, cerca del 18% de los aislamientos eran
resistentes a los antibioticos de uso comun. En nuestros dias, diversos estudios han demostrado
un incremento en la prevalencia de resistencia en diferentes regiones geograficas (Ghosh, 2000).

En el afio 2000, en Madagascar, se detectaron aislamientos de Vibrio cholerae resistentes
a trimetroprim/sulfametoxazol, estreptomicina, cloranfenicol, ampicilina, y tetraciclina.

En el afio 2007, en India, los aislamientos de Vibrio cholerae fueron resistentes a
ampicilina, amoxicilina/clavulanico, sulfametoxazol/trimetoprim, aztreonam, polimixina,
metronidazol, &cido nalidixico, neomicina, nitrofurantoina, polimixina B y espectinomicina (Maya
y col., 2011). Debido a esto se buscan nuevos medicamentos antibacterianos, antisecretorios y

vacunas para controlar y prevenir la enfermedad (Ghosh, 2000).
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METODOLOGIA
Disefio Experimental
Este estudio es prospectivo, observacional y descriptivo.
Cepas Bacterianas
En este estudio se utilizaron los siguientes microorganismos: Staphylococcus aureus ATCC
6538P, donado por el Laboratorio de Productos Naturales del Departamento de Ciencias Quimico
Biolégicas de la Universidad de Sonora, y Vibrio cholerae no O1, que fue aislado y caracterizado
por el Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégica y donado por el Laboratorio
Estatal de Salud Publica de Sonora a la Universidad de Sonora.
Medios de Cultivo
Para el crecimiento y desarrollo de Staphylococcus aureus ATCC 6538P, se utilizé agar y caldo
Mueller Hinton (MH). Para el cultivo a Vibrio cholerae no O1, se utiliz6 agar y caldo de Soya
Tripticasa (AST y CST), antes y durante la realizacion de los experimentos.
Preparacion del Inéculo Bacteriano
Se llevé a cabo en un tubo con solucién salina estéril al 0.85 %, a partir de un cultivo de 12 horas
en agar MH o AST, se prepard una suspension bacteriana hasta obtener una densidad 6ptica
(620 nm) de 0.095 + 0.002, igual a la densidad optica del estandar 0.5 de MacFarland (108
UFC/mL) (Velazquez y col., 2007).
Solucion Concentrada del Extracto Metandlico de Propéleos de Caborca (EMPC)
Se pesaron 55.3 mg del propoéleos de Caborca, y esto se llevd a un volumen final del 1 mL de

dimetilsulfoxido (Merck CAS 67-68-5) (DMSO), para obtener una concentracion final de 55,300
pg/mL.
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Solucién de Trabajo de EMPC
A partir de la solucién concentrada de EMPC en dimetilsulfoxido, se realizaron diluciones en caldo
MH para S. aureus ATCC 6538P y en caldo ST para V. cholerae no O1, hasta obtener soluciones
de trabajo en las diferentes concentraciones de prueba que fueron: 1600, 800, 400, 200 y 0.0
pg/mL de EMPC.
Solucion Concentrada de Pinocembrina
Se pesaron 31.7 mg de Pinocembrina (Peso Molecular de Pinocembrina = 256.26 @) la cual se
llevé a un volumen final de 1 mL en dimetilsulféxido (DMSO), para obtener una concentracion
final de 123.70 mM.
Solucién de Trabajo de Pinocembrina
A partir de la solucion concentrada de pinocembrina en dimetilsulféxido, se realizaron diluciones
en caldo MH para S. aureus ATCC 6538 P y caldo ST para V. cholerae no O1, para obtener
soluciones de trabajo en las diferentes concentraciones de 0.8, 0.4, 0.2, 0.0 mM de pinocembrina.
Actividad Antibacteriana

Actividad bactericida

El porcentaje de disminucién de la viabilidad bacteriana se determindé mediante la siguiente
férmula:

Cuenta de bacterias viables después del tratamiento
100 - [< Cuenta inicial > X100 ]

Se considerd actividad bactericida, cuando la concentracion de propéleos o pinocembrina
disminuyeron la viabilidad del inéculo inicial en un 99.9% o redujeron el inéculo inicial en 3 logio
(UFC/mL) a las 24 horas de incubacion. Se consider6 como actividad bacteriostatica una
reduccion menor al 99.9% o menor de 3 logioc en UFC/mL en relacién a la concentracion del

indculo inicial (Pankuch y col., 2003).
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Determinacion de la Minima Concentracion Bactericida

Se determiné por el método de extension en agar para cuenta viable (Madigan y col., 2004). A 4
mL de caldo de cultivo (MH para S. aureus ATCC 6538 P y ST para V. cholerae no O1) y a
distintas concentraciones del EMPC o pinocembrina, se afiadieron 160 pL del inéculo bacteriano
estandarizado. Se llevaron a cabo diluciones seriadas en solucion salina estéril. De cada dilucion
y concentracién se tomaron 50 pL y se extendieron en una placa de agar MH o agar ST, con la
ayuda de un rastrillo microbioldgico estéril. Este proceso se realizé por triplicado. Las placas y los
tubos de prueba se incubaron a 37° C durante 24 horas. Después de la incubacién, se hizo un
recuento de las colonias presentes en las placas, multiplicando las UFC por el factor de dilucién
correspondiente para estimar la concentracion de bacterias vivas en el tubo de prueba (UFC/mL)
en los tiempos de 0, 12 y 24 horas.

El procedimiento anterior, también se llevé a cabo afiadiendo el antibiético gentamicina,

en una concentracion de 12 pg/mL, el cual se utilizé como un control de actividad bactericida.

Analisis Estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva utilizando curvas de viabilidad celular con graficas mediante el
programa Graph Pad Prism Version 3.02.
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RESULTADOS

En este estudio en particular, se llevé a cabo la evaluacién antibacteriana generada por propéleos
de Caborca y el flavonoide pinocembrina sobre la viabilidad de Staphylococcus aureus 6538P y
Vibrio cholerae no Ol1. En las figuras 5, 6, 7 y 8 se muestran el desarrollo normal de los
microorganismos en ausencia y presencia de sustancias antimicrobianas en diferentes
concentraciones. Para ambas cepas, el crecimiento bacteriano se incrementdé de una manera
rapida en una concentracion inicial de tiempo “0” de 10° UFC/mL a 108° UFC/mL a las 24 horas

de incubacion.

Efecto de PC sobre la viabilidad de Staphylococcus aureus

En la figura 4 se observa la actividad antibacteriana de PC frente a cultivos bacterianos de S.
aureus que fueron tratados con diferentes concentraciones, en tres tiempos, los cuales fueron a
las 0, 12 y 24 horas de incubacién. Se observé que PC a las 12 horas de incubacion presentd
efecto bacteriostatico a una concentracion de 1600.0 pug/mL, con una disminucién de UFC de
0.28 logwo y un efecto equivalente a 48.49 % de actividad bactericida (AB). Asimismo, a las 24
horas de incubacion, se observo efecto bacteriostatico por disminuciéon en la viabilidad de 0.52
logio ¥ un porcentaje de actividad bactericida de 69.89 % (Tabla 3 y 4).

10.0-
— PC 0.0 pg/mL
2 75 / —  ——PC 200.0 pg/mL
o = —¢ * =% PC 400.0 pg/mL
5 50 ——PC 800.0 pg/mL
o PC1600.0 ug/mL
én 2.54 Gentamicina12 pg/mL
0.0+
I ] I I
0 6 12 18 24

Tiempo (H)

Figura 4. Efecto de Propoleos de Caborca (PC) sobre la viabilidad de S. aureus 6538P tratado
con diferentes concentraciones durante 24 horas. El antibiotico gentamicina se utiliz6 como
control de actividad bactericida. Los resultados son representativos de al menos tres

experimentos independientes, se grafico la media de analisis triplicados.
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Tabla 3. Actividad bactericida (AB) de PC frente a cultivos bacterianos de Staphylococcus aureus

6538P.
Tiempo Concentracion de prueba, recuento de células viables y % de AB
(horas)
[0.0 pg/mL] [200.0 Desviacion [400.0 Desviacion
pg/mL] Estandar pg/mL] Estandar
0 1'601,333 1'714,666 155,194 2°117,333 220,012.12
12 688°000,000.0 128°561,269 344°800,000 101'820,037 72°933,333  18°094,566
0
24 937,766,666 308°464,201 957°000,000 143'669,760 280°333,333 24°006,943
% AB (12 0% 0% 0%
h)
% AB (24 0% 0% 0%
h)
Tiempo Concentracion de prueba, recuento de células viables y % de AB
(horas)
[800.0 pg/mL] [1600.0 Desviacion Gentamicina  Desviacion
pg/mL] Estandar Estandar
0 1'253,333 1"346,000.00 163,450 1'706,333 93,884
12 9°086,666 693,333 100,664 0 0
24 87901,000 405,333 12,858 0 0
% AB (12 0% 48.49 % 99.9 %
h)
% AB (24 0% 69.89 % 99.9 %
h)

Staphylococcus aureus tratado con diferentes concentraciones de PC durante 24 horas. Los

resultados muestran la media de UFC/mL de andlisis triplicados de tres experimentos

independientes.
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Tabla 4. Expresioén logaritmica del desarrollo de Staphylococcus aureus 6538P frente a diferentes
concentraciones de propéleos de Caborca (PC).

Tiempo (horas) Concentracién de prueba y cuenta viable en Logz1o
[0.0 200.0 400.0 [800.0 [1600.0 [Gentamicina]
Hg/mL] Hg/mL] Hg/mL] Hg/mL] Hg/mL]
0 6.20 6.23 6.32 6.09 6.12 6.23
12 8.83 8.53 7.86 6.95 5.84 0.0
24 8.97 8.98 8.44 6.94 5.60 0.0
Comportamiento 2631 237 1.54 1 0.86 1 0.28 | 0.0
(12 h)
Comportamiento 2771 2751 2121 0.851 0.52 | 0.0
(24 h)

Se muestran los logaritmos de la media de tres experimentos realizados, en donde la flecha (1)
indica un incremento en la poblacién bacteriana, mientras que la flecha (| ) indica una disminucion,

basandose en la formula de actividad bactericida.

Efecto de Pinocembrina sobre la viabilidad de Staphylococcus aureus

Con respecto a la accidon sobre S. aureus, en la figura 6, se muestra que pinocembrina no mostré
actividad antibacteriana de ningun tipo en los tiempos de prueba ensayados a una concentracion
de 0.2 mM; mientras que a la concentracion de 0.4 mM presentd un efecto bacteriostatico por la
reduccién en su cuenta bacteriana en el orden de 0.61 logio equivalente a un porcentaje de
actividad bactericida de 75.37 %. De igual manera, a las 12 horas de incubacion y a la
concentracion de 0.8 mM, pinocembrina si mostré un efecto bacteriostatico en el orden de 2.42
logio equivalente a 99.61 % de actividad bactericida. En esta misma concentracion, a las 24 horas
de incubacién, pinocembrina también mostr6 un efecto bactericida en el orden de 6.33 logio,

equivalente a un 99.9 % de actividad bactericida (Tabla 5y 6).
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—h == Pinocembrina 0.2 mM
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Figura 5. Efecto de pinocembrina sobre la viabilidad de S. aureus 6538P tratado con diferentes
dosis durante 24 horas. El antibiético gentamicina se utiliz6 como control de actividad bactericida.

Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes, se grafico la
media de analisis triplicados.
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Tabla 5. Actividad bactericida (AB) de pinocembrina frente al desarrollo de Staphylococcus aureus

6538P.
-{r;%r:,g)) Concentracion de prueba, recuento de células viables y % de AB
[0.0 mM] Desviacion [0.2 mM] Desviacion [0.4 mM] Desviacion
Estandar Estandar Estandar
0 1'601,333 252,042 1'773,333 113,513 1'667,000 168,377
12 688°000,000 128'561,269 221°466,667 19°752,806 410,500 12,500
24 937°766,666 308°464,201  657600,000 12°315,843 17991,000 112,663
% AB (12 0% 0% 75.37 %
h)
% AB (24 0% 0% 0%
h)
-(rr']irrgzc)) Concentracion de prueba, recuento de células viables y % de AB
[0.8 mM] Desviacion [Gentamicina]  Desviacién
Estandar Estandar
0 2°141,333 472,090 1'706,333 93,884
12 8,233 2,040 0 0
24 0 0 0 0
% AB (12 h) 99.61 % 99.9 %
% AB (24 h) 99.9 % 99.9 %

Staphylococcus aureus tratado con diferentes dosis de pinocembrina durante 24 horas. Los

resultados muestran la media de andlisis triplicados de tres experimentos independientes.
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Tabla 6. Expresién logaritmica del desarrollo de Staphylococcus aureus 6538P frente a diferentes

concentraciones de pinocembrina.

Tiempo (horas)

Concentracién de prueba y cuenta viable en Logio

[0.0 mM]

0 6.20

12 8.83

24 8.97

Comportamiento 2.63 1
(12 h)

Comportamiento 2771
(24 h)

[0.2 mM] [0.4 mM] [0.8 mM] [Gentamicina]
6.24 6.22 6.33 6.23
8.34 5.61 3.91 0.0
8.81 6.29 0.0 0.0
211 0.61 | 242 | 6.23 |

2.57 1 0.07 1 6.33 | 6.23 |

Se muestran los logaritmos de la media de tres experimentos realizados, en donde la flecha (1)

indica un incremento en la poblacién bacteriana, mientras que la flecha (| ) indica una disminucion,

basandose en la formula de actividad bactericida.

Efecto de PC sobre la viabilidad de Vibrio cholerae no O1

En lo que respecta a la accidon sobre Vibrio cholerae no O1, en la figura 6, se observé que PC no

presentd actividad antibacteriana de ningun tipo a ninguna de las concentraciones y tiempos

ensayados. (Tabla 7 y 8).
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Figura 6. Efecto de Propéleos de Caborca (PC) sobre la viabilidad de Vibrio cholerae no O1,
tratado con diferentes concentraciones durante 24 horas. El antibiético gentamicina, se utilizé

como control de actividad bactericida. Los resultados son representativos de al menos tres
experimentos independientes, se grafico la media de andlisis triplicado.
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Tabla 7. Actividad bactericida (AB) de PC frente a cultivos bacterianos de Vibrio cholerae no O1.

Tiempo
(horas)

0
12
24
% AB (12 h)
% AB (24 h)

Concentracion de prueba, recuento de células viables y % de AB

[0.0 pg/mL] Desviacion [100.0 pg/mL] Desviacion
Estandar Estandar
2'517,333 448,095 1'846,666 384,839
549°333,333 101'692,346 237395,667 5°747,872
74°666,667 7°023,769 384°000,000 28°618,176
0% 0%
0% 0%

Tiempo
(horas)

0
12
24
% AB (12 h)
% AB (24 h)

Concentracion de prueba, recuento de células viables y % de AB

[200.0 yg/mL]  Desviacion  [Gentamicina]  Desviacion

Estandar Estandar
2°946,333 272,030 1'039,666 62,803
14°666,667 37055,050 0.0 0.0
37666,666 1'527,525 0.0 0.0
0% 99.9 %
0% 99.9 %

Vibrio cholerae no O1 tratado con diferentes concentraciones de PC durante 24 horas.

resultados muestran la media de analisis triplicados de tres experimentos independientes.
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Tabla 8. Expresion logaritmica del desarrollo de V. cholerae no O1 frente a diferentes
concentraciones de propéleos de Caborca (PC).

Tiempo (horas) Concentracién de prueba y cuenta viable en Logz1o
[0.0 pg/mL] [100.0 pg/mL] [200.0 pg/mL] [Gentamicina]
0 6.40 6.26 6.47 6.01
12 8.73 7.36 7.16 0.0
24 7.87 8.58 6.56 0.0
Comportamiento 2.331 1.11% 0.69 1 6.01 |
(12 h)
Comportamiento 1471 2321 0.09 1 6.01 |
(24 h)

Se muestran los logaritmos de la media de tres experimentos realizados, en donde la flecha (1)
indica un incremento en la poblacién bacteriana, mientras que la flecha (| ) indica una disminucion,

basandose en la férmula de actividad bactericida.

Efecto de Pinocembrina sobre la viabilidad de Vibrio cholerae no O1

En la figura 7, se observa que pinocembrina a una concentracién de 0.8 mM present6 efecto
bactericida a las 12 y 24 horas de incubacion, reduciendo la poblacion de células en un nivel = 3
logio y > 99.9% de actividad bactericida respecto al inoculo inicial, igual al efecto bactericida

presentado por gentamicina (Tabla 9 y 10).

39



10.0-
Pinocembrina 0.0 mM

= 75 T —&— Pinocembrina 0.4 mM
g i — —%— Pinocembrina 0.8 mM
S 5o- —>& Gentamicina12 pg/mL
o
& 25
a4 77
0.0 S
] L] ] ]
0 6 12 18 24
Tiempo (H)

Figura 7. Efecto de pinocembrina sobre la viabilidad de Vibrio cholerae no O1, tratado con
diferentes dosis durante 24 horas. El antibi6tico gentamicina se utilizé como control de actividad

bactericida. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes,
se graficé la media de anlisis triplicados.
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Tabla 9. Actividad Bactericida (AB) de pinocembrina en diferentes concentraciones frente al
desarrollo de cultivos bacterianos de V. cholerae no O1.

-{r;%r:,g)) Concentracion de prueba, recuento de células viables y % de AB
[0.0 mM] Desviacion [0.4 mM] Desviacion
Estandar Estandar
0 2'517,333 448,095 1°409,000 105,531
12 549°333,333 101'692,346  6°004,000 1°006,006
24 74°666,667 7°023,769.2 63'333,333  12'503,333
% AB (12 h) 0.0% 0%
% AB (24 h) 0.0% 0%
-(rr']irrgzc)) Concentracion de prueba, recuento de células viables y % de AB
[0.8 mM] Desviacion  [Gentamicina  Desviacion
Estandar ] Estandar
0 1'733,666 108,794 1°039,666 62,803
12 0.0 0.0 0.0 0.0
24 0.0 0.0 0.0 0.0
% AB (12 h) 99.9 % 99.9 %
% AB (24 h) 99.9 % 99.9 %

Vibrio cholerae no O1 tratado con diferentes concentraciones de pinocembrina durante 24 horas.

Los resultados muestran la media de analisis triplicados de tres experimentos independientes.
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Tabla 10. Expresion logaritmica de cultivos bacterianos de Vibrio cholerae no O1 frente a

diferentes concentraciones de pinocembrina.

Tiempo (horas) Concentracién de prueba y cuenta viable en Logz1o
[0.0 mM] [0.4 mM] [0.8 mM] [Gentamicina]
0 6.40 6.14 6.23 6.01
12 8.73 6.77 0.0 0.0
24 7.87 7.80 0.0 0.0
Comportamiento 2.331 0.63 1 6.23 | 6.01 |
(12 h)
Comportamiento 1471 1.66 1 6.23 | 6.01 |
(24 h)

Se muestran los logaritmos de la media de tres experimentos realizados, en donde la flecha (1)
indica un incremento en la poblacién bacteriana, mientras que la flecha (| ) indica una disminucion,

basandose en la férmula de actividad bactericida.
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DISCUSION

Se conoce que los efectos farmacoldgicos de propdleos se determinan por su composicion
quimica y dependen del lugar de recoleccion, el tipo de vegetacion, temporada del afio y de la
especie de abeja colectora. Por lo tanto, la variedad y complejidad de los propéleos es muy
amplia. Esta diversidad quimica se relaciona directamente con su bioactividad y usos potenciales
(Guzman-Guitiérrez y col., 2018; Nina y col., 2015).

Diferentes estudios han reportado las importantes propiedades que posee el propoleos en
beneficio a la salud incluyendo actividad antibacteriana, antiviral, antifingica, de
inmunomodulacion, antitumoral y antiinflamatoria. Asimismo, que se utiliza para el tratamiento de
diversas infecciones. En lo referente a la accion bactericida de sus extractos, se ha demostrado
gue es efectivo principalmente frente a bacterias Gram-positivas como Staphylococcus aureus y
Streptococcus spp, asi como también en bacterias Gram-negativas como Pseudomonas
aeruginosa y Proteus (Albino-Tautiva y col., 2017; Enriquez y col., 2004; Fierro, 2000).

Velazquez y colaboradores (2007) evaluaron la actividad antibacteriana de los principales
componentes quimicos del propéleos de Sonora: rutina, pinobanksina, naringenina, hesperetina,
pinocembrina, 3-0 acetato de pinobanksina, CAPE, xhantomicrol, crisina, galangina, acacetina y
3-0 demetoxisudaquitin, los cuales fueron identificados mediante espectrometria de masas y
HPLC contra Escherichia coli (ATCC 25922), y Staphylococcus aureus (ATCC 6538P). Y se
obtuvo que los constituyentes del propéleos CAPE, pinocembrina, 3-0 acetato de pinobanksina y
naringenina mostraron una importante actividad inhibitoria en el crecimiento de S. aureus. El
CAPE exhibio el mas alto efecto inhibitorio en el crecimiento bacteriano en una concentraciéon de
0.1 mmol/L, la pinocembrina en una concentracion de 0.4 mmol/L, el 3-0 acetato de pinobanksina
en una concentracion de 0.8 mmol/L y naringenina en una concentracion de 0.8 mmol/L.

IfAigo y Soto (2009) evaluaron la actividad bactericida del propéleos de Ures y el éster
fenetilico del acido cafeico (CAPE) frente a S. aureus 6538P y Vibrio cholerae no O1. Ellos
encontraron actividad bactericida del propéleos frente a ambos microoganismos a
concentraciones que fluctuaron entre 100 y 200 ug/mL, siendo mas sensible S. aureus. También
el CAPE present0 actividad bactericida frente a S. aureus y V. cholerae a una concentracion de
0.4 mM.

Navarro y colaboradores (2013) llevaron a cabo un estudio en el cual se evalu¢ la actividad
antibacteriana de los principales componentes quimicos de los propéleos de Sonora: rutina,
pinobanksina, naringenina, hesperetina, pinocembrina, 3-0 acetato de pinobanksina, CAPE,

xanthomicrol, crisina, galangina, acacetina y 3-0 demetoxisudaquitin, los cuales fueron
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identificados mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y espectrometria de
masas contra Vibrio cholerae serotipo Inaba y Vibrio cholerae no O1. Los constituyentes del
propoleos galangina, CAPE, pinocembrina, hesperetina y naringenina mostraron una actividad
inhibitoria importante en el crecimiento de ambas cadenas de V. cholerae probadas. Galangina y
CAPE en una CMlg 0.05-0.1 mmol/L y 0.2 mmol/L respectivamente mostraron el mas alto efecto
inhibitorio en el crecimiento bacteriano. La pinocembrina en una CMlg a 0.4 mmol/L, hesperetina
en una CMlg de 0.4 a 0.8 mmol/L, y naringenina en una CMIg de 0.8 mmol/L mostraron una
actividad anti-Vibrio moderada. Crisina en una CMlg,>0.8 mmol/L y acacetina en una CMIlg > 0.08
mmol/L mostraron muy baja actividad inhibitoria contra las cadenas probadas de V. cholerae.
Rutina no presento ningun efecto importante en el crecimiento de V. cholerae serotipo O1.

En el presente trabajo se determind la actividad que ejerce el PC y la pinocembrina frente
a Staphylococcus aureus y Vibrio cholerae no O1. En lo que respecta a PC frente a S. aureus los
resultados mostraron efectos bacteriostaticos dependientes de la concentracién. Por otra parte
pinocembrina a la mas alta concentracion ensayada (0.8 mM), mostré6 un efecto bactericida
también dependiente de la concentracion frente a dicha bacteria. Y en el caso de PC frente a
Vibrio cholerae no 01, los resultados indicaron que no hubo actividad antibacteriana de ningan
tipo en las concentraciones y tiempos ensayados. Por el contrario, pinocembrina, demostro tener
un efecto bactericida a la concentracion mas alta ensayada (0.8 mM), actuando de igual forma
gque gentamicina que fue utilizada como control bactericida.

La pinocembrina es un producto natural con peso molecular pequefio y es un constituyente
activo biolégicamente de la miel, un nutriente comestible, el cual garantiza seguridad en la
administracion a largo plazo como medicamento, combinado con su costo y un futuro potencial
terapéutico, haciéndola un agente ideal junto con sus derivados con mejoras farmacocinéticas y
farmacodinamicas que pueden fomentar futuros avances. Muchos estudios han mostrado que la
pinocembrina induce apoptosis de varios tipos de células cancerigenas, pero los mecanismos de
accion no se han dilucidado (Rasul y col., 2013).

Rasul y colaboradores (2013) sugieren que la pinocembrina es un buen medicamento
farmacologico con potencial antioxidante, antiinflamatorio, antitumoral y propiedades
antimicrobianas. También sugieren que este compuesto puede establecerse como una aplicacién
directamente medicinal, como agente farmaceéutico o puede servir como plantilla quimica para el
disefio, sintesis y semi-sintesis de nuevas sustancias para el tratamiento de enfermedades en
humanos. Otros estudios y juicios clinicos son necesarios para determinar sus sitios intracelulares
especificos de accion y blancos derivativos para poder entender completamente los mecanismos

antiinflamatorio, anticancerigeno y sus efectos apoptoticos para de esta manera poder dilucidar
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su aplicacion en futuros compuestos medicinales para esclarecer el rol potencial de la

pinocembrina como un agente medicinal en la prevencién y tratamiento de varias enfermedades.
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CONCLUSIONES

El propdleos de Caborca presenta efectos bacteriostaticos dependientes de la concentracion
frente a Staphylococcus aureus 6538P y Vibrio cholerae no O1.
El flavonoide pinocembrina presenta efectos bactericidas dependientes de la

concentracion frente a ambas especies bacterianas ensayadas.

46



RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar:

¢ La actividad bactericida de propdleos de otras regiones de Sonora y de otros flavonoides.

e La actividad in vivo de propéleos de Sonora y sus constituyentes.

e La actividad bactericida de propoleos de Sonora y sus constituyentes frente a otras
especies microbianas.

e El efecto sinérgico de combinaciones de constituyentes de propdleos frente a diversas
especies bacterianas.

e El efecto sinérgico de combinaciones de pinocembrina y antibiéticos frente a diversas

especies bacterianas.
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