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RESUMEN

El virus dengue constituye el arbovirus de mayor propagacion a nivel mundial y
contintia siendo, para Cuba, un problema de salud sin tratamiento eficaz. En este
sentido muchas de las investigaciones se encaminan a la obtencion de antivirales
de origen natural. En el presente estudio se propone caracterizar extractos
alcoholicos de propdleos cubanos como antivirales contra el virus dengue-2. Para
ello se realizé una caracterizacion quimica de cuatro extractos de propéleos
cubanos (P1, P3, P4, y P6) mediante métodos cromatograficos y la cuantificacién
de fenoles y flavonoides totales. Ademas, se determiné la capacidad antioxidante
de los mismos mediante el método del indice de oxidacion y el de vitamina C. La
citotoxicidad de estos productos se evalu6 empleando el ensayo colorimétrico de
reduccion del MTT en células C6/36 HT. La pesquisa primaria de actividad antiviral
de dos extractos se llevd a cabo mediante el ensayo de reduccion de la
productividad virica. Se determind que los extractos pertenecen segun sus
caracteristicas quimicas a propoleos cubanos Tipo | (P6), Tipo Il (P1y P3)y Tipo Il
(P4). Asimismo, el contenido de fenoles resulté ser directamente proporcional al de
flavonoides, siendo P3 el de mayor concentracion para ambos metabolitos. Se
identifico, ademas la presencia de kaempferol, quercetina, luteolina, apigenina y
nemorosona. La actividad antioxidante resulto independiente de la concentracion de
fenoles. Los extractos evaluados mostraron actividad antiviral a pesar de la
diferencia en su composicion, lo cual avala la potencialidad de estos extractos como
antivirales contra el virus dengue 2.



ABSTRACT

Dengue virus is the arbovirus with the greatest spread worldwide and continues to
be, a health problem without effective treatment. In this sense, most of researches
aims to obtaining antivirals from natural sources. In the present study, it proposed to
characterizing alcoholic extracts of Cuban propolis as antivirals against dengue 2
virus. A chemical characterization of four extracts of Cuban propolis (P1, P3, P4,
and P6) was carried out by using chromatography methods and the quantification of
total phenols and flavonoids. In addition, the antioxidant capacity was determined by
the oxidation index and vitamin C methods. The cytotoxicity of these products was
evaluated by using the MTT reduction colorimetric assay in C6/36 HT cells. The
primary investigation of antiviral activity of two extracts was carried out by means of
the reduction of viral productivity assay. The extracts were classified as Type | (P6),
Type Il (P1 and P3) and Type lll (P4) Cuban propolis. Likewise, the amount of
phenols was directly proportional to flavonoids amount, and P3 had the highest
concentration for both metabolites. The presence of kaempferol, quercetin, luteolin,
apigenin and nemorosone was also identified. The antioxidant activity was
independent of the concentration of phenols. The extracts evaluated showed
antiviral activity despite the difference in their composition, which supports the
potential of these extracts as antivirals against the dengue 2 virus.
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INTRODUCCION

El propdleos es un producto apicola, que se deriva de una mezcla entre las resinas
de algunos éarboles y enzimas secretadas por las glandulas de las abejas. Este
bélsamo es empleado por el insecto para el sellado de las paredes externas e internas
de la colmena y para la proteccidn de la colmena frente a agentes infecciosos y otros
insectos (1, 2). El estudio de esta sustancia ha alcanzado un auge en la tltima década,
y estd enfocado fundamentalmente a sus propiedades bioldgicas, lo que permite su
empleo para mejorar la salud animal, humana y de las plantas, y en industrias como
la cosmética y la alimentaria (2-4). Este potencial bioldgico esta estrechamente
relacionado con su composicion quimica, y puede diversificarse sobre la base de uno
o varios componentes (5).

Se conoce que este producto, presenta actividad anticancerigena (6); antialergénica,
antitrombética, antineoplasica (7, 8), antiinflamatoria (9), antimicrobiana, antioxidante,
antiviral, imunomoduladora (10-12), hepatoprotectora y regenerativa (13, 14).

La actividad antiviral del propoleos se estudia desde la década de los afios 80 (12, 15,
16); estas investigaciones sefialan que el balsamo tiene efecto sobre los virus con
diferentes caracteristicas estructurales y genomicas, distinto tropismo y diversos
hospederos. Dicha capacidad se debe al sinergismo existente entre sus componentes
quimicos (17-19), que a pesar de su variacion en dependencia del origen geografico
y botanico, estd representada fundamentalmente por compuestos fendlicos
(apigenina, el kaempferol, la naringerina, pectolinarigenina, quercetina), acidos (acido
cafeico, el acido ferudlico) y terpenoides, (5, 13, 20) capaces de inhibir a agentes
infecciosos como el virus Dengue (VDEN) (21-24). Se conoce, ademas, que la accion
antiviral de este producto apicola estd dada por diferentes mecanismos (14, 25, 26)
como el bloqueo parcial de la entrada del virus a la célula, la degradacion del ARN
viral e inhibicion del ciclo de replicacion del virus dentro de la célula.

Dentro de los virus sensibles al propéleos se encuentran, el poliovirus Tipo 1 (27), los
géneros herpesvirus (28-31) y retrovirus (32, 33), y la mayoria de los virus respiratorios
gue infectan tanto humanos como a otros animales (16, 34, 35, 36). Ademas, se ha
demostrado la susceptibilidad, ante este producto, de virus que pertenecen a la familia
Flaviviridae tales como el virus de la diarrea viral bovina (VDVB) (36, 37). Asimismo,
Soroy y col. (2014), demostraron que en pacientes que presentaban Dengue
Hemorragico (DH), el extracto acuoso de propdleos (Propoelix™) aceler6 la mejora
en los recuentos de plaquetas y los niveles de TNF-a y acorté la duracién de la
hospitalizacion (38).

Un estudio en Cuba, que evalla la actividad antiviral de un extracto acuoso de
propéleos cubano de color rojo, frente a los virus VHS-1, Influenza A 'y B, vy
Dengue-2. Esta investigacion demuestra la actividad virucida del propoleos frente a
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estos virus y su dependencia de la concentracion y del tiempo de contacto (39). Sin
embargo, la extraccion acuosa de los propéleos permite extraer entre el dos y el
cuatro porciento de sus componentes, mientras que con la extraccion alcohdlica se
obtienen la mayoria de los metabolitos biolégicamente activos de este producto (40).

Teniendo en cuenta la asociacion de la infeccion por VDEN 2 con el desarrollo de la
forma grave de la enfermedad, la ausencia de un tratamiento contra la enfermedad,
asi como el amplio espectro antiviral del propdleos a través de la presencia en su
composicién de sustancias capaces de inactivar este virus; el presente estudio
propone evaluar la capacidad antiviral de los extractos alcohélicos de propoéleos
cubano frente al VDEN 2.



OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar extractos alcohdlicos de propoleos cubanos como antivirales contra el
virus dengue-2.

Objetivos especificos

1.

Determinar la composicion quimica de los extractos alcohdlicos de propéleos
cubanos con diferentes origenes geograficos.

Determinar la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlicos de propdleos
cubanos con diferentes origenes geograficos.

Determinar la toxicidad de los extractos alcohdlicos propdleos cubanos en la
linea celular C6/36-HT.

Determinar la actividad antiviral de los extractos alcohdlicos de propoéleos frente
al virus Dengue 2 en la linea celular C6/36-HT.



l. REVISION BIBLIOGRAFICA

I.1 Dengue caracteristicas generales

El virus del dengue pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. Es un
complejo de cuatro serotipos (VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4) (41), que
comparten el 70 % de similitud en secuencia aminoacidica y aproximadamente el 50
% con otros Flavivirus. Es estable a temperaturas de -70 °C y en estado de liofilizaciéon
a 5 °C. Se inactiva bajo la accién de la luz Ultravioleta (UV) y es inestable al ser
sometido al calor (42).

[.1.2 Estructura del virion

El VDEN es un virus envuelto y con cépside (C) de simetria icosaédrica. El tamafio
del virion oscila entre los 40 y 50 nm de didmetro y presenta pequefias proyecciones
superficiales de 5 a 10 nm (43).

La envoltura es una bicapa lipidica de 10 nm de grosor asociada a una proteina de
membrana (M) de origen célula hospedera y otra de envoltura (E), las cuales cumplen
importantes funciones en la maduracion y la entrada del virus a la célula,
respectivamente (44).

La glicoproteina E tiene un peso molecular de 53 kDa, es la proteina estructural mas
conservada de los Flavivirus, y esta estructurada en tres dominios (45). Ademas,
media la union y fusidn a la membrana, catalizada por un ambiente acido, durante la
entrada del virus a la célula. Asi mismo es el mayor determinante antigénico del virion;
induce la produccion de anticuerpos neutralizantes e inhibidores de la hemaglutinacion
(46).

La proteina M es un pequefio fragmento de 8 kDa obtenido por protedlisis de la
proteina precursora de membrana (prM). Este proceso implica un incremento en la
infectividad y la reorganizacion de la estructura de la superficie viral (47). La funcion
mas importante de prM es proteger a la proteina E durante su paso por toda la via
secretora (43).

La proteina C es de bajo peso molecular (11 kDa) y su secuencia aminoacidica,
altamente basica, permite su interaccion con el ARN viral favoreciendo la formacion
de la ribonucleoproteina. Su dominio carboxilo terminal actia como secuencia sefal
para el transporte, a través de la membrana, de prM hacia el interior del lumen de
Reticulo Endoplasmético (RE). Se conoce que C es una fuente inmunodominante de
epitopos de células T CD4+ pero no de linfocito T CD8+ (48).



[.1.3 Estructura del genoma

El genoma de VDEN consiste en una molécula de ARN monocatenario de polaridad
positiva, lineal y no segmentado. Esta compuesto por 11000 pb (pares de base) y tiene
un peso molecular de 4,2 kDa. Posee un unico marco abierto de lectura (ORF-del
inglés- Open Reading Frame) de unos 3400 codones, flanqueado en los extremos 5°
y 3" por regiones no codificantes (UTR —del inglés- untranslated regions). La UTR 5°
tiene una estructura en forma de caperuza que sirve para estabilizar el ARN viral,
iniciar la traduccion y subvertir los mecanismos celulares iniciales de defensa (49). A
diferencia de los ARNm celulares, el genoma de VDEN carece de cola poliadenilada
en su extremo 3'.

El ORF codifica para un precursor polipeptidico que es sintetizado en el RE de la célula
hospedera. Esta poliproteina es escindida por proteasas y peptidasa celulares y
virales dando lugar a tres proteinas estructurales (E, M y C) y siete proteinas no
estructurales (NS) (50, 51).

Los genes que codifican para las proteinas estructurales se encuentran hacia el
extremo 5 terminal, mientras que el segmento restante abarca las proteinas no
estructurales.

5'UTR-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3' UTR
1.1.4 Replicacion Viral

La unién y penetracién a la célula ocurre mediada por receptores. Estas regiones UTR
influyen en la traduccion del genoma viral y en la replicacion, ya que a la region UTR
5’se une la ARN polimerasa-ARN dependiente/ metiltransferasa viral (NS5) (52).

La replicacion empieza con la sintesis de una cadena ARN de polaridad negativa (ARN
(-)) que sirve como molde para la sintesis de nuevos ARN progenie de polaridad
positiva (ARN (+)). La sintesis del ARN viral es asimétrica, con una acumulacion de
ARN (+) diez veces mayor que la cantidad de ARN (-) sintetizada. En las células
infectadas por VDEN pueden apreciarse cambios estructurales en membranas
perinucleares (53). La traduccién es dependiente de caperuza, y la metilacién de la
caperuza 5" ayuda a evadir las defensas antivirales innatas que inhiben la traduccion
en células infectadas. La traduccion del unico ORF produce un poliproteina larga que
es co- y postraduccionalmente escindida en 10 proteinas. Los cortes son llevados a
cabo por proteasas celulares y virales (45).

Para el ensamblaje de las nuevas particulas el extremo N-terminal de la proteina C
actia como una secuencia sefial (54). Los viriones parcialmente ensamblados son
transportados al RE de la célula hospedera, donde las nucleocapsides son envueltas
con la membrana del RE que ya contiene las proteinas virales E y prM, formandose
viriones inmaduros de unos 60 nm de didmetro. Finalmente, estas particulas son
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transportadas a través de la ruta secretora celular, mientras las proteinas prM son
escindidas por la proteasa celular furina y se obtiene proteina M, lo cual desata una
redisposicion de las moléculas de M y E para formar los viriones maduros (55). Tras
el ensamblaje los viriones y su transportacién a través de la ruta secretora, son
liberados en la superficie celular. Pasos adicionales de maduracion ocurren durante
la salida del virus, como la modificacion de prM y E por adiciones y deleciones
terminales (50).

[.1.5 Transmisidn de VDEN en la naturaleza

El vector transmisor del virus dengue es fundamentalmente el mosquito hembras de
la especie Aedes aegypti, aunque también se conoce que la transmision puede estar
dada por Aedes albopictus. El virus dengue es transmitido por la picadura de
mosquitos hembras que se infectan de manera horizontal al ingerir sangre de una
persona virémica. Sin embargo, numerosos estudios han identificado la transmision
vertical como otro mecanismo de infeccion viral (56).

El ciclo de transmision del virus del dengue por los mosquitos Aedes aegypti o Aedes
albopictus comienza con una persona infectada con el dengue, que tendra el virus
circulando en la sangre (viremia que dura aproximadamente cinco dias). El virus es
inoculado en los seres humanos con la saliva del mosquito vector hembra, luego se
localiza y se replica en diversos 6rganos diana (57). Posteriormente se libera y se
difunde por la sangre para infectar los leucocitos y otros tejidos linfaticos Cuando un
nuevo mosquito ingiere sangre de una persona infectada, que contiene el virus, este
pasa al mosquito y se replica en la zona del tubo digestivo, los ovarios, el tejido
nervioso y el cuerpo graso, luego se difunde en la cavidad corporal y posteriormente
infecta las glandulas salivales, donde se replica. Cuando el mosquito pica a otro ser
humano, el ciclo continda (58).

[.1.6 Situacién epidemioldgica

El dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos de mas rapida
propagaciéon en el mundo. La OMS calcula que cada afio se producen entre 50 y 100
millones de infecciones y 2,5 billones de personas estan en riesgo de contraerlo (57).
Los brotes suelen ser explosivos o progresivos, dependiendo de la densidad y
susceptibilidad del vector, la cepa del virus de dengue, el nivel de inmunidad en la
poblacion humana, y la intensidad de contacto vector-humano. En los altimos 50 afios,
su incidencia ha aumentado 30 veces con la creciente expansion geografica hacia
nuevos paises y, en la actual década, de areas urbanas a rurales. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima cerca 2500 millones (40 % de la poblacion mundial)
de personas procedentes de zonas urbanas y peri-urbanas y rurales se encuentran
en riesgo de contraer la infeccion (59).



Histéricamente el dengue se ha considerado una enfermedad tipica de paises
tropicales, sin embargo, hoy en dia la epidemiologia ha cambiado, otras zonas
geograficas del mundo estan siendo afectadas y la incidencia del dengue se ha
incrementado dramaticamente. La enfermedad ha sido reconocida en mas de 100
paises y es endémica en Africa, el Mediterraneo Oriental, el Sudeste Asiatico, el
Pacifico Occidental y en las Américas (60). En la actualidad no existe una vacuna
efectiva para el tratamiento terapéutico, y es el control del vector la Unica estrategia
efectiva disponible. El dengue se reconoce en la region de las Américas desde el siglo
XVIII. En los siglos posteriores la literatura recoge epidemias ocurridas principalmente
en el Caribe y sur de EUA. No obstante, en las recientes décadas, la infeccién se ha
propagado con brotes ciclicos que ocurren cada tres o cinco afios. De 2001 a 2007,
mas de 30 paises de las Américas notificaron un total de 4 332 731 casos de dengue
(61).

En 2019 se registré el mayor numero de casos de dengue histérico, con mas de 3,1
millones de casos, incluyendo 28 203 casos graves y 1 773 muertes. En 2022, hasta
la SE 52, de los 2 803 096 casos de dengue notificados en la Regién, 1 299 273 (46,4
%), fueron confirmados por laboratorio y 4497 (0,16 %) fueron clasificados como
dengue grave. El nimero mas alto de casos de dengue se observé en Brasil con 2
383 001 casos, seguido por Nicaragua con 97 541 casos y Peru con 72 844 casos
(62).

[.1.6.1 Situacion epidemiolégica en Cuba

La primera epidemia ocurrioé en los afios 1977-1979, la cual se extendié por toda la
isla, causada por el virus VDEN-1 genotipo americano, donde se diagnosticaron mas
de 400 000 casos clasificados clinicamente como FD (63). En 1981 aparece en Cuba
y por primera vez en las Américas la FHD. Esta epidemia provocada por el VDEN 2
genotipo asiatico afectd a todo el pais, un total de 344 203 personas se infectaron y
101 niflos murieron. Dieciséis afios después ocurrio la segunda epidemia de dengue
causada por el VDEN 2 genotipo americano, en Santiago de Cuba. En esta epidemia
se demostro el papel de los anticuerpos heterélogos en el desarrollo del fenbmeno de
amplificacion dependiente de anticuerpos (ADA) (64). Otras dos epidemias ocurrieron
posteriormente en el 2002 y el 2006 en las que circularon los serotipos 3 y 4
respectivamente (65).

En el periodo de 2007 a 2017, se han registrado en diferentes provincias pequefios
brotes de dengue con circulacion de varios serotipos virales (66). Durante los afios
2019 y 2020 se detecto en el pais la circulacion de VDEN 1y en el 2021 ademas del
VDEN 1 circul6 el VDEN 2. Durante el 2022 observamos un incremento del nimero
de casos de dengue y la deteccion de la circulacion de los cuatro serotipos virales. El



dengue 3 fue el que predomind durante el afio seguido del dengue 2 aunque
observamos diferencias entre las diferentes provincias (67).

1.1.7 Antivirales naturales contra VDEN

Para el desarrollo de antivirales se requiere del conocimiento del ciclo de multiplicacion
del virus en la célula hospedera, asi como las caracteristicas estructurales y
funcionales de las proteinas virales, a fin de identificar las moléculas dianas o los
mecanismos moleculares mas adecuados para bloquear la infeccion (68). Entre los
compuestos potenciales como blancos antivirales se encuentran los inhibidores de la
entrada del virus a la célula, de la etapa de maduracion, de la expresion génica, de
proteasas y de la sintesis de ARN.

Se han usado diferentes estrategias en la busqueda de antivirales contra el dengue,
como el estudio extensivo de compuestos que actien sobre enzimas virales e incluso
estudios bioinforméticos (69).

Durante las ultimas décadas los investigadores han centrado su atencién en los
compuestos naturales, tratando de identificar compuestos con posible actividad
antiviral contra el virus dengue. La naturaleza es un vasto reservorio de
sustancias que pueden ser empleadas directamente como farmacos o pueden servir
como guia para ser optimizadas en lograr el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos con estructuras moleculares novedosas con efectos adversos escasos
(70).

En vistas de sus escasos efectos adversos, el empleo global de plantas o
medicamentos basados en plantas, esta en creciente uso. Aunque un numero de
plantas se conocen por su actividad anti-dengue, alin son pocas las investigaciones
gue se han publicado con relacién al aislamiento e identificacion de compuestos de
plantas y su evaluacion en busca de actividad antiviral frente al virus dengue (71).
Entre los compuestos estudiados con mas profundidad en busca de actividad
anti-dengue se encuentran:

[.1.7.1 Polisacéaridos

Con respecto a este tipo de compuestos se pueden encontrar diversos estudios. Las
principales fuentes de polisacaridos empleadas son los productos marinos como algas
pardas, algas rojas, etc. Estos compuestos han mostrado varias actividades
biolégicas. Se ha demostrado que algunos, como los fucoidanos, inhiben la replicacion
de VDEN-2 (55, 72). Talarico y col. (2007) estudiaron la actividad antiviral de distintos
tipos de polisacaridos, compuestos que se pueden encontrar en la naturaleza como
parte de plantas y algas. Se demostré que algunos, como el caroteno, son potentes
inhibidores de VDEN-2 y VDEN-3 en células Vero y HepG2 (73). Estos autores
también estudiaron polisacaridos sulfatados extraidos de algas rojas contra los cuatro
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serotipos de VDEN. Sus resultados comprueban que estos extractos exhiben actividad
antiviral frente a VDEN-2 y VDEN-3 en células de mamiferos, no siendo asi para los
serotipos VDEN-4 y VDEN-1 (74).

I.1.7.2 Alcaloides y compuestos relacionados

Son también metabolitos secundarios de plantas. La mayoria poseen actividad
fisiolégica en animales, con efectos tranquilizantes y analgésicos. Se han conducido
estudios para evaluar su posible actividad antiviral, como es el de Low y col. (2009),
donde se identifico el dihidrocloruro de emetina como un potente antiviral frente a
dengue (75).

1.1.7.3 Compuestos fendlicos

Muchos de los fenoles son metabolitos secundarios de plantas, con funciones tan
diversas como de defensa, de soporte mecanico, pigmentos, etc. Como muchas otras
sustancias extraidas de plantas, se han estudiado sus posibles actividades antivirales.

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios de las plantas que les
confieren color u olor. Muchos de estos compuestos presentan propiedades
antimicrobianas y anticancerigenas, por lo que el hombre los suele consumir
como parte de la dieta. De ahi que se estudien en la busqueda de actividad
antiviral frente a VDEN-2. El estudio de Zandi y col. (2011), evalud la actividad
antiviral de la naringenina, rutina y fisetina contra VDEN-2, demostrando que la
naringenina provoca una inhibicion de la replicacion viral (23).

Crance y col. (2003), evaluaron la glicirricina, compuesto presente en la raiz de
Glycyrrhiza glabra contra flavivirus como VDEN-1, VDEN-2 y VDEN-3 Varias
bioactividades se determinaron en estos compuestos, los cuales ya se han usado en
pacientes con otras enfermedades (76).

En otro estudio, la narasina, que es un antibiético producido por Streptomyces
aureofaciens mediante fermentacion, mostré actividad antiviral contra los cuatro
serotipos de VDEN (21).

Estos son apenas unos pocos ejemplos del extenso estudio que se lleva a cabo con
extractos obtenidos de plantas y algas en busca de actividad antiviral contra los virus
del dengue.

Durante las Ultimas décadas la explotacion de productos naturales ha arrojado una
gran variedad de compuestos con actividad antiviral contra serotipos de dengue, y el
interés en estos productos es creciente. Por otra parte, las estructuras de compuestos
naturales pueden servir como prototipos que sean optimizados para encontrar
sustancias mas activas contra VDEN. Algunos de estos estudios, usaron mas de una
metodologia para llevar a cabo o confirmar la actividad antiviral (77, 78). Todos se
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asociaron con ensayos “in vitro”, pero son los estudios “in vivo” los que indican
cuales de estos pueden ser usados en terapias antivirales, ya que la efectividad
in vitro no se correlaciona necesariamente con la efectividad “in vivo”.

I.2. Caracteristicas generales del propdleos

El propoleos, es un producto natural que resulta de la mezcla entre la resina
recolectada por las abejas, a partir de las yemas y cortezas de los arboles, y enzimas
secretadas por las glandulas del insecto, ademas de cera y polen en distintas
proporciones (1, 79, 80). Su nombre proviene del griego pro (‘delante de' o ‘defensa’)
y polis (‘comunidad’ o ‘ciudad’) y significa defensa de la ciudad (81, 82).

El origen botanico de este balsamo es variado, pero generalmente lo constituyen
plantas lefiosas y resinosas: Abedul, Alamo, Pino, Aliso, Sauce, Palma y otras(81).
Asimismo, el 51 % de la flora endémica cubana puede proporcionarle una composicién
guimica peculiar a los propéleos nativos lo que justifica la variabilidad de los mismos
en diferentes zonas del pais (1). De modo general los propéleos cubanos tienen su
origen botanico en especies del género Clusia (copey), Mangifera (mango), Pinus
(pino), Euphorbia lactea (cardona), Avicennia germinans (83)(mangle prieto) y
Rhizophora mangle (mangle rojo). Ademas, varios estudios demuestran que Clusia
rosea, es la especie vegetal mas utilizada por las abejas para la elaboracion de
propoleos de color pardo en la isla y también se considera un arbol propolifero
en la hermana Republica de Venezuela (5, 84, 85).

Este producto apicola, se encuentra en todas las partes de la colmena (86) y
proporciona proteccion fisica y quimica a la misma. Es empleado por las abejas para
sellar las grietas, consolidar los componentes estructurales, y barnizar el interior de la
colmena (incluyendo los panales). También es utilizado por el insecto con fines
desinfectantes y para reducir las vias de accesos de los depredadores y embalsamar
los cadaveres de estos animales evitando su descomposicion (5, 87-89).

El aspecto del propdleos, asi como su color, aroma, sabor, consistencia, Yy
composicién, es variable, y depende de su origen geografico y botanico, las
condiciones medioambientales, la vegetacion que circunda a la colmena, el tipo de
abeja y el método de recoleccion empleado por el humano (raspado o mallas) (87, 90,
91). Es una sustancia pegajosa, resinosa y gomosa, con sabor fundamentalmente
amargo y ligeramente picante y un aroma herbal y resinoso que varia en intensidad.
Por su parte la tonalidad del propdleos puede ser rojo, amarillo-rojizo, amarillo- oscuro,
marron, pardo, verde, castafo, negro entre otras. En Cuba se han identificado tonos
de marrén, pardo, pardo-rojizo, rojo y amarillo (92).

Asimismo, diversos estudios han demostrado que el aspecto pegajoso y flexible del
propdleos, lo adquiere cuando se encuentra en ambientes con temperaturas elevadas,
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mientras que a temperaturas bajas (en refrigeracion, 4 a -20 °C) este balsamo se
vuelve firme, duro y quebradizo. Ademas, se conoce que su punto de fusion esta entre
60 °Cy 70 °C (20, 89, 93).

Por otra parte, al igual que estas caracteristicas, también se ha estudiado la solubilidad
del propodleos. Muchas investigaciones plantean que es un material lipofilico, cuyo
mejor solvente es el etanol, y que otros como, el éter etilico, el agua, el metanol y el
cloroformo pueden ser usados para la extraccién y la identificacion de algunos
componentes especificos de este producto. También se ha usado el propilenglicol
como solvente para la preparacion de propoéleos en la industria farmacéutica y
cosmeética (91, 94, 95).

[.3. Composicion del propdleos

Cada propdleos posee caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y bromatoldgicas
Unicas. Sin embrago, se sabe que de forma general los propéleos estan compuesto,
macroscopicamente, por resinas y balsamos aromaticos (50-55 %), ceras (30-40 %),
impurezas mecdnicas (10-15 %), polen (5 %) y aceites esenciales y otras sustancias
volatiles (5-15 %) (figura 1) (1, 20, 81).

La porcion de cera que se encuentra en el propéleos depende, fundamentalmente, del
fin de este en la colmena, y es insoluble en agua y en alcohol en frio, pero soluble en
n-hexano o éter de petroleo (87).

5-10%

30- 40%

H Ceras

M Resinas
Impurezas

M Polen

m Otros

50-55%

Figura 1: Composicién genérica del propdleos materia prima

Por otra parte, la fraccion de resinas en los propéleos es la mas relacionada con su
origen botanico. Esta es altamente soluble en etanol, metanol, cloroformo y
practicamente insoluble en agua. En este fragmento se han identificado mas de 300
compuestos, principalmente polifenoles (87), cuyo contenido, asi como el de
flavonoides totales, son un parametro importante para establecer la calidad del
producto (96), pues constituyen el 50 % de la materia organica presente en el
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propéleos y a ellos se les atribuye en gran parte la actividad bioldgica del balsamo
(97).

Asimismo, a pesar origen geografico, en la mayoria de los propoleos se ha descrito la
presencia de ésteres, aldehidos y acidos fendlicos. También se han encontrado
terpenos, sesquiterpenos, B-esteroides, aldehidos aroméaticos, vitaminas, alcoholes,
aminoacidos, azucares, lignanos, y &cidos grasos, p-cumaricos prenilados,
cafeoilquinicos, ferdlico, y cinamico (figura 2). Ademas en muestras de propdleos
procedentes de China se report6 la presencia de octacosanol, sustancia comun en
las ceras epicuticulares de plantas, incluidas especies de Eucalyptus, Acacia,
Trifolium, Pisum y de la mayoria de los pastos de forraje y cereales (figura 3) (98). La
presencia y la proporcion de estos componentes en cada propdleos permiten su
clasificacion en diferentes grupos (88, 89, 99).
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Figura 2: Estructura quimica de algunos compuestos del propéleos: A fenol (CeHsOH) B Flavona
(C1sH1002) C Acido cafeico (CoHsO4) D Ester fenolico E Acidos alifaticos F Acidos Aromaticos G
Lignanos H Terpeno | Esteroide J Azucar K Acidos cafeoilquinicos L Acidos p-cumarico

En Cuba se han encontrado tres tipos de propéleos segin su composicion quimica
(82):

a) Tipo I: Propdleos generalmente de color pardo, cuyo componente mayoritario
es la Nemorosona y presenta una menor cantidad de polifenoles y flavonoides.

b) Tipo II: En su mayoria son propdéleos de color rojo cuyo origen botanico es
fundamentalmente el Mangle Rojo. Se conoce que este tipo presenta una
elevada cantidad y variabilidad de polifenoles y flavonoides.
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c) Tipo lll: Habitualmente sus extractos alcohdlicos son de color amarillo. Este
grupo se caracteriza por la presencia de compuestos alifaticos tales como
alcoholes triterpénicos, terpenos y terpenoides.

Cuesta y col. (1997), a través de un estudio realizado a propéleos rojos de Cuba
demostraron que estos poseen quinonas, triterpenos y/o esteroides, azlcares,
lactonas, flavonoides (naringenina), fenoles y/o taninos, ceras y resinas (100).
Asimismo, en propdleos pardos cubanos, se ha determinado la presencia de -
amirina, acidos grasos saturados y benzofenonas preniladas (nemorosona, propolona
B, Cy D, y la mezcla guttiferona E-xanthochymol). También, se reporta la presencia
de naftoquinonas y sus derivados, éteres, hidrocarburos e isoflavonoides en los
propéleos cubanos (5, 101).

I.4. Propiedades biolégicas del propoéleos

HO

Figura 3: Estructura quimica octacosanol (C 28HssO)

El propdleos es mundialmente conocido por su gran potencial biolégico. La aplicacién
de este producto como una sustancia con propiedades curativas, data de
aproximadamente 300 afios antes de Cristo (a.C) (102), por ejemplo Hipocrates (460-
377 a.C) sefalo que el propodleos posee determinadas caracteristicas que permiten su
uso para el tratamiento de heridas y Ulceras en los seres humanos. Asimismo, los
egipcios, utilizaron el propoleos con diferentes fines, entre ellos el de embalsamar a
sus cadaveres, tal como lo hacen las abejas con los depredadores que perecen dentro
de las colmenas.

En resumen, la utilidad del propdleos fue atravesando de época en época y con ella
la necesidad del estudio quimico, fisico y biolégico de este balsamo: médicos griegos
y romanos lo emplearon para para eliminar toxinas en la piel, reducir inflamaciones y
aliviar dolores de nervios; en la Edad Media se utiliz6 como antiséptico y desinfectante
bucal; los incas lo aplicaron como agente antipirético; en los siglos XVII y XX, se
popularizé por su actividad antibacteriana; y actualmente se emplea frente una gran
variedad de patdgenos de humanos, animales, y planta, y se conoce que posee
capacidad antioxidante, anticancerigena, inmunoestimulante, antiinflamatoria (7),
antialergénica, antitrombatica, y antineoplasica (81, 102, 103).

Asimismo, varias investigaciones demuestran que las propiedades terapéuticas del
propéleos dependen de su procedencia y del solvente empleado para realizar el
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extracto, ya que estan estrechamente relacionadas con su composicién quimica, y
pueden variar segun la presencia de uno o varios componentes quimicos (5). Tolosa
y col. (2002), demostraron que los extractos etandlicos son los mas efectivos en
cuanto a actividad antimicrobiana se refiere (104). Lo cual puede deberse a la alta
solubilidad del propoleos en etanol y a que en la porcién soluble en este solvente
(resinas) es donde se encuentran la mayoria de los compuestos que le confieren
propiedades antifungicas, antivirales y antibacterianas (103).

Los aceites esenciales, por su parte presentan, al igual que actividad bioldgica, pero
son compuestos volatiles y se pueden degradar, principalmente por oxidacion ya sea
por accion del tiempo o de elevadas temperaturas (105).

Las investigaciones realizadas, encaminadas a establecer el potencial bioldgico del
propoéleos a nivel mundial, han permitido demostrar que los compuestos fendlicos y
los &cidos organicos (acido cafeico, entre otros) que se encuentran en este producto
son los encargados de su accién farmacoldgica, quedando establecidas sus
propiedades antibioticas, fungicida, antiviral y antitumoral, entre otras (89). También
se ha demostrados que los triterpenos pentaciclicos encontrados en propéleos
brasilefios y de paises tropicales en general, estan vinculados con su actividad
antiinflamatoria, anticancerigena y antiviral (106, 107).

Por otra parte, los flavonoides presentes en los propéleos, poseen una accion directa
sobre las membranas de algunas bacterias, reduciendo su capacidad de
permeabilidad, inhibiendo su motilidad, haciéndolas mas vulnerables al ataque del
sistema inmunologico. Ademas, los flavonoides se caracterizan por actuar de forma
similar al acido nicotinico, dandole propiedades oxido reductoras, en sinergia con el
acido ascorbico (108). Conjuntamente se conoce que estos ejercen un efecto
antiinflamatorio a nivel de las articulaciones, de la piel, y mucosas y estimulan la
sintesis del colageno de las paredes vasculares, acelera la epitelizacion y division
celular en la curacion de heridas (109). También se relaciona la actividad
antibacteriana con el acido p-cumarico, diterpénico prenilados y los flavonoides
galangina, pinobanksina y pinocembrina, esta Ultima también exhibe actividad
antifungica. Los derivados del acido cafeoilquinico, que han sido aislados del
propéleos, muestran acciones inmunomoduladoras y hepatoprotectoras y los
furofuranos lignanos inhiben el crecimiento de algunas bacterias (81).

En Cuba el propdleos es uno de los productos naturales mas activos que se insertan
en las investigaciones al respecto (cosméticos, suplementos alimentarios y
medicamentos). Como resultado de estas investigaciones se ha demostrado que la
presencia de quinonas y triterpenos en los propoleos rojos cubanos esti
estrechamente relacionada con su actividad antiinflamatoria, hepatoprotectora y
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antioxidante (110). Siendo esta ultima afectada por el origen botanico y geografico
(89).

Asimismo, mundialmente, muchos son los estudios realizados para demostrar la
actividad antibacteriana del propdleos. Estos han arribado a la conclusion de que la
droga apicola es mas eficaz para combatir las bacterias Gram positivas que contra
las bacterias Gram negativas (89). Tolosa y Cafizares (2002), demostraron la
actividad de propoleos de diferentes territorios de Campeche frente a Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Salmonella typhi,
siendo esta Ultima la mas resistente al producto (104).

De igual forma, estudios han demostrado que algunos compuestos aromaticos,
ésteres de acidos grasos y sesquiterpenos aislados de extractos de propdleos turcos,
poseen actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Streptococcus beta
hemolitico. Ademas, compuestos fendlicos y los acidos diterpénicos presentes en
propéleos brasilefios, actian contra el Helicobacter pylori y son responsables de la
actividad hepatoprotectora (47, 111, 112). Esta accion anti-helicobacter, también fue
demostrada con propoéleos chilenos de diferente origen botanico (113). Ademas, se
ha comprobado la actividad antimicrobiana del propdleos frente a Escherichia coli,
Paracoccidioides brasiliensis, Trichophyton rubrum, Listeria spp, Bacillus spp.,
Candida albicans (114). La actividad frente a la levadura se demostré que es mayor
en propdleos centro europeos (Alemania, Francia y Austria) con predominio del &cido
trans-p-cumarico, que en propoleos mediterraneos (Bulgaria, Turquia, Grecia y
Argelia), que contienen flavonoides, ésteres del acido cafeico y acidos ferulicos (103).

Por otra parte, en paises como Chile y China se ha demostrado la capacidad del
propéleos para disminuir la expresion del higado graso alcohdlico y no alcohdélico (115,
116). En el caso de esta Ultima cuando se encuentra en etapas avanzadas la dosis es
de 12 ml diarios de extracto alcohdlico al 5 %. Asimismo, se ha observado que el
propéleos baja la presion sanguinea, reduce los niveles de triglicéridos y de Colesterol
Ligado a Lipoproteinas de Baja Densidad (LDLc; por sus siglas en inglés) y eleva los
de Colesterol Ligado a Lipoproteinas de Alta Densidad (HDLc; por sus siglas en inglés)
(110).

Igualmente, varios estudios realizados en ratas con propéleos de diferentes
procedencias demuestran el efecto de este producto sobre la diabetes mellitus ya
gue, entre otros aspectos, controla los niveles de la glucosa en la sangre de
individuos que presentan dicha enfermedad (117, 118).

Ademas, se ha observado que el propoleos verde de Brasil muestra
actividad neuroprotectora tanto “in vivo” como “in vitro”, debido a las

propiedades antioxidantes del cafeato de fenetilo. Por otra parte, propéleos de igual
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origen geogréfico inhiben la adhesion de trofozoitos de Giardia duodenalis, lo cual
sugiere su empleo como agente antigiardiasico (119, 120). También se recomienda a
este producto como tratamiento para ulceras gastroduodenales y para aliviar
dermatitis provocadas por bacterias y hongos (109, 121, 122).

En la rama de la estomatologia, el propdleos también es ampliamente utilizado por
todas las propiedades, anteriormente citadas, que este posee (89, 123). Ademas,
Moreno y col. (2007), probaron el efecto del propdleos de diferentes origenes
geograficos (argentinos, colombianos y cubanos) frente a este Streptococcus mutans,
y observaron que la cepa ATCC 25175 es sensible a al producto independiente de su
origen (124). Asimismo, esta droga apicola se ha empleado en el tratamiento de la
candidiasis oral, gingivitis, aftas bucales, estomatitis aftosa, cirugia bucal,
recubrimiento pulpar, periodontitis, bolsas periodontales, entre otras (5). También
Herrera y col. (2012) propusieron al propdleos como una alternativa de uso en el area
de endodoncia, dado el potente efecto frente a Enterococcus faecalis, patdégenas
resistentes a los desinfectantes y medicaciones intraconducto utilizados en la terapia
endodontica (125).

Otro efecto interesante del propdleos es la actividad anticancerigena. Estudios han
demostrado que flavonoides, aislados de este producto, tienen efectos antitumorales,
tal es el caso de la propolina C, aislada de propdleos de Taiwan, que induce efecto
citotoxico en las células del melanoma humano (126). También, el acido cafeico
disminuye el crecimiento tumoral en metéstasis pulmonar de tumor mamario (127),
este en dosis de 10 mg/ml es capaz de inhibir completamente la incorporacion de
timidina en el ADN del carcinoma de mama (128). El cafeato de fenetilo y la artepillina
C tienen un efecto anticancerigeno y quimiopreventivo en el tratamiento de la
metastasis del cancer de colon (129). El acido p-cumarico y diterpénico prenilados
también es citotoxico para las células tumorales (81, 89, 130).

El efecto antitumoral del propdleos también es efectuado por los flavonoides que
contiene, los cuales inhiben la incorporacion de timidina, uridina y leucina en las
células cancerigenas. Los flavonoides también inhiben la tirosinquinasa, las
topoimerasas | y Il, asi como, a las quinasas de las proteinas que controlan la division
celular en los cuadros de oncogénesis, manifestado un metabolismo lento y retraso
del crecimiento celular (130).

Como se planteaba anteriormente el prop6leos no es solamente util para el ser
humano, sino también, para otros animales. Varios estudios demuestran que este
aditivo natural funcional, favorece el sistema inmunolégico de los animales y provoca
un incremento del peso y de la masa muscular en estos, mediante la estimulacion
de la ingestion alimentaria. También, existen investigaciones que demuestran que,
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enlas cabras, al ingerir prop6leos como aditivo alimenticio, se estimula la
produccion de solidos totales, grasa y proteina en la leche; resultando benéfico
también en bovinos, pollos, porcinos, tilapias y trucha arco iris (130).

Asimismo, a pesar de los escasos estudios relacionados con los posibles usos del
propéleos en la agricultura, este podria ser una alternativa de origen natural a los
pesticidas sintéticos tradicionales ya que presenta actividad frente a varios
fitopatdgenos (tabla 1) (88).

Tabla 1. Patdgenos de plantas con sensibilidad al propéleos

Fitopatogenos Huésped Enfermedad Bibliografia

Allium cepa (cebolla)

Sclerotium cepivorum Allium sativum (ajo)

Pudricion blanca del ajo | Acevedo (2009)

Mas de 380 especies Manchas, pudriciones, y Sosa Lépezy

Alternaria alternata decoloraciones, en las colaboradores
vegetales .

hojas de las plantas (2014)

Dioscorea sp. (Name) limon Sosa Lépezy

Colletotrichum sp. mexicano cebollalitchi Antracnosis colaboradores
papaya; mango. (2014)

Penicillium digitatum Citricos frutas en épocas Moho gris en naranjas Matny (2015)

de post-cosecha almacenadas

[.4.1 Actividad antiviral del propéleos

La actividad antiviral del propoleos es, también, de gran interés en la rama
investigativa. Varios estudios demuestran el efecto de esta droga frente a virus que
afectan tanto a humanos como a animales. También, se ha observado que este
producto actua sobre virus de ADN y ARN ya sean mono o bicatenario, de polaridad
positiva 0 negativa (5).

Estudios demostraron la accién antiviral de este producto frente al virus herpes simple
(VHS) Tipo 1y 2, adicionalmente ante poliovirus Tipo 2, ya que es capaz de reducir la
sintesis del ADN viral, debido a la accion sinérgica de, el &cido cafeico con su éster,
el acido ferulico y los flavonoides que se encuentran en el propéleos (89, 103).
Asimismo, se conoce que la actividad frente a ambos Tipos de Herpes (VHS 1y 2) es
mayor que la que presenta el Aciclovir, antiviral ampliamente utilizado contra el virus
(30, 81) y parece ocurrir antes que penetren la célula y no después de su ingreso
(130).

También se ha demostrado la capacidad antiviral del producto en cuestion sobre el
virus de influenza aviar, virus de la enfermedad Newcastles, Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), Adenovirus Tipo 2, Virus de estomatitis vesicular
Coronavirus, Virus de Influenza Ay B, virus Vaccinia, y Rotavirus 2 (5).
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Asimismo, se ha estudiado la actividad in vitro de las flavonas y flavonoles aislados
del propdleos frente al virus de influenza Tipo 1, demostrandose que los segundos
son mas activos que las primeras en el orden de la galangina, kaempferol, y quercetina
(81). También se determind, en un estudio realizado con extractos etandlicos de
propéleos brasilefios, que este presenta actividad frente a los serotipos 2, 3y 4 de
Rinovirus Humanos (HRV-2 y HRV-4) y dicha accion esta dada por la presencia en
estos extractos del kaempferol y el &cido p-cumarico (131).

Por otra parte, algunas investigaciones muestran que flavonoides, que también se
encuentran en los propdleos de diferente origen geogréafico, como la apigenina, el
kaempferol y la quercetina tienen efecto antiviral frente al virus dengue. Més
detalladamente la concentraciéon inhibitoria del 50 % (Clso) de la quercetina como
tratamientos es de 35,7 ug/mly como profilaxis es de 28,9 ug/ml (23).

De manera general la accion del propoleos sobre los virus puede ser de diversas
formas y concluyen en una reduccion de la multiplicacién viral e incluso en una accién
virucida (12). Este producto induce la produccion de Interferones (INFs), sustancias
que fortalecen la membrana celular, inducen nucleasas que destruyen el genoma viral
y modifican el patron de la fosforilacion del factor de iniciacion eucariético, el cual
influye en la transduccion de las proteinas y detiene toda la biosintesis de estas,
incluyendo la de los virus (132). También interfieren con las estructuras del virén o
enmascaran los compuestos virales que son necesarios para la entrada del virus a la
célula huésped (89, 130).

Estudios demuestran que el propdleos posee un mayor efecto antiviral frente a HSV-
1y HSV-2 que el Aciclovir. Tal es el caso de propéleos de la provincia turca, Hatay,
que suprimié significativamente la replicacion de estos virus a partir de las 24 y 48
horas de incubacion, respectivamente, en presencia de 25, 50 y 100 pg/ml de
propéleos. En este articulo se investiga: i) las actividades antivirales de las muestras
de propdleos de Hatay contra HSV-1 y HSV-2 en la linea celular HEp-2, y ii) la
presencia de los efectos sinérgicos del propdéleos con aciclovir contra estos virus (30).

I.5 Capacidad inmunomoduladora del Propd6leos

El propdleos y sus componentes (flavonoides, los acidos fendlicos y esteres) tienen
actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora (81). Mediante esta ultima el cuerpo es
capaz de defenderse de los patdgenos que le afectan ya sean virales o microbianos.

Este producto apicola es capaz de modificar la inmunidad inespecifica. Sus
constituyentes, tales como el acido cinamico y su derivado p-cumarinico, estimulan la
produccion, en los macrofagos, del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), de la
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interleucina (IL) -1B (133), de los receptores celulares tipo toll TLR-2 y TLR-4 y la
formacion de perdxido de hidrogeno (H202), mientras que reduce la produccion de
oxido nitrico (NO) (134).

El efecto inmunolégico del propoéleos depende en gran medida de su concentracion y
de la de sus componentes por separado. Elevadas concentraciones de este producto
y del acido cinamico, al contrario de los planteado anteriormente, inhiben la produccion
de TNF-a e IL-10, mientras que se fomenta la actividad antifingica frente a Candida
albicans (135). En resumen, en dependencia de la concentracién el propoleos exhibe
efectos proinflamatorios y antiinflamatorios y puede estimular o inhibir ciertos procesos
inmunoldgicos (89).

[.6. Otros usos del Propdleos

Por todas las propiedades, antes sefialadas, que posee el propdleos, este es
ampliamente utilizado en diversas ramas industriales.

En la industria farmacéutica se elaboran ungtientos topicos y ampolletas que ayudan
circulacion sanguinea, en tratamiento de forunculos, acné, herpes simple,
inflamaciones orales y neurodermatitis también se puede encontrar en forma de
capsulas, como extracto hidroalcohdlico o glicolico, en pastillas para la garganta, y en
polvo (81, 136, 137).

En la industria cosmética, también es empleado en la elaboracion de jabones,
champus, pastas dentales, enjuagues bucales, cremas faciales y cosméticos (94).

En muchos paises se utiliza, ademas, como aditivo por sus propiedades antioxidantes.
Este producto prolonga entre dos o tres veces la vida util de productos envasados o
en alimentos frescos, ejemplo pescados congelados, grasas y aceites, ron y bebidas
alcohdlicas y podrian extenderse a otra clase de alimentos tales como carne vacuna,
cordero, cerdo, pollo, fruta, etc. (2, 81). Asimismo, en Cuba se utilizan los propoleos
como medicamentos, cosmeéticos y suplementos alimentarios (5).
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Il MATERIALES Y METODOS

I. 1 Virus

Para la evaluaciéon de la actividad antiviral frente al virus dengue se utilizo la cepa
VDEN-2 A15 (2PR 5P C6/36HT), aislada del suero de un paciente con un cuadro
clinico de dengue clésico, durante la epidemia de 1981, y conservada en la coleccion
de cepas del Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del Instituto de
Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK).

Il. 2 Lineas Celulares

[1.2.1 BHK-21

Para el ensayo de titulacion viral se emple6 la linea celular BHK-21 clon 15
(fibroblastos de rifidn de hamster sirio recién nacido) obtenida a partir de la linea BHK-
21 clono 13 (ATCC 1992), la cual fue donada al Laboratorio de Cultivos Celulares del
IPK por el Prof. S. B. Halstead. Las células se cultivaron en frascos plasticos estériles
de 75 cm? en Medio Esencial Minimo (MEM de las siglas en inglés Esential Minimum
Medium), suplementado con 1 % de amino&cidos no esenciales (100X), y Suero Fetal
Bovino Inactivado (SFBI) al 10 %. Se pasaron semanalmente a razén de pase de 1:8.
Se incubaron a 37 °C con 5 % de COz. El medio de mantenimiento consistio en MEM
suplementado con SFBI al 2 %.

[1.2.2 C6/36-HT

Para la determinacién de la citotoxicidad y de la actividad antiviral de los extractos de
propdleos en estudio se empled la linea celular de mosquito C6/36-HT (sublinea
obtenida Kuno y Oliver en 1989 a partir de C6/36-HT que crece a 34 °C) donada por
el CDC de San Juan de Puerto Rico al Laboratorio de Cultivos Celulares del IPK. Las
células se mantuvieron mediante pases semanales con una razon de pase de 1:6,
utilizando como medio de crecimiento MEM suplementado con 1 % de amino&cidos
no esenciales (100X), 2 mM de glutamina, antibidticos (penicilina 100 Ul/mL y
estreptomicina 100 mg/mL) y 10 % de SFBI por calor (30 minutos a 56 °C). El medio
de mantenimiento consistié en el medio de crecimiento, suplementado con SFBI al 2
%.

II. 3 Propdleos

En el estudio se evaluaron cuatro extractos alcoholicos de propdleos cubanos P1, P3,
P4, P6, obtenidos a partir de muestras de propéleos (Plmp, P3mp, P4mp, P6mp)
recolectadas en apiarios de Matanzas, Mayabeque, La Habana y Holguin
respectivamente (tabla 2).

-20-



Tabla 2. Origen y forma de obtencién de las materias primas de propoleos
empleadas en el estudio.

P1mp Rojo Raspado 2020 Matanzas P1
P3mp Rojo Mallas plasticas 2021 Mayabeque P3
P4, Amarillo Raspado 2021 La Habana P4
P6 o Pardo Raspado 2015 Holguin P6

I1.4. Recoleccidn de las materias primas de propdleos

Para el estudio se seleccionaron 15 colmenas por apiario y se emplearon dos métodos
de recoleccidn de materia prima o muestras de propoleos

[1.4.1 Sistema de mallas o trampas

Se emplearon mallas plasticas matrizadas de 50 x 42 cm, con orificios de 3,4 x 3,2
mm y un espesor de 1,3 mm. Se coloco una trampa en cada caja de colmena, sobre
la dltima alza, entre los cabezales y la tapa durante 30 dias.

Alos 15 dias se procedi6 a una revision de las colmenas, y las trampas se desplazaron
a partir del lado interno de una de las paredes del cajon, en sentido lateral, a los
efectos que la parte propolizada quede sobre el cabezal del marco y la parte que
estaba sobre el cabezal (zona sin propolizar) se localice en el espacio que queda entre
los marcos.

Posteriormente, para la extraccion del propdleos, las mallas se congelaron a -20 °C,
y se realizé una separacion manual.

[1.4.1 Método de raspado

Este sistema consistié en raspar con una espatula (de acero inoxidable), la tapa y la
superficie de los cuadros, donde las abejas depositaron el propoéleos.

Las muestras de propdleos recolectados mediante uno u otro sistema, se colocaron
en frascos de vidrio y/o plastico bromatolégicamente aptos y se depositaron en sitios
frescos, oscuros y secos, evitando la exposicion directa a la luz solar, tubos de nedn
o focos de gas.
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II.5 Preparacion de los extractos de propoleos

[1.5.1 Extracto alcohdlico

Para la preparacion de los extractos alcohélicos se tomaron 100 g de cada muestra
de propéleos y se mezclaron con 500 mL de alcohol al 96 % (proporcién: 1/5 (g/mL))
(figura 4).

Materia
prima de
propoleos

(100g)

Alcohol
(96%)
(500ml)

Mezclar a
40°C, 72 h,
incubadora

zaranda

Filtrar al vacio (filtro
0,45mm)

Sedimento
( propdleos
cerae
impurezas)
Alcohol (96%)
(250ml )

Mezclar a
40°C, 72 h,
incubadora Extracto
zaranda alcohdlico de
propdleos a
estudiar Rotoevaporacién
Filtrar al vacio (filtro (40°C, 70rpm)
0,45mm)

Extracto
1

Caracterizacion
quimica

Secado final p,
Sedimento Extracto (desecadora) /"er,-e
(cerae 2 W/
impurezas)

Extracto
seco

Desechar

Estudios bioldgicos % de Cera

Figura 4. Preparacion de los extractos de propdleos.
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Las mezclas se colocaron a 40 °C durante 72 horas en una incubadora con zaranda.
Los extractos obtenidos, luego de este periodo de incubacién, se colocaron durante
una hora a -20 °C (138) para separar las ceras y los propdleos extraidos, y se
filtraron al vacio empleando filtros de 0,45 mm de diametro. Posteriormente, a los
sedimentos derivados de la filtracidn, se le afiadieron 250 mL de alcohol y se pusieron
bajo iguales condiciones durante otras 72 horas, luego de las cuales se procedio a
una segunda filtracion con las mismas caracteristicas.

Los extractos colectados en cada filtracion se mezclaron y se conservaron a 4 °C en
frascos ambar, para evitar la evaporacion del alcohol y la descomposicion de los
compuestos biolégicamente activos.

[1.5.2 Extracto seco

Los extractos alcohdlicos obtenidos se concentraron a sequedad, en un
rotoevaporador (Heidolph Laborota 4010 Digital) a 60 °C y 70 rpm a presion reducida.
Luego se vertieron en bandejas de acero inoxidable y se colocaron en una desecadora
a vacio hasta su secado total. Los extractos secos obtenidos se almacenaron en
frascos de vidrio color ambar y se conservaron a -20 °C.

[1.6 Caracterizacion sensorial de los extractos alcohélicos de propdleos

La determinacion de las caracteristicas sensoriales de los extractos a evaluar la llevo
a cabo el panel sensorial del Centro de Investigaciones Apicolas (CIAPI)
mediante pruebas descriptivas del color, el aspecto, el aroma y el sabor. Para esto, los
propodleos se colocaron en frascos de vidrio codificados. Primeramente, se evalud
el olor y el sabor y luego el resto de los caracteres, comparando cada muestra con
los controles adecuados.

Los atributos mencionados se clasificaron de la siguiente forma:
Aspecto:
1. Heterogéneo 2. Homogéneo 3. Transparente 4. Turbio
Olor/Aroma:

1. Resinoso 2. Aromatico 3. Caracteristico 4. Floral 5. Otro
Sabor

1. Picante 2. Resinoso 3. Amargo 4. Caracteristico 5. Fuerte.
6. Suave 7. Ceroso (insipido) 8. Otro

Color
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1. Verdoso 2. Amarillo 3. Pardo 4. Marrén 5. Verde 6. Rojo 7.
Castafo 8. Otro.

[I.7 Caracterizacién quimica del propo6leos

La caracterizacion quimica de los extractos se realizo en los laboratorios del Centro
de Investigaciones Apicolas (CIAPI) segun los procedimientos plasmados en la norma
IRAM-INTA 15935-2 "Productos del NOA (noroeste argentino) Propdleos Parte 2 —
Extractos de propéleos " con algunas modificaciones.

[I. 7.1 Andlisis cromatografico
II. 7.1.1 Cromatografia en Capa Delgada (CCD)

Para el estudio cualitativo de la composicion quimica de los propéleos a evaluar se
empled el método de cromatografia en capa delgada desarrollado por Campo y col.
en el 2008 con modificaciones (114).

Se utilizé una camara cromatografica de vidrio de 21,5 cm de altura, 23 cm x 6 cm el
area de la base y 28 cm x 13 cm el area de la cara superior. Se trabaj6é a temperatura
ambiente (25-29 °C) y se estimé un tiempo de saturacion de 30 min aproximadamente.
Se emple6é como fase estacionaria placas de gel de silica GF 254 (0,20 mm;
Macherey-Nagel) sobre soporte de aluminio para los analisis cualitativos (activadas
previamente a 100 °C). Como fase movil se empleé una mezcla de tolueno: acetato
de etilo: acido formico (5:4:0.2). Como patron de corrida se emplearon ocho sustancias
de referencia: nemorosona (N), pinobanksina (P), kaempferol (K), apigenina (AP),
Quercetina (Q), luteolina (L), miricetina (MR) y catequina (Cat). La placa se revelo con
luz ultravioleta a las longitudes de onda de 254 nm, y de 366 nm.

II. 7.1.2 Cromatografia liquida de alta resolucion con espectro ultravioleta
(CLAR-UV)

La cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) es la técnica cromatogréafica mas
empleada para el fraccionamiento preliminar y para el analisis cuantitativo de los
productos naturales. En este estudio se emple6 el Cromatografo de Liquidos acoplado
a un Espectrometro de Masa de triple cuadruplo LC-MS (LCMS 8040, SHIMADZU).
Las separaciones se desarrollaron empleando una columna shimpack HRC-ODS 150
X 4,6 mm 5 pum. La fase mévil empleada fue una mezcla de acido férmico al 0,1 % vy
metanol (Panreac Quimia SA, 99.9 %), impulsada a un flujo constante de 1 mL/min.
Las inyecciones se realizaron manualmente y contenian 10 uL por muestra. El estudio
se realiz6 a temperatura ambiente y el detector utilizado es luz ultravioleta a 265 nm
y a 280 nm segun Williams y Harborne, 1989 (139).
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Il. 7.2 Determinacion del porciento de sustancias extraibles en n-hexano (ceras)

Este ensayo se realiz6 en un extractor de Soxhlet (Behrotest®), a partir del extracto
seco obtenido de cada muestra de propdleos recolectada.

Se pesaron dos gramos y se afadieron en cartuchos de celulosa secos, para
colocarlos en el extractor. Consecutivamente se afiadieron 200 ml de n-hexano
(Panreac Quimia SA, 95 %) en cada balon del Soxhlet. La extraccién se realizd
durante tres horas luego de que el solvente entrara en ebullicién y alcanzara una
velocidad aproximada de 130 gotas de condensado por minuto. Posteriormente se
evaporaron 10 ml del contenido del balén en placas Petri secas (pesadas con
anterioridad) a 100 °C durante una hora. Luego las placas se pusieron durante 30
minutos en una desecadora y se pesaron hasta lograr constancia de masa (dos
pesadas sucesivas no difieren entre si en mas de 5 mg).

El porciento de ceras o de sustancias extraibles en n-hexano (Se) debe ser menor de
2 g/100g y se determind mediante la formula:

Pl—PO Vhex
E = *

Pq 10 100

Donde:

P1: la masa de la placa Petri con sustancias extraibles (seco), en gramos;
Po: la masa de la placa Petri vacia (seco), en gramos;

Pd: la masa del propoéleos que se afiadio en al dedal, en gramos;

Vhex: €l volumen total del n-hexano, en militros.

El experimento se realiz6 por duplicado.

II. 7.3 Determinacion de compuestos fendlicos totales (expresados como
gramos equivalentes de acido galico por mililitros de extracto)

Primeramente, se elabor6 una curva de calibracion, empleando como soluciéon
de referencia una mezcla de acido galico (Ag) y etanol (Quimipur, 99,5 %) a
concentraciones de 0 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,4 mg/mly 0,5 mg/mi
de &cido galico.

Posteriormente a 0,1 ml de cada solucién patrén y cada extracto se afiadieron cuatro
militros de agua destilada y 0,5 ml del reactivo Folin-Ciocalteu (Panreac Quimia SA,
99 %). La mezcla se dejo en reposo durante cinco minutos. Luego se afiadieron cuatro
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militros de una solucién de carbonato de sodio al 7,5 %, y 1,4 ml de agua destilada y
se dej6 en reposo durante dos horas a la oscuridad.

Finalmente se midié la absorbancia de las soluciones en cubetas de vidrio en un
espectrofotometro (MRC, espectro V-Il D) a 765 nm, contra un blanco de agua
destilada. Las mediciones se realizaron por triplicado. El contenido de fenoles totales
se calculé con la formula:

Donde:

Ft: contenido de fenoles totales;

Abs: promedio de las absorbancias de cada muestra;
I: intercepto de la curva de calibracion;

b: pendiente de la curva de calibracion;

Vd1: volumen final de la solucion;

V4: volumen que toma de la muestra.

II. 7.4 Determinacion de flavonoides totales (expresado como su equivalente en
qguercetina)

El contenido de flavonoides totales presente en cada extracto de propdleos, se
determind, por el método de Tricloruro de Aluminio (AICI3).

La curva de calibracion se trazd con soluciones de quercetina a concentraciones de 2
pug/ml, 4 pg/ml, 6 pg/ml, 8 pg/mly 10 pg/ml. El solvente utilizado fue una solucién de
tricloruro de aluminio (AICI3) al 5 %. Los valores de absorbancias se leyeron a 425 nm
en un espectrofotometro (MRC, espectro V-1l D).

Para ello se afiadié 0,1 ml de las muestras, 0,5 ml de AICIz y 24,4 ml de metanol en
volumétricos de 25 ml. Luego se tomo un mililitro de cada dilucién y de la solucion
blanco (0,1 ml de etanol, 0,5 ml de AICIs y 24,4 ml de metanol) y se colocaron en
cubetas de vidrio. Los valores de absorbancias se leyeron a 425 nm en un
espectrofotometro (MRC, espectro V-l D) para evitar la interferencia de otras
sustancias fendlicas como los &cidos fendlicos. El experimento se realizO por
duplicado.

Abs — 1
Flv =
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Donde:

Flv: contenido de flavonoides totales;

Abs: promedio de los valores de absorbancia de cada extracto leido a 425 nm;
b: pendiente de la curva de calibracion;

I: intercepto de la curva de calibracion.

II. 7.5 Determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos

Il. 7.5 1. Indice de oxidacion

Se afadié dos mililitros de cada extracto alcohdlico de propéleos al 5 % de sélidos
solubles, a 100 ml de agua destilada y la mezcla se filtr6 con papel de filtro para
analisis cualitativo bajo en cenizas de 125 mm (FILTER-LAB®). Posteriormente, a dos
mililitros ml de cada filtrado se le afiadio un mililitro de acido sulfurico (Applichem, 95-
97 %) y se agitdé durante un minuto. Luego se agregd 0,05 ml de una solucién de
permanganato de potasio 0,1 N e inmediatamente que se puso en marcha el
cronometro y se registré el tiempo en que la solucion tarda en decolorarse, lo que
indica la actividad antioxidante de la muestra. Este procedimiento se realiz6 por
duplicado.

Il. 7.5 2 Capacidad antioxidante por el método de vitamina C

Se realiz6 mediante la técnica propuesta por Sayed y Roofot (1979), con
modificaciones. La curva de calibracion se trazé con soluciones de vitamina C a
concentraciones de 0 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/mly 40 pg/mi.
El solvente utilizado fue una solucion de acido oxalico (H2C204). Los valores de
absorbancias se leyeron a 730 nm en un espectrofotometro (MRC, espectro V-1l D).

La capacidad antioxidante equivalente a la vitamina C se determiné afiadiendo 50 pL
de los extractos alcohdlicos en 10 ml de H2C204 y un mililitro de estas soluciones con
acido sulfarico y molibdato de amonio al 5 % (1:4:5). Luego las mezclas se colocaron
a 90 °C durante una hora.

Las concentraciones de compuestos con capacidad antioxidante equivalente a la
vitamina C en los propdleos a evaluar, se calculé segun la ecuaciéon de la curva de
calibracion.

Abs — 1

VCext =
ex 5

Donde:
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VCext: contenido de compuestos con capacidad antioxidante equivalente a la vitamina
C en los extractos alcohdlicos;

Abs: promedio de los valores de absorbancia de cada extracto leido a 730 nm;
b: pendiente de la curva de calibracion;

I: intercepto de la curva de calibracion.

[1.8 Ensayo de citotoxicidad

La determinacion de la citotoxicidad de cada extracto a analizar se realizé por el
ensayo colorimétrico de reduccion del compuesto bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) por enzimas mitocondriales activas en células vivas
(40). En el ensayo se emplearon placas de 96 pocillos de fondo plano con monocapa
confluente de la linea celular C6/36 HT, sembrada 48 horas antes a partir de una
suspension de células de 2x105 células/mL.

En el ensayo se realizé por duplicado y se afiadieron 100 pL por pocillo de las
diferentes concentraciones de cada extracto, con 6 réplicas por concentracion,
dejandose dos filas como controles celulares.

Las concentraciones a evaluar se prepararon a partir de una madre de 1000 ug/ml de
extracto del propdleos seco disuelto en MEM y abarcaron el rango desde 5 pg/mi
hasta 1000 pg/ml. Las placas se incubaron segun los requerimientos de la linea
celular empleada (33 °C, atmdésfera con 5 % de COz2), por un periodo de cinco dias.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se afadieron 10 pL de MTT
previamente preparado a concentracion de 5000 pg/mL disuelto en solucion
salina tamponada con fosfato (SSTF) (0,01 mol/L; pH 7) a todas las placas, y se
incubaron en iguales condiciones durante 4 horas (protegidas de la Iluz).
Posteriormente se disolvieron los cristales de formazan con 100 pL de DMSO
por pocillo. La absorbancia se medié en un espectrofotometro lector de placas
multipozos (MRX Revelation, Dynex Technology®) con el programa integrado Dynex
Revelation 4.02 a una longitud de onda de 560 nm con filtro de referencia de 630 nm.
[1.8.1 Procesamiento de los datos

El porciento de viabilidad o supervivencia asociado a cada concentracién evaluada se
calculé a partir del valor promedio de absorbancia de los pozos tratados con cada
concentracion de extracto, respecto el valor promedio de absorbancia de los controles
celulares (sin tratar), el cual se considera como el 100 % de viabilidad.

El valor de la CCso se determind mediante regresion lineal, a partir de la ecuacion de
la linea de tendencia de la curva dosis-respuesta, obtenida al graficar (concentracion
del extracto-porcentaje de viabilidad celular).
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[1.9 Obtencidn del lote de trabajo de virus

Frascos plasticos estériles de 25 cm? con monocapa confluente de células C6/36-HT
se inocularon con 500 L de la cepa viral en estudio a una multiplicidad de infeccion
de 0,01, empleando medio de mantenimiento (MEM, Gibco, EUA) con L-glutamina 200
nmol/L al 1 %, suero fetal bovino inactivado al 2 %, antibiético (Penicilina 10. 000 Ul/mL
y Estreptomicina 10. 000 pg/mL) al 1 %.

Las células inoculadas se incubaron durante una hora a 33 °C, para facilitar la entrada
del virus. Posteriormente se afiadieron cinco mililitros de medio de mantenimiento a
cada uno de los frascos. Los cultivos celulares inoculados con la cepa A15 del virus
Dengue 2 se incubaron a 33 °C y atmdsfera de 5 % de COs-.

La replicacion viral se confirm6é por el método de reduccion de placa.
Consecutivamente los frascos se congelaron a -80 °C con una previa adicion de SFBI
al 20 %. Finalmente, los cultivos se descongelaron de forma rapida a 37 °C y
distribuyeron en alicuotas de 200 pL.

11.10 Determinacion del titulo viral en las células BHK-21

Para la titulacién en células BHK-21 se procedi6é segun lo descrito en el Manual de
técnicas de laboratorio para el diagnostico y caracterizacion de los virus del dengue y
otros arbovirus (2011) del laboratorio de Arbovirus del IPK, como se describe a
continuacion:

Se prepararon diluciones seriadas en base 10 (107, 102, 103, 10%410°).
Posteriormente, en una placa de 24 pocillos, se afadié 500 yL de una suspension de
células BHK-21 a una concentracién de 2 x 10° cels/mL en cada pocillo y se dej6 en
reposo durante una hora a temperatura ambiente.

Luego se inoculd, en cada pocillo, 50 yL de las diluciones del virus ya preparadas y
se incubo durante cuatro horas a 37 °C y atmésfera de 5 % de COa.

Después se afiadieron 0.5 mL de medio de recubrimiento Overlay (SFBI 6 %, L-
glutamina 2 mM, MEM2X, carboximetilcelulosa a 3 g/L, antibiéticos (penicillinal00
UL/mL y estreptomicina 100 pug/mL- 0,2 mL y bicarbonato 2,5 mL), y se incub6 a 37
°C y atmosfera al 5 % de COz2, durante 5 dias por requerimientos del virus VDEN-2

Posterior a este periodo de incubacion se realizé la tincion de la placa. Para ello se
descart6 el medio, se lavaron las monocapas celulares, con agua corriente, y a cada
pocillo se afiadieron 0.5 mL de la solucién colorante (acido acético 1 mmol/L (Merk,
Alemania), Napthol Blue Black 1,6 mmol/L y acetato de sodio 166 mmol/L, Sigma,
EUA). Después de 30 minutos en reposo se realiz6 un segundo lavado de la placa y
se dej6 a temperatura ambiente hasta el secado completo de la misma. Luego se
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realizd el conteo de focos formados en cada pocillo donde se observo efecto y se
determind el titulo viral segun la siguiente férmula:

U
Titulo viral e Pp * f dilucion » 10™

Dénde:
Pp: Promedio del nimero de placas obtenido para las réplicas;

fdilucion : Factor de correccibn para expresar el titulo en UFP/mL
(volumen del solvente)

volumen del in6culo

10™: Representa la dilucion en que se contaran las placas.
[1.11 Ensayo de pesquisa primaria de actividad antiviral

La pesquisa primaria de actividad antiviral de los extractos de propdleos frente a
VDEN-2 se realizé segun la metodologia propuesta por Guo y col.,, 2006 con
modificaciones (140).

Para ello monocapas celulares de C6/36-HT crecidas en placas de 96 pocillos se
incubaron con concentraciones subtoxicas de los extractos, comprendidas entre
100 pg/mL y 200 pg/mL, empleando 6 pocillos para cada concentracion. En cada placa
se dejaron dos columnas como controles celulares, una como control viral, y otra
como control positivo (virus + suero hiperinmune + células). Tras una hora de
incubacion a 33 °C en atmésfera de 5 % de CO:2 se afadié 100 pL de una
suspension viral de dengue 2 con UFP/ml en las columnas correspondientes. Luego
las placas se incubaron bajo las condiciones requeridas para la linea celular, (33 °C,
en atmosfera con 5 % de COz2), durante cinco dias. Transcurrido este tiempo se
colectaron los sobrenadantes correspondientes a cada concentracién de extracto
evaluada, asi como del control viral y el del control positivo y se conservaron a una
temperatura de -70 °C.

[1.11.1 Determinacion de reduccién de la productividad virica mediante el ensayo
de reduccién del numero de placas.

Cada una de las muestras colectadas en el ensayo de pesquisa primaria de actividad
antiviral, se evaluaron mediante reduccion de la productividad virica a través de la
determinacion de reduccion del numero de placas.

Para ello se inocularon 100 pL de sobrenadante puro de cada una de las muestras en
placas de 24 pozos con monocapa de células BHK-21. Tras dos horas de incubacion
(37 °C, en atmosfera con 5 % de COz) se afiadié 0,5 mL de medio Overlay (SFBI al 6
%, L-glutamina 2 mM, MEM 2X, Carboximetilcelulosa 3 g/L, antibioticos), y se incubd
por cinco dias en iguales condiciones. Luego se descart6 todo el medio de la placa,
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se lavl suavemente con agua corriente y se tifieron las monocapas con colorante vital
Naphtol Blue Black. Tras lavar y dejar secar se procedié al conteo del niumero de
placas formadas en cada pocillo. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

11.11.1 Procesamiento de los datos

El valor porcentual de reduccion del nimero de placas con respecto al control
viral se calculé segun la relacién:

% de reduccion = [1- (Xs/Xm)] x 100 %
Donde:

Xs: promedio del nimero de placas obtenido para la dilucion de la muestra tratada;
Xm: promedio del nimero de placas obtenido para el control viral.

Toda muestra tratada que exhiba un porciento de reduccion = 50 se consideré como
positiva (presencia de inhibicion viral) (Alvarez y col., 2005).

[1.12 Procesamiento estadistico

Para comprobar la normalidad de los datos se usaron las pruebas Kolmogorov-
Smirnov y el test de Liliefors. La homogeneidad de varianzas se evalu6 con el test de
Levene. Al no encontrarse cumplidas las premisas de normalidad y homocedasticidad
en los datos colectados, se procedio a la realizacion de pruebas no paramétricas. El
nivel de significacion estadistica es p < 0,05. Se determiné la correlacion existente
entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante, y el contenido de
flavonoides totales. Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el programa
Statistica 6.0 88 (Stat Softinc 2001).

El valor de CCso se determiné mediante regresion lineal a partir de la ecuacién de la
linea de tendencia de la curva dosis-porcentaje de viabilidad celular.
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Il Resultados y Discusion

El propdleos es un producto natural que las abejas crean y utilizan, fundamentalmente,
como sellador de hendiduras y antiséptico. Por su utilidad en la colmena y sus
propiedades bioldgicas, es objeto de innumerables estudios que buscan el efecto de
este, sobre enfermedades que afectan tanto a humanos como a animales y plantas,
donde los resultados han sido variables, aun tratandose de una misma enfermedad.
Esta variabilidad se debe, principalmente, a la compleja composicién de los propdleos,
que esta dada, entre otros aspectos, por su origen geografico y botanico. En este
estudio se caracterizaron, como potenciales antivirales frente al virus dengue 2 A15,
a cuatro extractos alcohélicos de propéleos cubanos (P1, P3, P4, P6), procedentes de
materias primas recolectadas en apiarios de las provincias: Matanzas, Mayabeque,
La Habana y Holguin, respectivamente.

[1l.1 Caracterizacion organolépticas de los extractos

El andlisis sensorial, en este estudio, se realiz6 para evaluar la calidad y las
caracteristicas organolépticas especificas para cada extracto alcohdlico de propdleos
obtenido. La evaluacién la ejecutaron panelistas especializados del panel sensorial
del Centro de Investigaciones Apicolas mediante pruebas descriptivas del color,
aspecto, aromay sabor.

En la tabla 3 se muestran las caracteristicas sensoriales con mas de un 85 % de
semejanza entre los panelistas, para cada uno de los extractos de propoleos
analizados en el estudio. En esta se observa que, a pesar de la diferencia en su origen
geografico, todos presentan un sabor amargo y resinoso y un olor caracteristico,
ademas de un aspecto homogéneo a TA. Esto indica que dichos atributos, en los
extractos evaluados, no estan dados por la localidad donde se ubican los apiarios de
extraccién, ni por la fuente vegetal, sino porque los propoleos son productos extraidos
a partir de la resina de las plantas cuyo aroma y sabor resultan poco variable entre
diferentes especies. Esta observacion coincide con lo obtenido por Rodriguez y col.
(2020), en un estudio realizado a ocho propéleos mexicanos de diferentes municipios
(Michoacan, Guanajuato, Veracruz y Puebla) donde todas las muestras presentaron
sabor amargo (99).
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Tabla 3: Caracteristicas organoléptica de cuatro exiractos alcohdlicos de propdleos cubanos.

Parametros P1 P3 P4 P6
Olor Garac_teri stico | Cara c.teri stico Carac.teri stico Carac_teri stico
resinoso resinoso resinoso resinoso
Color Rojo Rojo Amarillo Pardo
Sabor Amgrgc: ¥ Am g rgoy Amargo y Amgrgn ¥
resinoso resinoso resinoso resinoso
Liquido Liquido Liquido Liquido
transparente, | transparente, | transparente, | transparente,
Aspecto ; . . ;
homogéneoa | homogéneoa | homogeneoa | homogeneoa
TA TA TA TA

TA: Temperatura ambiente

Los resultados del presente estudio, ademas, concuerdan con los obtenidos por
Carlos y col. (2010), quienes identifican un predominio (85 %) de aroma caracteristico
entre propéleos de diferente origen geografico de la Region Apicola I-Cuneca del
Salado de Buenos Aires (92). Asimismo, Bankova y col. (1998), plantean que el aroma
caracteristico de los propoleos se debe a la presencia de monoterpenos y
sesquiterpenos (141). Estos tipos de compuestos también se encontraron en
propéleos cubanos de diferentes localidades (142). Estos analisis indican que los
propdéleos cubanos presentan caracteristicas fisico-quimicas similares a los de otros
paises.

Igualmente, en la tabla 3 se recoge el color observado por los panelistas en los
extractos analizados, caracteristica organoléptica mas importante para clasificar los
propéleos de diferente origen. Como resultado se observé una diferencia en el color
de los extractos (pardo, rojo y amarillo) (figura 5), lo que se corresponde a lo
observado en la materia prima a partir de los cuales se obtuvieron. Esto indica que
existen tres tipos de propdleos cubanos, teniendo en cuenta su color, lo cual
concuerda con los resultados del estudio realizado por Campo y col. (2008).

-33-



|

P1p3 P4 P;
Figura 5. Extractos alcohdlicos preparados
a partir de 100 g de las materias primas de

propdleos cubanos evaluados, P1pm (P1),
P3pm (P3), P4pm (P4) y P6pm (P6).

En la figura 5 se observa que los extractos P1 y P3, tienen tonalidades de color rojo
similares, a pesar de la diferencia en el origen geografico de la materia prima a partir
de la cual se obtuvieron. Asimismo, Cuesta y col. (2007), demuestran la existencia de
propoleos cubanos de color rojo, amarillo y pardo en todas las regiones del pais, en
un estudio de caracterizacion quimica realizado a 65 muestras de este producto
apicola, por los métodos de Resonancia Magnética Nuclear Monodimensional (1D
NMR, por sus siglas en inglés), Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con Detector
de Matriz de Fotodiodos (HPLC-PDA, por sus siglas en inglés) y Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion con Espectrometro de Masas (HPLC-MS, por sus siglas
en inglés) (107). Sobre estas bases se puede concluir que, el color de los extractos
de propdleos evaluados en esta investigacién, no dependen del origen geografico,
pero, a diferencia del aroma y el sabor, si puede estar dado por la fuente vegetal de
la resina y la vegetacion circundante a la colmena. Rodriguez y col. (2020), al igual
que Lozina y col. (2010), en estudios de propoleos mexicanos y argentinos
respectivamente, plantean que caracteristicas fisicas como el color, en este producto
apicola, estan determinadas por el origen botanico y la flora circundante a los apiarios
y que las tonalidades de los extractos etandlicos estan relacionadas con el contenido
de los compuestos fendlicos y flavonoides (99, 143).
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[1l.2 Caracterizacion quimica del propdleos

La composicion quimica y el contenido de compuestos biolégicamente activos en los
propéleos es muy diversa y depende de varios factores, fundamentalmente del origen
geografico y botanico (89).

La mayoria de sus componentes son solubles en etanol absoluto y en alcohol al 96 %.
En Cuba, la mayor forma de comercializacién de este producto, es en extractos
alcohdlicos al 5 % de soélidos solubles. Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente
estudio se realizaron los andlisis quimicos a esta concentracion y se emplearon
métodos de CCD y CLAR-UV con el objetivo de caracterizar y tipificar quimicamente
extractos alcohdlicos de propdleos cubanos para su empleo como antivirales.

En la figura 6 se muestra la corrida cromatografica por CCD, de los extractos
evaluados (carriles P1, P3, P4 y P6) y de las sustancias de referencias a identificar
(carriles P), revelados con luz ultravioleta a A= 254 nm (figura 6A) y a A= 366 nm (figura
6B). En esta figura se observan tres patrones de comportamiento cromatografico entre
los extractos, que se corresponden con los perfiles en CCD de los tipos de propoleos
cubanos hasta el momento identificados (Tipo |, Tipo II, Tipo Ill). Dicha clasificacion
se dicté por Campo y col. (2008), quienes analizan 60 muestras de las tres regiones
geograficas de Cuba (114). Este grupo de investigacion determind que, generalmente,
los propéleos cubanos clasificados como Tipo | resultan ser de color pardo, los Tipo Il
de color rojo y que los de tonalidad amarilla pertenecen, en su mayoria, a los Tipo lll,
tal y como se identificd en el presente trabajo (82, 107).

En la tabla 4 se recogen los valores de la relacién relativa entre las distancias
recorridas por el soluto y por el eluyente desde el origen de la placa (Rfr)
correspondientes a cada banda identificada por CCD en los cromatogramas de los
extractos (tabla 4A) y de las sustancias patrones (tabla 4B).

La técnica de CCD, basada en la polaridad de la sustancia quimicas, se empleé para
un analisis cualitativo de la presencia de compuestos fendlicos en las soluciones
alcohdlicas, asi como para una rapida tipificacién de los propdleos evaluados segun
su composicién quimica. Es de interés la identificacién de estos compuestos, debido
a que, segun la literatura son metabolitos con un gran potencial biolégico y los
principales determinantes de las propiedades farmacoldgicas (79, 144, 145), entre
ellas las antivirales, que presenta el producto apicola en cuestion (19, 146-148).

Como resultado de la presente investigacion, se identificaron, en los extractos de color
rojo P1 y P3, cuatro bandas caracteristicas de los propdleos cubanos Tipo Il que
revelan un Rfr entre 0,58 cm y 0,40 cm, aproximadamente (tabla 4). Ademas, se
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observé en las figuras 6, 7B y 7C, que ambas sustancias mostraron un
comportamiento cromatografico similar, a pesar de la diferencia en el método de
muestreo, el origen geografico y por tanto en la vegetacion circundante a los apiarios
de recoleccion. Estos resultados indican que las abejas Apis mellifera tienen
preferencia por determinadas especies de plantas propoliferas y que ambos prop6leos
pueden tener igual origen vegetal o al menos provenir de especies vegetales con
propiedades quimiotaxondémica similares.

En un estudio realizado por Campo (2007) a siete muestras de propdéleos cubanos

A B

Patron (P)

N
P
K
AP
Q
L

M

Cat

P PLP3 P PAP6 P P PLP3 P P4 P6 P

Figura 6 CCD de los extractos alcoholicos de propodleos en estudio (P1; P3; P4;
P6); empleando como fase mévil una mezcla de tolueno: acetato de etilo: acido
formico (5:4:0.2). A: revelado con luz ultravioleta (UV) a A= 254 nm B: revelado con
luz UV a A= 366 nm. Patron de corrida (P): Nemorosona (N), Pinobanksina (P),
Kaempferol (K), Apigenina (AP), Quercetina (Q), Luteolina (L), Miricetina (MR) y
Catequina (Cat).

Tipo 11, de diferentes regiones del pais demuestran que estos tienen su origen a partir
de una o de varias especies de una misma familia de plantas. En este estudio
demuestran, ademas, la presencia de isoflavonoides en este tipo de propoleos, y
explican que, debido a la limitada distribucién de dichos metabolitos en el reino
vegetal, el posible origen botanico de los propéleos Tipo Il es la familia Leguminosae.
Esta hipotesis se confirm6 con la identificacion en las siete muestras de la

-36 -



retusapurpurina A, sustancia aislada de la especie Dalbergia ecastophyllum
perteneciente a la familia Leguminosae. También plantean que dicho compuesto es
el responsable de la coloracion roja en este tipo de balsamo (5).

Por su parte en el extracto alcohdlico pardo P6, se observo la presencia de una banda
de igual Rfr que el patron de Nemorosona (figura 6A), componente fundamental en la
caracterizacion de los extractos de propoleos cubanos Tipo |, lo que permitié su
incorporacion dentro de este grupo. Resultados similares fueron obtenidos por Cuesta
y col. (2001 y 2002), en exploraciones quimicas realizadas a propdéleos cubanos con
diversas tonalidades de marrén y procedentes de diferentes regiones del Cuba, donde
demostraron la presencia de dicha benzofenona, como compuesto mayoritario (101,
149).

Tabla 4 Distancia de corrida correspondientes a las bandas identificadas en
los cromatogramas mostrados en la figura 6 de los extractos alcohdlicos en
estudio (A) y los patrones empleados (B)

A B
Compuestos P1| P3| Pa|P6 Patron Rfr (cm)
(Rfr cm) Catequina il

1(0,33) + |+ (Cat) !
2 (0,40) + | + Miricetina 016
3(0,40) . L ('\f_R) -
oo |+ |0
5(0,48) + |+ Q 0,43
6(0,55) | + | + ioeni

Apigenina 0,48
7(0,56) + (AP)
8(0,58) + | + Kaempferol 055
9 (0,60) ==
10 (0,64) mo(s) sina 0,62
11(0,65) S Nemorosona 073
12 (0,73) + (N) '

+ Presencia del componente en el extracto alcohélico

Asimismo, se clasificO al extracto P4 como propoleos Tipo Ill, caracterizado,
fundamentalmente, por la presencia de triterpenos (metabolitos de baja polaridad)
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como compuestos mayoritarios. Estas caracteristicas quimicas también se observaron
en propdleos colombianos (150, 151) y nigerianos (152).

Aparte de la tipificacion de los extractos, este método cromatografico permitio la
identificacion de bandas con iguales Rfr al de las sustancias de referencia que
componen al patrén aplicado en la corrida. En la tabla 4 se observa, que los propéleos
P1y P3 presentaron bandas con similar distancia de corrida que la de los patrones de
Kaempferol, Apigenina, Quercetina y Luteolina, lo que es indicativo de la posible
presencia de estos compuestos en dichos extractos. Ademés, en el carril
correspondiente al extracto P4 se observaron dos bandas con Rfr cercanos a los de
los patrones de Luteolina y Kaempferol y a las manchas mostradas por los extractos
ya clasificados como Tipo II, sin embargo, el color emitido por estas al ser reveladas
con luz UV de A= 366 nm (figura 6B), no es congruente con lo observado en las
sustancias de referencia y en los extractos P1y P3.

Los resultados de la presente investigacion se corroboraron mediante CLAR-UV, ya
que es una técnica mas versatil, confiable y resolutiva, y en este estudio, se basa en
la hidrofobicidad de las sustancias quimicas a identificar. Este método se realizé para
confirmar la presencia de algunos de los compuestos identificados por CCD, al
comparar con patrones comerciales corridos bajo las mismas condiciones que los
extractos, como se observa en la figura 7, en la cual se muestran cinco cromatogramas
correspondientes a los patrones de interés y a los extractos alcohdlicos P1, P3, P4y
P6 respectivamente, y una tabla con los tiempos de retencion manifestado por cada
sustancia de referencia a identificar.

En el andlisis por CLAR-UV (figura 7), se observdé que ambos productos mostraron
picos de absorbancia en el mismo tiempo de retencién que las sustancias de
referencias K, AP y Q (figura 7F) lo que ratifica su posible presencia en estos
productos apicolas. Asimismo, no se observaron picos de absorbancia en la CLAR-
UV realizada a la muestra P4 (figura 7D) que coincidieran con el tiempo de retencion
mostrado por L y K. Esto puede significar la presencia en el extracto P4 de
componentes con igual polaridad, pero caracteristicas estructurales e hidrofobicidad
diferente a los ya identificados en P1 y P3.

La existencia de estos metabolitos, a excepcién de la quercetina, en propdleos
cubanos no esta reportada hasta el momento, pero si resultan investigaciones que
demuestran la presencia de flavonoides e isoflavonoides en los propdleos de
diferentes regiones del pais (101). Ademas, a pesar del alto por ciento de plantas
endémicas cubanas, Cuba presenta una vegetacion caracteristica de las regiones
tropicales, lo que sugiere una similitud, en cuanto a composicion, entre los propdleos
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cubanos y propdleos procedentes de paises con vegetacion semejante, en los que se
ha reportado la presencia de dichos compuestos. Adicionalmente, otros ensayos
demuestran que el posible origen botanico de los propdleos rojos cubanos son
especies de la familia Leguminosae como Dalbergia ecastophyllum, planta con
distribucion en zonas tropicales de América Central y Sudamérica, Africa, Madagascar
y sur de Asia. Otros estudios demuestran la presencia del kaempferol, y otros fenoles
como la catequina y la naringina en propoéleos brasilefios (153). También, se reportd
que propoleos colombianos contienen flavonoides como quercetina, pinocembrina,
apigenina, kaempferol, y galangina ademas de acidos carboxilicos aromaticos (96).

Asimismo, al comparar los cromatogramas correspondientes a los extractos P1y P3
(figura 7B y 7C), se observd una similitud en el comportamiento de estos hasta un
tiempo de retencion igual a 40 min, a partir del cual se mayor variabilidad de
metabolitos en el caso de P1. Estos resultados pueden deberse a que, las fuentes
naturales de donde las abejas recolectaron los exudados, para ambos extractos, sean
de diferentes especies dentro de una misma familia de plantas o de una misma
especie, que al desarrollarse en diferentes zonas geogréficas (Matanzas y
Mayabeque) y en condiciones climaticas diferentes, presenten variaciones cualitativas
y cuantitativas en su composicion quimica.

Por otra parte, en la figura 7E se puede apreciar una total correspondencia con los
resultados obtenidos en la CCD (figura 6, carril P6), ya que se muestra como
metabolito mayoritario en el extracto P6 un compuesto de igual hidrofobicidad que la
Nemorosona patrén. Iguales hallazgos se encontraron en otros estudios de propéleos
cubanos de color pardo clasificados también como propdleos Tipo |, ademas se
conoce que el origen botanico de estos propdleos es, fundamentalmente, la especie
vegetal Clusia rosea, planta con un alto contenido de Nemorosona (5, 101, 107, 149).
Asimismo, se reportaron otras benzofenonas preniladas en extractos de propoleos
cubanos con esta clasificacion denominadas como propolona B, Cy D (154). Similares
caracteristicas se reportaron en propéleos brasilefios (155), ecuatorianos (156) y
venezolanos (106).

Posterior al analisis cromatograficos, se determind cuantitativamente el contenido de
fenoles, de flavonoides y de ceras presentes en la fraccion alcohdlica de los propéleos
evaluados en el presente estudio. Los resultados obtenidos en estos experimentos se
recogen en la tabla 5 donde cada valor corresponde a la media de tres experimentos
independientes con sus respectivas desviaciones estandar. En esta tabla también se
muestran los limites estipulados por la Norma IRAM-INTA 15935-2 "Productos del
NOA (noroeste argentino) Propdéleos Parte 2 — Extractos de propdleos ", para cada
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parametro sefalado, observandose que todos los extractos analizados se encuentran
dentro de los estandares de calidad quimica establecidos para los extractos
propoleos.

Ademas, en la tabla 5, se puede observar que los propodleos Tipo Il (P1y P3), en este

Tabla 5 Contenido de fenoles totales, flavonoides totales y
sustancias extraibles en n-Hexano en los extractos alcohdlicos de
propoéleos evaluados.

. % Sustancias
Flavonoides i
Fenoles totales extraibles en
Extracto totales (pg
(mg AG/ml) n-Hexano
Q/ml)
(ceras)
. b b
P1(Tipoll) | 10.69+1.31 | 4.43 +0.005 1,19
. a a
P3 (Tipoll) | 29.11+1.89 | 12.66+0.29 0,82
q C C
P4 (Tipolll) | 8.79+1.31 | 3.81+0.005 1,45
. d d
P6 (Tipol) | 2,99+ 051 | 253£0.19 1,8
IRAM-INTA Minimo Minimo Maximo
15935-2 2,50 2,50 2

ensayo, contienen una mayor concentracion de fenoles y flavonoides que los extractos
catalogados como Tipo | (P6) y Tipo Il (P4), lo cual concuerda con el analisis
cromatografico anteriormente desarrollado (figura 6 y 7). Estos resultados coinciden
con los reportados por Cuesta-Rubio y col. (2007), donde al analizar 65 muestras de
propéleos cubanos demostraron que en Cuba los propoleos con mayor contenido
fendlico son los de color rojo clasificado en su mayoria como propoleos Tipo Il.
Asimismo, estos investigadores identificaron que los propéleos cubanos con tonalidad
amarilla estan representado fundamentalmente por compuestos alifaticos (triterpenos
y sequiterpenos) (107); composicion quimica similar a la de propéleos mexicanos
producidos por Apis mellifera (157). Por otra parte, Nufiez y col. (2018), observaron,
aunque en una mayor concentracion, la presencia de fenoles y flavonoides en
propéleos recolectados por raspado en la ciudad chilena Mulchén.

Ademas, se identifica (tabla 5) que los propdleos Tipo Il analizados en este estudio
presentan diferencias significativas entre si, en el contenido de fenoles y flavonoides,
siendo P3 el de mayor concentracion en ambos grupos quimicos (29,11 mg/mly 12,66
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ug/ml respectivamente), a pesar de mostrar una menor variabilidad en el andlisis
cromatografico por CLAR-UV (figura 7By 7C). Asimismo, se observa que, P1 presenta
un porciento de ceras relativamente mayor al de P3. Estos resultados pueden estar
dados, entre otros aspectos, por la diferencia en la forma de recoleccién de los
propoleos materia prima, ya que mediante el método de raspado esta se obtiene con
un mayor contenido de impurezas y ceras, lo que implica la obtencion de un extracto
con menor calidad quimica que los obtenidos a partir de materias primas recolectadas
por el método de mallas.

De igual manera, con el andlisis de correlacion se determiné que entre el contenido
de fenoles y el de flavonoides totales (figura 8A) existe una correlacion positiva de un
99 %, mientras que entre el porcentaje de sustancias extraibles en N-hexano presente
en los extractos y el total de fenoles (figura 8B) existe una correlacion negativa de un
93 %. Esto indica que el incremento en la concentracion de flavonoides, asi como, la
disminucion en el porcentaje de ceras observada en esta investigacion, se asocia con
un aumento de la concentracion de fenoles totales.

Al comparar resultados con lo reportado en la literatura se puede observar que tanto
el contenido fendlico como el de flavonoides en los extractos evaluados es mayor que
el de propdleos colombianos (93, 158), mexicanos (157), ecuatorianos (159),
argentinos (88, 92) y chilenos (160) con elevado potencial biol6gico. Asimismo, Angulo
(2014) obtuvo que propodleos ecuatorianos, con menor concentracion de flavonoides
que P6 (el méas alto con 197 mg/100g), poseen un elevado potencial biolégico en
cuanto a capacidad antioxidante y antimicrobiana (86). También, se ha declarado que
los propoéleos de zonas tropicales contienen flavonoides analogos a las muestras
europeas, pero a partir de plantas diferentes (161). Estos datos favorecen a la
hipotesis de que los propdleos cubanos presentan propiedades terapéuticas similares
0 mayores a otros propoleos estudiados.
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Figura 8. Andlisis de correlacion entre los parametros quimicos determinados
para cada extracto alcohdlico de propdleos al 5 %. A: Contenido de fenoles totales
y el de flavonoides; B: Contenido de fenoles totales y el porciento de ceras; C:
Contenido de fenoles totales y el indice de oxidacién.

El analisis quimico realizado en este trabajo resultd una herramienta Gtil para definir
la posible actividad biologica de los extractos evaluados. La relacién existente entre
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los compuestos fendlicos y flavonoides y el potencial bioldgico de los propdleos, asi
como, la presencia de estos metabolitos en los extractos analizados en el presente
estudio, indican que, los mismos pueden tener propiedades terapéuticas similares a
la de otros propéleos (cubanos y de otros paises) con actividades antioxidantes,
antimicrobianas, antivirales, cicatrizantes, y antiinflamatorias.

[11.3 Capacidad antioxidante de los extractos

La capacidad antioxidante de los extractos alcohodlicos evaluados se determind
mediante el método de la vitamina C y el método del indice de oxidacién (10), siendo
este, ademas, un indicador de calidad de los extractos de propdleos.

Tabla 6. Capacidad antioxidante de los extractos
determinada por el método del indice de oxidacion y
el método de vitamina C

Método del Método de
No. Extracto indice de Vitamina C
oxidacion (s) (VC) (mg/ml)
P1 (Tipo ll) 1,09 5,19+ 0,15 E
P3 (Tipo Il) 1,02 9,47 +0,12°
P4 (Tipo lll) 0,99 2,87 £ 0,05 ¢
P6 (Tipo I) 1,01 5,07 £ 0,54 b
IRAM-INTA s
15935-2 Méximo 22,00 (-)

(-): no especificado

En la tabla 6 se observd que todos los extractos mostraron indices de oxidacién
aproximados a un segundo, valor inferior al limite establecido en la norma argentina
IRAM-INTA 15935-2 "Productos del NOA (noroeste argentino) Propdleos Parte 2 —
Extractos de propoéleos " (22 s maximo), lo que avala la calidad de los propdleos
cubanos P1, P3, P4 y P6 e indica la presencia de grupos funcionales oxidables con
elevada capacidad antioxidante. Ademas, en la figura 8C se observa que la
correlacion existente entre el contenido de fenoles y el indice de oxidacion es de un
5,8 % lo que revela que no se puede predecir la actividad antioxidante, indicada por
el 10 de estos extractos, conociendo, Unicamente, el contenido fendlico de los mismos,
pues puede estar dada, ademas, por otros grupos o compuestos reactivos con igual o
mayor fuerza antioxidante.
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Asimismo, Guanche (2022), demostré6 que extractos acuosos Yy alcohdlicos de
propoleos cubanos con diferencias significativas en el contenido de fenoles vy
flavonoides, presentan valores semejantes de 10, también de aproximadamente un
segundo (162). De igual forma Bankova (2000), plantea que, en paises tropicales, el
contenido de flavonoides no es el factor determinante de una mejor calidad y actividad
biolégica (163).

Por otra parte, la técnica de Vitamina C, en contradiccion con lo obtenido por el método
de 10, mostro diferencias significativas entre la capacidad antioxidante desarrollada
por los extractos evaluados. El balsamo de mayor actividad fue P3 (tabla 6) con un
potencial equivalente a 9,47 mg/ml de Vitamina C, lo que se corresponde con un
elevado contenido de fenoles y flavonoides. Ademas, se puede observar que, entre
los extractos Tipo Il analizados en la presente investigacion, a una mayor
concentracion de grupos fendlicos se observd un mayor potencial antioxidante. Esto
permite explicar que, para este tipo de propdleos, los agentes reductores pueden ser
los compuestos fendlicos y los flavonoides. Dichos compuestos poseen propiedades
antioxidantes que, minimizan la peroxidacion lipidica, actian como quelantes de los
metales redox- activos, evitando el efecto de los radicales libres (86, 164). Asimismo,
Quifiones (2012) y Vargas (2014) demostraron que compuestos como la catequina y
la quercetina, por el grupo fendlico presente en su estructura, tienen una elevada
capacidad para neutralizar radicales libres y evitar la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (165, 166).

En el presente trabajo, se demostrd (tabla 6) que, a pesar de la diferencia en la
variabilidad (figura 7) y concentracion de polifenoles y en la clasificacion quimica entre
los extractos Tipo | y Tipo Il (tabla 5), el extracto P6 (Tipo |) mostr6 una actividad
antioxidante, equivalente a la vitamina C, similar a la de P1 (Tipo Il). Esto puede
sugerir que, el extracto de color pardo estudiado presenta otros compuestos, distintos
a los fenoles, capaces de estabilizar radicales libres, o que la presencia de
determinados fenoles en el balsamo es suficiente para desarrollar igual actividad que
P1.

La literatura reporta que la actividad antioxidante no siempre esta relacionada con la
concentracion de grupos fendlicos, sino que se deben, fundamentalmente, a la
posicion los grupos hidroxilos fendlicos en los anillos Ay B y, en menor medida, a la
accion de acidos grasos insaturados provenientes de las abejas (136, 165, 167).

La elevada capacidad antioxidante que mostraron todos los extractos evaluados en
esta investigacion, inducen un posible empleo de los mismos como estrategia factible
en el tratamiento de enfermedades virales (168). Dicho planteamiento se basa en que,
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los virus de ARN, inducen estrés oxidativo en las células como mecanismo para la
expresion de la maquinaria biosintética que emplean para su replicacion (169, 170).
Ademas, se conoce que este estrés oxidativo se desarrolla en el organismo como
respuesta a la alteracién en la homeostasis provocada por una infeccién viral (171).

[11.4 Actividad biolégica de los extractos de propdleos

Para el andlisis de citotoxicidad y la determinacion de la actividad antiviral se
seleccionaron los extractos P3 y P6 por constituir los mas comunes en el pais y los
mas empleados en la industria farmacéutica. Esta seleccion también se baso6 en que
ambos propdleos son representativos de dos regiones del pais (occidente y oriente
respectivamente) y porque entre todos los extractos P3 mostré la mayor actividad
antioxidante y las mejores caracteristicas quimicas.

[11.4.1 Ensayo de citotoxicidad

En la figura 10 se muestra el comportamiento de la viabilidad de la linea celular C6/36-
HT al enfrentarse a concentraciones crecientes de los extractos P3 y P6, a partir de
un andlisis de regresion lineal de la curva dosis-respuesta realizado para 2
experimentos (6 pocillos por cada concentracion) del ensayo colorimétrico del MTT
descrito por Mosmann (1983). Mediante esta técnica la cuantificacién de la viabilidad
celular se realiza de manera indirecta, ya que se basa en la capacidad de las
deshidrogenasas mitocondriales para, en células viables, reducir el MTT, de color
amarillo a formazan de color purpura. Ademas, este ensayo permite poner fin a la
disyuntiva de si la accion inhibidora de la multiplicacion del virus se debe a un efecto
sobre el ciclo de replicacion viral o a la destruccidn de las células hospederas.

En el presente trabajo se observo que, para ambos extractos, a concentraciones por
debajo de 200 pg/mL, la viabilidad celular resultd en mas de un 85 %. Este valor
disminuy6 a partir de 250 pg/mL (figura 10), concentracién a la cual empezaron a
percibirse cambios en la morfologia celular al observarse al microscopio. Ademas, el
tratamiento con 500 pg/mL de ambos extractos redujo considerablemente la viabilidad
celular (figura 10) hasta un 28,8 % para P6 y un 7,9 % para P3. Asimismo, se
determind, que la concentracion citotoxica media (CCso) para el extracto P3 es de
222,4 yg/mL, mientras que para P6 es de 315 ug/mL. Estos datos sefialan que P3
resulta mas téxico para las células C6/36-HT que el extracto de color pardo, lo cual
puede deberse a que, el mismo presenta una mayor variabilidad de componentes
(figura 7C y 7D) y a que dentro de estos metabolitos existan algunos capaces de
inducir una mayor toxicidad en dicha linea celular. Estos resultados son similares a
los obtenidos por Giral (1997), estudio en el cual a pesar de que la investigadora
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emplea un extracto acuoso de propéleos rojo cubano, se observa que este provoca
efectos nocivos en lineas celulares Vero y BHK-21 a partir de 300 pg/mly 400 pg/ml
respectivamente (39). Sin embargo, difieren de los alcanzados por Amoros y col.
(1992) ya que sefialaron que propdleos franceses, con igual método de obtencion que
el realizado en el presente estudio, mostraron una citotoxicidad media de 72 pg/ml en
células Vero (12). Por otra parte, Demir y col. (2020) demostraron que propoleos
italianos extraidos con etanol, a concentraciones por debajo de 200 pg/ml, en células
HaCaT, no provocaron efectos citotoxicos, y la CCso fue de 375 pg/mL, valor superior
al obtenido en este estudio para células C6/36-HT.

También investigaciones realizadas con propéleos cubanos de color pardo resaltan la
citotoxicidad de este tipo de balsamo apicola en células cancerigenas (172, 173).

A B

P3 (Tipo Il) en C6/36 - HT P6 (Tipo 1) C6/36 - HT
100,0 100,0
90,0 R*=0,9499 90,0 R*= 0,8904
80,0 CCso0=222,4 pg/ml 20,0 €C50 = 315 pg/ml
700 o668
60,0
50,0

40,0 47,0 ™
30,0 38,6
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Viabilidad celular (%)

Figura 10 Viabilidad de las células C6/36HT frente a concentraciones crecientes
de los extractos alcohdlicos de propdleos P3 (A) y P6 (B), determinada mediante el
método del MTT alos cinco dias de incubacion. Cada punto corresponde a la media
de dos experimentos independientes con sus respectivas desviaciones estandar.

Ademas, la toxicidad celular mostrada por el extracto P6 se puede asociar a la
presencia, en este, de compuestos como la Nemorosona, ya que la literatura reporta
que dicho metabolito constituye un potente desacoplador protonoférico mitocondrial
(174), capacidad que explica el efecto citotoxico y anticancerigeno de dicha
benzofenona (175). De igual manera se reporta que otras benzofenonas
polipreniladas presentes en propdleos pardos cubanos, como la gutiferona, y la
clusianona, un isémero de posicion de la Nemorosona, contribuyen a la accion
citotéxica/antiproliferativa de producto apicola (176, 177).
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[11.4.2 Ensayo de pesquisa primaria de actividad antiviral

En la actualidad el VDEN constituye un problema de salud y es uno de los arbovirus
mas extendidos a nivel mundial, sin embargo, no existe un tratamiento eficaz que
controle o prevenga la enfermedad que causa. Por ello son varios los estudios que
desarrollan nuevas estrategias con el fin de encontrar antivirales frente al VDEN a
partir de productos naturales, incluidos compuestos puros, fracciones y extractos
crudos aislados de diferentes tipos de plantas. Dicha actividad, para cualquier
producto, puede ser medida de manera directa o indirecta, mediante la evaluacion de
la capacidad para proteger a las células del dafio inducido por el virus o de su efecto
inhibitorio sobre la productividad virica.

En el presente estudio se determind, de forma preliminar, la actividad antiviral de dos
extractos de propdleos cubanos procedentes de las provincias de Mayabeque y
Holguin (P3 y P6 respectivamente), mediante el método de reduccién del nimero de
placas, con el fin de conocer la capacidad de los mismos para disminuir la
productividad virica del VDEN 2. En este ensayo se trabajé con concentraciones de
extractos por debajo de 200 pg/ml, ya que a partir de la misma fue que se observo
mas de un 85 % de vialidad celular, segun el ensayo colorimétrico de MTT, para la
linea celular C6/36-HT, en ambos casos.

En latabla 7 se recogen los porcientos de inhibicién de la productividad viral mostrado
por los extractos en cada concentracion evaluada, segun el total de unidades
formadoras de placa en cada pocillo y se comparan con la clasificacion y el origen
de los mismos. En esta se observa que ambos extractos provocan una inhibiciéon de
la productividad del virus dengue 2 a partir de 160 pg/ml, a pesar de constituir
propéleos de diferente origen geografico y clasificacion y de que existir una diferencia
de mas de 26 mg/ml en el total de fenoles entre los extractos (tabla 5) siendo P6 el
de menor concentracion de estos metabolitos y mayor porciento de inhibicién
a esta concentracion.

Estos resultados establecen que la actividad antiviral frente al virus dengue, mostrada
por los extractos evaluados en este estudio, no esta dada por el total de fenoles en si,
sino por la presencia o no de determinados compuestos con potencial antiviral que no
tiene que ser necesariamente polifenoles. Ademas, la literatura reporta que, dicha
propiedad bioldgica se asocia con la presencia y la accion de fenoles, triterpenos y
otros metabolitos secundarios, y no con su concentracion. También, se conoce que
en los propdleos la capacidad terapéutica estd dada por el efecto sinérgico de sus
componentes (14, 19).
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Tabla 7. Capacidad antiviral de los extractos P3 y P6 dada por la
reduccion de la productividad virica determinada por el método de
reduccion del namero de placas

Emmﬂ? Concentracion| 9% de
(Clasificacion, e
Procedencia) (ug/ml) Inhibicion
200 100
Extracto alcoholico 180 100
P3 (Tipo |l (rojo), 160 66
Mayabeque) 140 0
120 1]
100 1]
200 100
Extracto alcohdlico 180 100
. 160 100
P& (Tipo | (pardo),
Holguin) 140 0
120 0
100 0

Asimismo, se puede alegar que la actividad del extracto P3 puede estar dada por la
presencia, en este, de fenoles como el kaempferol, la apigenina, la quercetina y la
luteolina y en el caso del extracto P6 puede estar dado por la nemorosona u otras
benzofenonas. Loaiza y col. (2021), reportan la existencia de aproximadamente 20
compuestos fendlicos con actividad anti-dengue con varios mecanismos de accion
que van desde una accion sobre el ciclo replicativo hasta una actividad directa contra
el virus y las proteinas virales (178, 179). Ademas, se conoce que la quercetina, posee
actividad antiviral frente a VDEN 2 con un indice de seleccion de 11,8 en la linea
celular humana Huh 7 (180), y que en las células Vero, bloquea los cambios
conformacionales en el desarrollos de las proteinas virales (23). También, Kwon y col.
(2020), demostraron que propoleos brasilefios tienen efecto antiviral frente a rinovirus
humanos, y que esta accién se debe, ademéas de la crisina, al kaempferol, la
guercetina, y la Luteolina presentes en los mismos; dichos compuestos mostraron una
actividad antiviral mayor que la ribavirina (181). Gonzélez y col. (2018), en un estudio
sobre la actividad anti-virus del moquillo canino realizado con propdleos mexicano y
flavonoides comerciales demostraron la capacidad de antiviral del producto apicola y
de la quercetina, no siendo asi para la pinocembrina y la naringerina (19).

El efecto antiviral de la quercetina, también lo demuestran Schnitzler y col. (2010), ya
que plantean que, dicho metabolito secundario unido a glicoproteinas bloquea la
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interaccién virus-célula, e inhibe la fase intracelular del ciclo de replicacion viral al
bloquear a la polimerasa de los virus y por lo tanto interfieren con la sintesis de acido
nucleico viral (25).

Otras investigaciones plantean que benzofenona preniladas, como la clusianona, 7-
epiclusianona, 18,19-dihidroxiclusianona, nemorosona y propolona A, muestran
actividad antiviral frente al virus de inmunodeficiencia humana (VIH), lo que permite
asociar que, la accién antiviral del extracto P6 evaluado en la presente investigacion
puede estar dado por estos compuestos (182).

En cuanto a la accion antiviral de extractos alcohdlicos de propdleos contra el VDEN,
no ha sido reportada hasta el momento, sin embargo, si existen estudios que
demuestran dicha actividad bioldgica, en extractos acuosos de este producto apicola.
Soroy y col. (2014), sefialan que en 63 pacientes con dengue hemorragico, el
consumo de dos capsulas de 200 mg de Propoelix™ (extracto de propdleos acuoso)
en tres dosis diarias durante siete dias acelera la mejora en los recuentos de plaquetas
y los niveles de TNF-a y acorta la duracién de la hospitalizacion (38). La accién
antiviral de extractos acuosos de propéleos rojos cubanos también fue demostrada
por Giral (1997), es este caso se trataba de un extracto de origen pinarefio que redujo
el titulo viral en 2 log a una concentracion de 250 pug/ml (39) y mostré una accion
virucida a 150 pg/ml. Resultados similares a los obtenidos en la presente
investigacién, a pesar de tratarse de un extracto alcohdlico de origen geografico
diferente, lo que puede estar dado por la presencia en la fraccion soluble en agua de
los mismos compuestos u otros con igual potencial biolégico que la fraccion soluble
en etanol, sin embargo varios estudios plantean que la extraccion acuosa de los
propoéleos permite extraer solo entre el dos y el cuatro porciento de los componentes
biol6gicamente activos de este producto. Se conoce ademas que el kaempferol es un
flavonoide altamente soluble en agua y soluble en etanol caliente (40, 104, 162).

Por otra parte, los mecanismos de accién por los cuales los extractos evaluados
desarrollan el efecto antiviral no fueron identificados en el presente estudio, pero,
segun lo reportado por la literatura, esta capacidad puede estar asociada con una
accion directa o indirecta sobre el virus dengue 2. Huleihel y Isanu (2002) reportan
que los propdleos tienen un efecto antiviral profilactico sobre el VHS Tipo I, al evaluar
mediante la ausencia de efecto citopatico una concentracién de 50 mg/ml dos horas
antes de la infeccion y obtener una proteccion total (100 %) (183). Asimismo, este
grupo de trabajo, mediante microscopia electrénica, demuestra que el efecto antiv-
VHS de los propoéleos estd dada por una accion directa sobre los herpesvirus evitando
la adhesion de estos a las células (184). Ademas, Carvalho (2013) plantea que los
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flavonoides y otros acidos fendlicos, presentes en los balsamos apicolas, son los
responsables de la accién antiviral en etapas tempranas de la infeccidn ya que forman
complejos inestables con las proteinas del virus afectando las etapas de adsorcién y
penetracion a la célula. Este investigador también plantea que dichos metabolitos
provocan una inhibicion de la polimerasa viral y con ello una interferencia en la sintesis
del genoma del virus (185).

En otro estudio, realizado también mediante microscopia electrénica sobre la actividad
anti-pseudorrabia, se observa la formacion de una barrera que impide la penetracion
de los virus a la célula huésped y una alteracién en la estructura del virus, lo cual
afecta la penetracién y el ciclo replicativo de este (186).

Igualmente, diversos trabajos demuestran que el propdleos regula la inmunidad
especifica e inespecifica, tanto celular (linfocitos T) como humoral (linfocitos B) (148,
187, 188) y estimula la actividad de los macréfagos a casi el doble (189, 190), lo que
aumenta la capacidad de esta sustancia para eliminar el virus (10, 191).

Estos datos demuestran que los propoleos cubanos presentan igual o mayor actividad
antiviral que propoleos de otros origenes geograficos, asi como también permiten
asociar dicha propiedad terapéutica con su composicion quimica.
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CONCLUSIONES

Los propoleos cubanos Tipo Il presentan flavonoides en su composicion con
potencial antiviral.

La capacidad antioxidante de los extractos evaluados es independiente de la
concentracion de fenoles y flavonoides.

La diferencia detectada en la citotoxicidad de la linea celular C6/36-HT esta
dada por la variabilidad de los componentes presentes en los extractos
evaluados.

La actividad antiviral de los extractos alcohdlicos de propdleos cubanos
evaluados es independiente de su origen geografico y de la concentracion de
metabolitos secundarios.
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RECOMENDACIONES

Confirmar la presencia de los metabolitos identificados en los propoéleos
evaluados mediante tecnologias mas avanzadas.

Evaluar la actividad antiviral de los cuatro extractos estudiados frente al virus
dengue-2 con el empleo de otros métodos bioldgicos “in vitro” e “in vivo”.

Emplear otros tipos de extractos de los propoleos evaluados y comparar
resultados con los obtenidos en el presente estudio.

Determinar la actividad antiviral de compuestos identificados en los extractos
evaluados.
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ANEXO

Colectade muestras de propdleos

sRecoleccion por raspado

sRecoleccioncon mallas

Preparacion de los extractos

Rotoevaporacion 1

Extracto seco (polvo)

B0°C y 70

0| Extracto Alcohdlico —L>

l

snadir 100ml de alcohal

Obtencion y titulacion

del virus dengue reduccion
del ndmero placa)

Ensayo de citotoxicidad
(Ensayo colorimétrico de reduccion
MTT)

slncubara 40 C 72h

sFiltrar

Caracterizacion quimica

l

Capacidad antioxidante

sindica de oxidacion

o Yitaming C

sDeterminacion cuantitativa y cualitativa de fenoles y

Ensayos antivirales

flavonoides [HPLC, CCD)

sLeterminacian del contenido de cera

sReduccion de 1a productividad virica

sActividad virucida

eDeteccion del ARN viral mediante PCR a tiempo real

Anexo 1. Flujo de trabajo empleado en la presente investigacion
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