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Resumen

La actividad antibacteriana de los propdleos se relaciona con el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides; sin
embargo, no todos los propdleos presentan esta propiedad debido a la ausencia o baja cantidad de estos compuestos,
pero se puede incrementar con la adicién de chalconas sintéticas. Se sintetizaron tres chalconas: 1,3-difenilpropil-2E-1-
ona (PLCR-1); y dos andlogos con sustituyentes hidroxilo: 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-(2,4,6-trihidroxifenil)prop-2E-en-1-ona
(PLCR-2) y 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-(2,4-dihidroxifenil)prop-2E-en-1-ona (PLCR-3) que se adicionaron en distintas
proporciones a dos propéleos, uno del estado de Guanajuato (sin flavonoides) y otro del Estado de México (con
flavonoides) para evaluar la actividad antibacteriana contra cepas de referencia de Staphylococcus aureus y de
Escherichia coli, utilizando el método Kirby Bauer. Los resultados muestran que uUnicamente la chalcona PLCR-3
potencializé el efecto antibacteriano de ambas muestras frente a S. aureus. El incremento de la actividad antibacteriana
de un propdleo con la adicién de chalconas sintéticas esta en relacién con el microorganismo evaluado y la proporcién
utilizada.
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Abstract

The antibacterial activity of propolis is related to the content of phenolic compounds and flavonoids; however, not all
propolis present this property because of the absence or low amount of these compounds, but it can be increased with
the addition of synthetic chalcones. Three chalcones were synthesized: 1,3-diphenylpropyl-2E-1-one (PLCR-1); and two
hydroxyl-replaced analogues: 1-(3,4-dihydroxyphenyl)-4-(2,4,6-trihydroxyphenyl)prop-2E-en-1-one (PLRC-2) and 1-(3,4-
dihydroxyphenyl)-4-(2,4-dihydroxyphenyl)prop-2E-en-1-one (PLRC-3) that were added in different proportions to two
propolis, one from the State of Guanajuato (without flavonoids) and another from the State of Mexico (with flavonoids)
aiming to evaluate antibacterial activity against reference strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli, using the
Kirby Bauer method. The results show that only PLCR-3 chalcone strengthened the antibacterial effect of both samples
against S. aureus. The increase of the antibacterial activity of a propolis with the addition of synthetic chalcones is relative
to the evaluated microorganism and the proportion used.
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Introduccion

El propdleo es un material resinoso que elaboran las abejas a partir de resinas de distintas especies
botanicas y que son modificadas con sus secreciones salivales para transportarlas al interior de la colmena
con el fin de utilizarlo como material de construccién, bloqueo de agujeros y grietas, como defensa quimica
contra los microorganismos y como embalsamador de intrusos que han muerto en la colmena y que son
demasiado grandes para ser eliminados por ellas (Naggar et al,, 2016; Rodriguez-Pérez, Canales-Martinez,
Penieres-Carrillo & Cruz-Sanchez, 2020). Este producto ha sido utilizado en la medicina tradicional durante
siglos por varias civilizaciones para tratar resfriados, heridas y ulceras debido a sus propiedades anestésicas
antisépticas y locales. Los egipcios lo usaron para embalsamar a sus muertos y, mas recientemente, fue
utilizado en diferentes guerras para curar heridas y la regeneracién de tejidos (Bankova, 2005; Sforcin,
2016).

Se ha sefialado la presencia de, al menos, 300 compuestos en su composicion: resinas (50%), ceras
(30%), aceites esenciales (10%), polen (5%) y otros compuestos orgdnicos (5%) (Gémez-Caravaca, Gémez-
Romero, Arraez-Roman, Segura-Carretero & Fernandez-Gutiérrez, 2006; Roman, Madras-Majewska &
Popiela-Pleban, 2011) que difieren en concentracién, dependiendo del origen geografico, botanico y de la
época de recolecciéon del propdleo (Sforcin & Bankova, 2011) y que presentan un efecto sinérgico que es
esencial para las actividades bioldgicas como antibacteriana, antifungica, antiviral, antioxidante,
inmunomoduladora, pro-inflamatoria y antinflamatoria. Se considera que la actividad bioldgica del
propodleo en la reparacion de heridas y la regeneracion de tejidos puede estar correlacionada con sus
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras y que estan relacionadas con la
cantidad de compuestos bioactivos presentes en la resina y que pueden ser inhibitorias o estimulantes
(Fischer et al., 2007; Miguel, Nunes, Dandlen, Cavaco & Antunes, 2014; Sforcin, 2016; Soto-Vasquez, 2015).
La actividad antimicrobiana es una de las propiedades constatadas en los propodleos debido a la presencia
de diferentes flavonoides como pinocembrina, quercetina, naringenina, acacetina, apigenina, crisina,
galangina, kaempferol y pinobanksina, principalmente (Vargas-Sanchez et al., 2014).

Por otro lado, las chalconas son compuestos organicos (metabolitos secundarios) distribuidos en la
naturaleza y pertenecientes a la familia de los flavonoides con distintas actividades bioldgicas como
antimicrobianas, antifingicas, antioxidantes, antivirales, anticancerigenas, antiinflamatorias, inhibidoras
enzimaticas, precursoras de sustancias téxicas, formacién de pigmentos y filtros solares, mecanismos de
fotosensibilizacién y de transferencia de energia (Sapra, Sharma, Bhalla & Dhar, 2016). La estructura
quimica de una chalcona se muestra en la figura 1. Esta se caracteriza por un anillo aromatico en cada
extremo de una cadena de tres dtomos de carbono con sistema carbonilico «,B-insaturado (1,3-difenil-2E-
propen-1-ona) (Blanco et al, 2016). Este sistema carbonilico, la cantidad y posicién de sustituyentes
quimicos determinan el amplio rango de su actividad bioldgica (Blanco et al., 2016; Diaz-Tielas, Graria,
Reigosa & Sdnchez-Moreiras, 2016; Mahapatra & Bharti, 2016; Singh, Anand & Kumazr, 2014).

O

Figura 1. Estructura quimica general de las chalconas (1,3-difenilprop-2E-en-1-ona).
Fuente: Insuasty-Obando, 2016.
Las chalconas se pueden obtener en el laboratorio a partir de sintesis quimica, mediante la
condensacion de Claisen—Schmidt, siendo este uno de los métodos que mas se han estudiado y utilizado
para su formacioén entre un compuesto de tipo acetofenona con un aldehido aromatico adecuado (Blanco
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etal, 2016), por catalisis con un acido (figura 2) o una base, seguido de una deshidratacién para producirlas
(Chetana, Mahajan & Suvarna, 2009).
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Figura 2. Mecanismo de reaccion para la sintesis de chalconas en medio &cido
Fuente: Chetana et al., 2009.

El objetivo de esta investigacion es evaluar la actividad antibacteriana de tres chalconas sintéticas:
1,3-difenilpropil-2E-1-ona (PLCR-1) y dos analogos con sustituyentes hidroxilo: 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-
(2,4,6-trihidroxifenil)prop-2E-en-1-ona (PLCR-2) y 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-(2,4-dihidroxifenil)prop-2E-
en-1-ona (PLCR-3) al adicionarse en distintas proporciones a dos propdéleos, uno del estado de Guanajuato
(sin flavonoides) y otro del Estado de México (con flavonoides) contra cepas de referencia de
Staphylococcus aureus y de Escherichia coli, utilizando el método Kirby Bauer.

Materiales y Métodos
Productos quimicos

Todos los reactivos, solventes y estandares se adquirieron en Sigma-Aldrich® (México). Para los ensayos
microbioldgicos, los medios de cultivo utilizados se adquirieron en Becton Dickinson (México).

Sintesis de chalconas

La metodologia se realizé utilizando la reaccién de condensacidon de Claisen-Schmidt. En un matraz bola
de 250 ml de fondo redondo equipado con un agitador magnético, se colocd la acetofenona y el
benzaldehido correspondiente, a una concentracion de 0.01 M cada una y se ariadié 10 ml de hidréxido de
sodio (0.1 M) durante 30 min, manteniendo la temperatura de reaccién entre 20 °C y 25 °C, utilizando un
bario de hielo. La mezcla de reaccion se dejo en agitacidon constante por cinco horas y posteriormente se
neutralizé con acido clorhidrico (0.1 N), hasta la formacién de un precipitado que se filtré y se seco a
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temperatura ambiente. El producto fue purificado utilizando cromatografia en columna (silica gel y
hexano:acetato de etilo en proporcion de 8:2) para la obtencién de las chalconas puras. Los puntos de
fusiéon se determinaron en un dispositivo Buchi B-450 y no se corrigieron, se compararon en la base de
datos del sistema SciFinder (Chetana et al.,, 2009; Hormaza, Arbeldez & Montes, 2009).

Recoleccién de propdleos

Las muestras de propdleos en grefia se recolectaron en el mes de septiembre del afio 2015 (cosecha de
verano). El propodleo procedente del Estado de México corresponde al apiario de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan (UNAM) (192 41' N, 99° 11' O, 2260 msnm) y se recolectd utilizando mallas plasticas.
El otro propdleo empleado corresponde al municipio de San José Iturbide, Guanajuato (212 07" N, 1002 32’
O, 2100 msnm), recolectado por el método de raspado. Las muestras se acondicionaron eliminando las
impurezas visibles, tales como virutas de madera, restos de abejas, pinturas, vegetales, entre otros;
posteriormente, fueron protegidas de la luz y mantenidas a 4 °C hasta su utilizacién.

Obtencion del extracto etandlico de propdleo (EEP)

La obtencion del extracto etandlico se realizé como lo establece la Norma Oficial Mexicana: NOM-003-
SAG/GAN-2017, Propdleos, produccidn y especificaciones para su procesamiento (Diario Oficial de la
Federaciéon [DOF], 2017). Se pesaron 25 g de los propdleos en grefia libres de impurezas en una balanza
analitica (marca AND, modelo HR200, Japén), se afiadieron 75 ml de etanol al 70%, sometiendo la mezcla a
extracciéon utilizando un ultrasonicador (Branson, CPX1800H, Danbury, Estados Unidos) con dos ciclos de
30 min. El extracto obtenido se separd por filtracidn, y el filtrado resultante se concentré utilizando un
rotavapor (Science MED, SM100-PRO, Finlandia); posteriormente, se dejé a sequedad utilizando una bomba
de vacio para eliminar los residuos de etanol. El extracto seco se mantuvo almacenado protegido de la luz
y en refrigeracion a 4 2C hasta su utilizaciéon (DOF, 2017; Trusheva, Trunkova & Bankova, 2007).

Cuantificacion de compuestos fendlicos

Para medir la cantidad de compuestos fendlicos, se utilizé el método de Folin-Ciocalteu (FC) con base en
una reaccién colorimétrica de o6xido-reduccidon. Las muestras de propodleo se prepararon a una
concentracion de 0.05 mg/ml y se utilizé acido gdlico como estandar (Sigma-Aldrich) para la curva de
calibraciéon de 6.25 pg/ml a 200 pg/ml. La metodologia se realizdé como lo indican Rodriguez-Pérez et al.
(2020), y los resultados se expresaron en porcentaje (%) (DOF, 2017).

Cuantificacion de flavonoides

Para la cuantificaciéon de los flavonoides presentes se utilizé el método colorimétrico del tricloruro de
aluminio (AlClz) con formacién de complejos de transferencia de carga aluminio-flavonoides. Se prepard
una curva de calibracion de 1 pg/ml a 90 pg/ml utilizando quercetina como material de referencia, las
muestras a evaluar se prepararon a una concentracion de 0.05 mg/ml La metodologia se realizé como lo
indican Rodriguez-Pérez et al. (2020) y los resultados se expresaron en porcentaje (%) (DOF, 2017).

Cromatografia de Gases acoplada Espectrometria de Masas (CG-EM)

El andlisis de los extractos etandlicos fue realizado en un cromatégrafo de gases (modelo 5975C, Agilent
Technologies®, Pennsylvania, USA) acoplado a un espectrometro de masas (Agilent Technologies, 5975C
Agilent Technologies®, Pennsylvania, USA) utilizando una columna capilar HP-5MS (30 m x 0.25 mm) y
con grosor de pelicula de 0.25 mm (J&C Scientific, Agilent Technologies®, Pennsylvania, USA). Elvolumen
de inyeccidon fue de 1 yL en modo Split. Las condiciones de separacién utilizadas fueron, al inicio, una
temperatura de 70 °C por dos minutos con dos incrementos de rampa, el primero de 20 °C por minuto hasta
alcanzar los 230 °C y el segundo fue de 8 °C por minuto hasta llegar a los 280 °C, manteniéndose por cinco
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minutos. El tiempo total de andlisis fue 21.25 min. El rango de masa detectado fue de 35 m/z a 750 m/z, la
muestra fue ionizada por impacto electrénico a 70 €V, y la temperatura alcanzada por la fuente de
ionizacién fue de 230 °C. La identificacién de los compuestos fue llevada a cabo por comparacién con la
biblioteca de la base de datos del National Institute of Standards and Technology (NIST) version 8.0 (Rivera-
Yariez et al., 2017).

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC-DAD)

Las muestras se analizaron en un cromatégrafo HPLC Hewlett-Packard HP modelo 1100 (Hewlett-Packard,
Wilmington DE, Estados Unidos) con un detector de matriz de diodos (DAD) 1100 operado con ChemStation
AQ0903 utilizando una columna Discovery C-18. Como fase movil se utilizdé una mezcla de
metanol:acetonitrilo:agua (25:25:50) acidificada con acido férmico (1%), a una corrida de 60 min,
separacion isocratica a 269 bar de presién y un rango de temperatura de 23 °C; velocidad de flujo, 1 ml/min;
matriz de detectores de diodos con ajuste del detector a 260 nm y escaneo completo de 200 nm-400 nm.
Se inyectaron 30 pL del extracto de propdleo (3 mg/ml). Los constituyentes se identificaron con base a una
comparacion del tiempo de retencion y el espectro UV con estandares (Rivera-Yariez et al., 2018).

Evaluacion de la actividad antibacteriana

La evaluacién antimicrobiana se realizé mediante el método de difusiéon en disco (Kirby-Bauer)
(Kiehlbauch et al., 2000) empleando los siguientes microorganismos: Staphylococcus aureus ATCC 6538 y
Escherichia coli ATCC 8739, proporcionados por el Laboratorio de Bioprospeccidén Microbioldgica de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.

Preparacion de los discos de papel filtro (sensidiscos)

Este procedimiento se realizé como se describe en la normatividad mexicana (DOF, 2017). Se impregnaron
discos de papel filtro estériles con 6 mg/10 yL de la muestra a evaluar. Como testigo negativo se utilizaron
discos impregnados con etanol al 70%, y como testigo positivo se utilizé un sistema de Multidiscos®
combinados que contiene 12 antibidticos (BIORAD, Cat 200902260018).

Los indéculos bacterianos se prepararon a partir de crecimientos en caldo Mueller-Hinton (MH), que
fueron estandarizados utilizando un espectrofotémetro UV-Vis (DLAB, SP-UV1000, China) a una longitud
de onda de 625 nm con lecturas de absorbancia entre 0.08-0.12. Se procedid a realizar un sembrado masivo
sobre placas de agar MH suplementado con 2% de glucosa y 0.5 yg/mL de azul de metileno, colocando los
discos impregnados con las muestras a evaluar, los testigos negativos y positivos. Se incubaron por 24 h a
37 °C; transcurrido el tiempo, se midieron los halos de inhibicién y se reportaron en mm (Clinical and
Laboratory Standards Institute [CLSI], 1999; DOF, 2017).

Actividad antibacteriana del EEP con la adicidn de chalconas sintéticas

Se realizaron modificaciones a las metodologias utilizadas para los ensayos de evaluacion de sinergia entre
EEP y antimicrobianos (Mirzoeva, Grishanin & Calder, 1997; Stepanovié, Antié, Daki¢ & Svabié¢-Viahovié,
2003).

Este ensayo se realizd preparando diferentes concentraciones de EEP de 1 mg/mla 5 mg/mly una
concentracion de 1 mg/ml para cada chalcona. Se realizaron los célculos quimicos necesarios para tener

cada una de las siguientes combinaciones entre cada chalcona con cada EEP:

Combinacién 1: una parte de chalcona/una parte de EEP (1:1);
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Combinacién 2: una parte de chalcona/dos partes de EEP (1:2);
Combinacién 3: una parte de chalcona/tres partes de EEP (1:3);
Combinacién 4: una parte de chalcona/cuatro partes de EEP (1:4); y
Combinacién 5: una parte de chalcona/cinco partes de EEP (1:5).

Se impregnaron discos estériles con 10 pL de cada combinacién y se realizé el procedimiento para
evaluar la actividad antibacteriana como se describid con anterioridad.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en las especificaciones quimicas se analizaron mediante la prueba estadistica de
analisis de varianza (ANOVA), empleando un nivel de significancia de p < 0.05 utilizando el programa
estadistico GraphPadPrism 7.04.

Resultados y Discusion
Sintesis de chalconas

Se obtuvieron tres productos: la chalcona 1,3-difenilpropil-2E-1-ona (PLCR-1) y dos analogos con
sustituyentes hidroxilo en los anillos A y B: 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-(2,4,6-trihidroxifenil)prop-2E-en-1-ona
(PLCR-2) y 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-(2,4-dihidroxifenil)prop-2E-en-1-ona (PLCR-3) (figura 3).

(o} (] o]
N
PLRC-1

1,3-Difenilprop-2E-en-1-ona

OH O 0 OH [0}
OH
+
HO OH OH HO OH OH
PLRC-2
1-(3,4-Dihidroxifenil)-4-(2,4,6-trihidroxifenil)prop-2E-en-1-ona

OH O (|) OH 0]
OH OH
O e 0
+
HO OH HO OH

PLRC-3
1-(3.4-Dihidroxifenil)-4-(2,4-dihidroxifenil)prop-2E-en-1-ona

Figura 3. Sintesis general de chalconas PLCR 1-3.
Fuente: Elaboracion propia.
Los porcentajes de rendimiento fueron satisfactorios con un valor promedio de 85% (tabla 1), lo cual
esde gran importancia debido a que se utilizan catalizadores selectivos y que no afectan al medio ambiente,
ademads de ser métodos mas rapidos y eficientes (Rodriguez et al., 2019).
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Tabla 1. Especificaciones de las chalconas sintetizadas.

PLCR-1 PLCR-2 PLCR-3
Cristales amarillos Polvo café Polvo rojo
3

Aspecto

Peso obtenido (g) 13 5 6.7
Rendimiento (%) 88 71 96

Punto de fusién no corregido (°C) 47 100 230

Punto de fusién publicado (°C) 5557 Estos datos no se encuentran reportados en la base del sistema

SciFinder, considerando que son compuestos Nuevos.

Fuente: Elaboracion propia.
Composicion quimica de los propéleos

Los principales responsables de la actividad bioldgica de los propdleos son los compuestos fendlicos y
flavonoides, que estan en relacién con la fuente vegetal, el método y la época de recoleccidon y clima de la
regién (Delgado, Andrade & Ramirez, 2018).

Parala produccién y recoleccion de la muestra del Estado de México (EM) se utilizan mallas plasticas,
lo que evita la manipulacion de la resina y que su composicion quimica no sea alterada, cumpliendo la
normatividad mexicana (DOF, 2017). Los resultados de la composicion quimica de ambos propdleos se
muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Composicién quimica de los propdleos mexicanos estudiados.

Muestra % Fenoles % Flavonoides
Cuautitlan Izcalli, Estado de México 12.9 + 0.0012 5.4 +0.0012
San José Iturbide, Guanajuato 7.5 +0.002> 1.8 +0.74>
Pardmetro establecido en la NOM Minimo 5% Minimo 0.5%

* Cada valor es la media + desviacion estandar.
Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados obtenidos por cromatografia muestran la presencia de flavonoides, acidos grasos y
cetonas (tabla 3, figura 4 y 5), que concuerdan con lo reportado por otros autores en estudios realizados a
muestras del mismo apiario (Flores, 2016; Gonzalez-Burquez et al,, 2018; Londofio-Orozco et al., 2010;
Rodriguez-Pérez et al., 2020).

Tabla 3. Constituyentes del propdleo del Estado de México detectados por Cromatografia de Gases
acoplado a Espectrometria de Masas.

TR % Compuesto o o
Pico - propuesto por la Clas;f'iz;z;on Actividad bioldgica Referencia
(min) Total base de datos q
- - - Fragancias en cosméticos, National Center for Biotechnology
1 23.707 5.5 Acido palmitico Acido graso saborizante Information (NCBI) (2018a)
2 25.094 2.9 2-Nonadecanona Cetona Antibacteriana Mihigo, Masesane, Sichilongo &

Ndombele (2015)
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3 25.801 35 Acido oleico

4 29.594 68 Pinocembrina

Acido graso Cardioprotector
Antimicrobiana, antioxidante,

Flavonoide . L
antiparasitaria

NCBI (2018b)

Loépez, Ming & Towers (2002);
Rasul et al. 2013

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 4. Cromatograma de gases correspondiente al propdleo de Cuautitldn Izcalli, Estado de México.
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Figura 5. Espectros de absorcién UV-Vis de los flavonoides detectados en el propéleo del Estado de México por HPLC-DAD y
estructuras quimicas entre 200 nm y 425 nm. Linea roja: espectro de absorcion del estdndar, linea azul: espectro de la muestra.

Fuente: Elaboracion propia.

En el caso del propdleo de Guanajuato (G), se utilizo la técnica de raspado y se relaciona con la
deteccion de iinicamente un terpeno presente en los aceites esenciales del mezquite (Prosopis glandulosa
Torr.), la (E)-a-Damascona (tabla 4) (Garcia-Andrade et al, 2013). Rodriguez-Pérez et al. (2020) reportan
resultados similares a este estudio, pudiendo justificar que la presencia de terpenos en los propdleos de este
apiario se debe a la produccién y recoleccion en verano y otofio, como lo reportan Bankova et al. (2016). En

la técnica de HPLC-DAD no hubo coincidencias entre lo detectado y la base de datos del equipo.
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Tabla 4. Constituyentes del propodleo de San José Iturbide, Guanajuato, caracterizado por CG-EM.

TR %
Pico__— " Compuesto propuesto por la base de datos  Clasificacién quimica  Actividad biolégica Referencia
(min) Total
1 29.166 18.8 (E)-a-Damascona Terpeno Antimicrobiana NIST (2011)

Fuente: Elaboracién propia.
Actividad antibacteriana

Los resultados de la evaluacion de la actividad antibacteriana contra S. aureus, empleando los dos EEP y las
chalconas PLRC 1-3, de manera individual, y de las combinaciones A-E de las chalconas:EEP, se muestran en la
tabla 5. Se observa diferencia significativa entre los halos de inhibicién de los testigos positivos y las muestras
estudiadas. El efecto del extracto del EM sobre S. aureus se incrementd al adicionar las chalconas
hidroxisustituidas PLRC-2 y PLRC-3, siendo mas efectiva la PLRC-3 en proporciéon 1:1 y 1:5, al tener un halo de
inhibicién de 14 mm, superior al obtenido por el extracto de propdleo de 12 mm y por la chalcona de manera
individual (9.7 mm).

Tabla 5. Actividad antibacteriana de los extractos de propdleos y las chalconas, de forma individual,
y de la adicidn de las chalconas 1-3 a los EEP, frente a Staphylococcus aureus.

Sustancia evaluada Halo de inhibicién (mm)
Amikacina (30 ug) 9.8 +0.82
Ampicilina (10 pg) 0
Cefalotina (30 pg) 0
Ceftriaxona (30 ug) 0
Cloranfenicol (30 pg) 12.0 + 0.6°
Dicloxacilina (1 pg) 8.5 +0.5¢
Enoxacina (10 pg) 0
Eritromicina (15 pg) 0
Gentamicina (10 ug) 10.0 + 0.6¢
Netilmicina (30 pg) 0
Penicilina (10 U) 0
Trimetoprim-Sulfametoxazol (25 pg) 0

Etanol al 70% 0

Extracto de Estado de México (EM) 12.0 £ 0.0
Extracto de Guanajuato (G) 12.0 + 0.6°
PLRC-1 0

PLRC-2 14.3 + 0.6¢
PLRC-3 9.7 £ 0.6

Actividad antibacteriana de los EEP con la adicién de chalconas
Halo de inhibicién (mm)

Combinacién evaluada PLRC-1 PLRC-2 PLRC-3
(Chalcona: EEP) EM G EM G EM G
01:01 0 0 9.7 +0.6° 11.3+1.22 13.7 £ 1.22 14.0 + 1.0
01:02 0 0 11.0 £+ 1.0 0 7.3 +0.6° 7.3 +0.6°
01:03 0 0 0 0 10 + 0.0¢ 8.0 +0.0°
01:04 0 9.7 +0.6° 0 0 10 + 0.0¢ 11.3 £ 0.6¢
01:05 9.0+1.0 9.3+0.6° 10.0 £ 0.0 7.0 +1.0° 14.0 + 1.0 11.0 + 1.0¢
*Cada valor es la media + desviacion estandar, n = 3; Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). EM: Estado de

México, G: Guanajuato
Fuente: Elaboracién propia.

El efecto del EEP de G sobre esta bacteria se presentd al adicionar la PLRC-3 en proporcién 1:1, con
un incremento en el didmetro del halo de inhibicién (14 mm). Es importante mencionar que el efecto
antibacteriano presentado con las proporciones 1:2, 1:3, 1:4 y 1:5 no puede relacionarse exclusivamente con

9
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la chalcona, pues se encuentra en menor proporcion, siendo importante realizar la determinacién de la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB).

Los resultados de la evaluacidon de la actividad antibacteriana empleando los dos EEP y las chalconas
PLRC 1-3, de manera individual contra E. coli, se muestran en la tabla 6. En el caso de la muestra del EM
frente a E. coli, se presentan halos de inhibicién con la adicién de las chalconas hidroxisustituidas, pero
que no son superiores al que presentan las chalconas de manera individual No se presentd
potencializacion con el propodleo de G frente a E. coli, unicamente un halo de inhibicién en la mezcla EEP
G + PLCR-2 en proporcidn 1:1, sin diferencia significativa al halo generado por la chalcona.

Tabla 6. Actividad antibacteriana de los extractos de propdleos y las chalconas, de forma individual,
y de la adicidén de las chalconas 1-3 a los EEP, frente a Escherichia coli.

Sustancia evaluada Halo de inhibicién (mm)
Amikacina (30 ug) 17.0 + 0.6°
Ampicilina (10 pg) 0.0
Cefalotina (30 pg) 0.0
Ceftriaxona (30 pg) 25.0 £+ 1.0°
Cloranfenicol (30 pg) 28.0 + 0.6"
Dicloxacilina (1 pg) 0.0
Enoxacina (10 pg) 0.0
Eritromicina (15 pg) 0.0
Gentamicina (10 ug) 14.0 + 1.0¢
Netilmicina (30 pg) 18.0 + 0.624
Penicilina (10 U) 0.0
Trimetoprim-Sulfametoxazol (25 pg) 30.0 + 0.6°
Etanol al 70% 0.0
Extracto de Estado de México (EM) 0.0
Extracto de Guanajuato (G) 0.0

PLRC-1 0.0

PLRC-2 12.0 £ 0.6¢
PLRC-3 10.0 + 0.6°

Actividad antibacteriana de los EEP con la adicién de chalconas
Halo de inhibicién (mm)

Combinacién PLRC-1 PLRC-2 PLRC-3
evaluada EM G EM G EM G
(Chalcona: EEP)
12.3 +
11 0.0 0.0 10.3 + 0.6° o 0.0 0.0
1:2 0.0 0.0 9.3+0.6° 0.0 8.7+0.6 0.0
1:3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1:4 0.0 0.0 9.7 +0.62 0.0 0.0 0.0
1:5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
*Cada valor es la media + desviacion estandar, n = 3; Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). EM: Estado de

México, G: Guanajuato
Fuente: Elaboracién propia.

Los propdleos muestran diferente actividad antimicrobiana y es atribuido a la compleja
composicién de la resina como lo mencionan Hegazi, Hilal & Abd (2014), pues se observa que ambos
extractos de propodleos inhibieron el crecimiento de S. aureus, sin presentar accién sobre E. coli. Los
resultados concuerdan con los reportados por Sagdic, Silici & Yetim (2007) y Akca et al. (2016), observando
la sensibilidad de las bacterias Gram positivas y resistencia de las bacterias Gram negativas frente a los

extractos de propodleo.
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Elmecanismo de accidn de los propodleos ha sido explicado por estudios del efecto bacteriostatico y
bactericida de flavonoides, acido caféico, acido benzoico y acido cinamico, principalmente, sobre la
estructura bacteriana por la alteraciéon en los canales idnicos a consecuencia de reacciones de fosforilacion
y desfosforilaciéon, provocando la inhibicién de la motilidad bacteriana, factor importante en la virulencia
¥y que ha sido demostrado por Mirzoeva et al. (1997) y Farnesi, Aquino-Ferreira, De Jong, Bastos & Soares
(2009).

Por otro lado, las chalconas PLRC-2 y PLRC-3, de forma individual, presentaron efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de ambas bacterias, siendo mas efectiva la PLRC-2. Estos resultados apoyan lo descrito
por Wang, Li & Bi (2018), quienes mencionan reportan que el grupo carbonilo «,B-insaturado, la posicién y
la cantidad de los grupos hidroxilo que presentan los anillos aromaticos son factores importantes que
causan también alteracién en la estructura de bacterias como S. aureus y E. coli (Desai & Desai, 2003), lo
que abre la posibilidad de investigar a estas chalconas como nuevos potenciales antibacterianos en el
tratamiento de enfermedades infecciosas, haciendo mencién que los estudios realizados frente a bacterias
Gram positivas (Staphylococcus aureus Meticilino Resistente (SAMR), Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes) y bacterias Gram negativas (Bacillus proteus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus typhi, Proteus vulgaris) son estudios realizados in vitro (Liu et al.,
2017; Nielsen, Boesen, Larsen, Schenning & Kromann, 2004).

Los resultados de la evaluaciéon de la potencializacion de la actividad antibacteriana para S. aureus
se muestran en la tabla 5. El efecto del extracto del EM sobre S. aureus se potencializé al adicionar las
chalconas hidroxisustituidas, siendo mas efectiva la PLCR-3 en proporcién 1:1 y 1:5, al presentar un halo de
inhibicidn de 14 mm, superior al obtenido por el extracto de 12 mm y por la chalcona de manera individual
(9.7 mm). El efecto del EEP de G sobre esta bacteria se presentdé al adicionar la PLCR-3 en proporcion 1:1,
con un incremento en el didmetro del halo de inhibicién (14 mm).

En el caso de la muestra del EM frente a E. coli, se presentan halos de inhibicién con la adicién de
las chalconas hidroxisustituidas, pero que no son superiores al que presentan las chalconas de manera
individual, presentandose un posible efecto antagénico. No se presentd potencializacion con el propdleo
G frente a E. coli, inicamente se presentd un halo de inhibicién en la mezcla EEP G + PLCR-2 en proporcion
1:1, sin diferencia significativa al halo generado por la chalcona, como se observa en la tabla 6.

Los resultados obtenidos de esta investigacidn son preliminares y pioneros en la adicién de
chalconas sintetizadas a extractos etandlicos de propdleos para incrementar su actividad antibacteriana,
pues solo se han realizado estudios utilizando antimicrobianos comerciales (Akca et al.,, 2016; Liu et al,,
2017; Stepanovi¢ et al., 2003). Se observa que se presenta un sinergismo o antagonismo en la actividad
antibacteriana en relacién al microorganismo evaluado y la proporcion utilizada entre el EEP y la chalcona,
siendo necesarios estudios de los mecanismos de accion de estos compuestos y de la mezcla con el
propodleo para el desarrollo futuro de compuestos clinicamente utiles como lo recomiendan Zhou & Xing
(2015). Estos autores realizaron investigaciones del mecanismo de accién de las chalconas, unicamente en
las actividades anticancerigenas, antiinflamatorias y antidiabéticas. Es por ello que, con el fin de ir
esclareciendo los mecanismos de accién antibacteriana de las chalconas sintetizadas en este trabajo, es
necesaria la realizacién de estudios en microscopia electréonica, genética y biologia molecular, que
permitan apreciar el dafio estructural en los microorganismos probados.

Sahu, Balbhadra, Choudhary & Kohli (2012) reportan que las chalconas sintéticas con diferentes
sustituyentes quimicos han demostrado tener una mejor actividad que los farmacos estandar y podrian
servir como compuestos principales para el desarrollo de nuevos farmacos; por lo anterior, es
recomendable la evaluacidon de la citotoxicidad de las chalconas y de obtener resultados favorables,
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profundizar en las investigaciones de la aplicacidn de estos compuestos como posibles agentes
antimicrobianos y la realizacion de estudios in vivo y realizar el estudio con cepas de aislamientos clinicos
con el propodsito de evaluar la resistencia antimicrobiana a nuevos compuestos.

Finalmente, los antecedentes de este proyecto son el establecimiento de las pruebas necesarias para
determinar la actividad biolégica de los propdleos mexicanos, encontrando propdleos de baja actividad
bioldgica y que impactan a la econdémica del apicultor, pues él realiza la produccién y recoleccion para
elaborar productos con fines terapéuticos. Por lo anterior, se considera importante potencializar la
actividad de este producto apicola, pues la produccién de propodleos podria brindar al apicultor alternativas
econdmicas por sus propiedades bioldgicas incrementadas, que podrian proporcionar grandes beneficios
en la salud animal, la inocuidad alimentaria y fomentar la creaciéon de nuevos nichos en el mercado
nacional al implementar los propdleos como materia prima. Por esto, es importante mencionar que, para
la aplicacidn practica de este ensayo, es necesaria la realizacion de pruebas piloto para implementar la
adiciéon de chalconas a propdleos de baja actividad, asi como evaluar el costo-beneficio utilizando una
cantidad no menor a cinco litros de producto.

Conclusiones

La actividad antibacteriana de los propodleos se determina por la presencia y cantidad de compuestos
fendlicos y flavonoides que si se encuentran en bajas cantidades o ausentes, la actividad es baja o nula.

En este estudio, la chalcona PLRC-3 fue mas efectiva para potencializar el efecto antibacteriano de
los extractos de propodleo frente a S. aureus. Por lo tanto, el incremento de la actividad antibacteriana de un
propodleo con la adicién de chalconas estda en relacidon con microorganismo evaluado y la proporcion
utilizada entre el EEP y la chalcona.
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