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Estructura quimica de algunos flavonoides. (A) Benzo-y-
pirona. (B) Flavonoles, ejemplos; kaempferol, R-H, R'-OH,
R"-0OH, quercetina, R-QH, R-0QH. (C} Isoflavencles. (D)
Flavonas, ejemplos: Crisina R-H, R-H, luteclina R-OH, R
OH.A{E) Isofiavonas,

Estructura quimica de compuestos encontrados en propdleos
de regiones de clima templado. (A) Pinccembrina, (B) 3-0-
Acetato de Pinobanksina, (C) Pinobanksinag, (D) Ester
fenetitico del acido cafeico.

Estructura guimica de compuestos aislados de los propdleos
de color verde. (A) Acido 4-hidroxi-3 B5-diprenil cinamico
(Artepiiina C), (B) Kaemferide, {C) Benzofurano.

Estructura gquimica de los principales compuestos aislados de
los propélecs del Desierto de Sonora. {A) Xanthomicrol, (B)
3'-demetoxisudaguitin,

Estructura  guimica  de  los  compuestios punficados  y
caraclenizados de los propoleos de Ures, Sonora. (A}
pinocembrina, (B) 3-O-acetato de pinobanksina, (C} Crisina,

Contenido de fenoles totales en propolecs sonorenses. La
cuantificacién de compuestos fendlicos se realizé mediante el
método de  Folin-Ciocalteu, ulilizando una  mezcla  de
pinocembring/galanging como  estindar para la curva de
calibracién, PU, propoleos de Ures, PC, propodlecs de
Caborca; PPA, propéleos de Pueblo de Alamos.

Actividad antibacteriana de propéleos de Sonora, PU, CP y
FRA frente a cultives bacterianos tratados con diferenies
dosis de propoleos durante 48 h. (w) 400 pg/ml, (A} 200
pa/tml, (¥) 100 pgdml., (¢) 50 pg/ml, {«) 0.0 pug/ml, (1)
gentamicina. El cultive control contenla dimetil  sulfdxido
(0.2%-0.8%), El antibidtico gemamicina (12 pg/mL) se utilizd
como control de inhibicidon del desarrollo. Los resultados son
representativos de  al menos  tres  experimentos
independientes. Se graficd la media + desviacion estandar de
analisis triplicados
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con diferentes dosis de propoieos durante 48 h, (m) 400
pg/ml, () 200 pg/mb, () 100 pg/ml., (#) 50 pg/ml, («) 0.0
pg/ml., () gentamicina (12 pg/ml.).  El cultivo control incluyd
dimedil sulfoxido (0.6%). Los resultados son representativos
de al menos tres experimentos independientes. Se grafico la
media + desviacion estdndar de analisis triplicados.

Densidad optica del desarrollo de cepas clinicas de 5. aureus
que fueron tratadas con  distintas  concenlraciones  de
propdlecs, después de 24 h de incubacion. (m) PC, (A) PL,
(W) PPA,
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mM, (#) 0.1 mM, {A) 0.05 mM, (&) 0.025 mM, () 0.0 mM, (())
gentamicina (12 pg/ml).
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gentamicina (12 pg/ml.)
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propaleos. (w) 0.8 mM, (A) 0.4 mM, (e) 0.0 mM, (1Y)
gemamicina (12 pg/ml.)

Cuivas de desarrollo de las cepas clinicas de S, aursus. Los
cultivos fueron tralados con diferentes dosis (0.0-0.4 mM) de
CAPE durante 48 h. (=) 0.4 mM, (&) 0.2 mM, () 0.1 mM,

Efecto antibacteriano del CAPE sobre el desanollo de cepas
de coleccion. Los microorganismos se hicieron desarrollar en
presencia de distintas concentraciones de CAPE durante 48
fo(w) 0.8 MM, (A) 04 mM, () 0.2 mM, (#) 0.1 mM, {A) 0.05
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RESUMEN

Los propoleos estan formados por resinas y aceites recolectados por las abejas a partir de
secreciones y exudados de plantas y arboles. La diversidad botanica de los propdleos conduce a
una compleja composicidn quimica y actividad bioldgica. Los extractos de propdleos presentan
actividad antibacteriana y se ha establecida que los compuestas fendlicos son los principales
responsables de dicha actividad. Los extractos metandlicos de propdleos (EMP) de las regiones de
Caborca (PC), Ures (PU) y Pueblo de Alamos (PPA), Sonora, asi como sus principales
constituyentes, fueron evaluados en su actividad antibacteriana mediante el método de microdilucion
en caldo. Para la cuantificacion de los principales constituyentes de los EMP se realizaron curvas de
calibracion a partir de cromatogramas obtenidos por HPLC. Los propoleos y los compuestos puros
se ensayaron frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538P, 25923 y 29213, Enterococcus faecalis
29212, Listeria monocytogenes 7644, Escherichia coli 25922, Pseudomonas aeruginosa 27853 y
aislados clinicos de S. aureus resistentes a los antibioticos. Los EMP mostraron actividad solo frente
a Gram positivos (PU>PC>PPA) a una concentracion minima inhibitoria (MIC) entre 100-400 pg/mL.
El éster fenetiico del acido cafeico, un constituyente de PU, presentd la mayor actividad
antibacteriana principalmente contra S. aureus 6538P (MIC 0.1 mM). Los flavonoides pinocembrina
(MIC 0.4 mM), 3-O-acetato de pinobanksina (MIC 0.8 mM) y naringenina (MIC 0.8mM) también
inhibieron el desarrollo de S. aureus 6538P. Ninguno de los compuestos presentd actividad
antibacteriana contra las bacterias Gram negativas. PU y PC mostraron fuerte actividad

antibacteriana contra bacterias Gram positivas. CAPE present6 la mayor actividad antibacteriana.
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INTRODUCCION

La resistencia a los antibidticos en baclerias causanies de enfermedades
infecciosas, aumenta la morbimortalidad v los costos de atencién a la salud. Las
infecciones respiratorias agudas y las diareicas, el sarampién, el paludismo y la
tuberculosis son la causa de mas del 85% de moralidad por infecciones en el mundo
(WHOICDG/CSR/DRB/2001.2). La resislencia de log agenles infecciosos a los
medicamenlos de primera finea en el mundo, va de 0 a casi 100%
(WHO/CDSB/CSR/DRS/2001.2), La resistencia incrementa el sufrimiento humano v la
mortalidad, sobre todo en lugares donde no se dispone de medicamentos de 27 y 3®
linea (Cars y Nordberg, 2004). Se ha observado gque la moralidad de la infeccion
causada por Staphylococcus avreus mullirresistente a los antibidticos, se incrementa
hasta tres veces en comparacion a la causada por una cepa sensible (Cars y Nordberg,
2004). Ademas, cuando el tratamiento resulta infructuioso, se incrementan los costos, ya
que se prolonga la enfermedad y la frecuencia de las  hospitalizaciones
(WHO/CDRS/CERIIRS/Z2001.2). La resistencia a los anlibidticos es un serio problema de

salud publica a nivel mundial que requiere solucionas urgentes,

Diversos agentes baclerianos estan causando fallas terapéulicas debido a su
resislencin a Jos antibidticos. Salmonella sp. resistente a cloranfenicol, tetraciclina,
sulfametoxazol, ampicilina y ciprofloxacina, es causante de broles comunitarios en
palses europeos y Estados Unidos (Kapil, 2005). Shigella sp. resistente a los

antibioticos de las familiag de las quinclonas y fluoroguinolonas, es endémica an



diversas regiones del mundo, El tratamiento del colera se ha complicado debido a
cepas resislentes a quinolonas, furazolidona y tetraciclinas. La neumonia causada por
Streptococcus preumonias en palses como Espaiia, no responde al tratamiento con
peniciling, Existe una fuerte evidencia que la resistencia en esta bacteria conleva una
terapia prolongada, pérdida de productividad e incluso la muere (Finch, 2004),
Microorganismos  como  Staphylococcus  aureus,  Escherichia coli y  Klebsielis
pneumeoniae son paldgenos intrahospitalarios cuya principal caracteristica es su
multiresistencia a los antibidticos (Kapil, 20058), El problema de ia resistencia a

multiples antibidticos es un lema comun entre los distintos patdgenos bacterianos,

El descubrimienio y desarrolio de nuevos antimicrobianos es imporantes si se
quiere contener ¢l problema de la resistencia. Para garantizar un tratamiento efectivo
para las enfermedades infecciosas, se necasitan urgentermante nuevos antibidlicos
{Becker y col., 2008). L.a Organizacion Mundial de {a Salud, en su plan estralégico para
sontener la resistencia, recomienda estimular el descubrimiento vy desarrollo de nuevos
antibacterianos (WHQ/CDS/CER/DRS/2001.2). L.a Organizacion Panamericana de la
Salud, en su plan de accion para combatir la resislencia, considera como un punto

priortario ¢l desarrolio de nuevos farmacos y antibioticos (OPS, 2001).

L.as sustancias antimicrobianas se obtienen por sintesis quimica y a pantir de
fuentes naturales. Sin embargo, son pocos s antibioticos, coma las sullas y las
quinolonas que se han oblenido por sintesis quimica (Walsh y Wright, 2005). En
cambio, la naturaleza ha sido la principal fuente para la obtencion de una gran cantidad

de antimicrobianos. El descubrimiento y desarrolio de antimicrobianos sintetizados por
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hongos y bacterias a mediados del siglo pasado, detuvo la busqueds de fuenies
boténicas. Sin embargoe, la resistencia de los patégenos hacia los antimicrobianos
conocidos, ha obligado a buscar en las plantas, compuestos uliles para la lerapa

anlibiotica (Domingo y Lopez-Brea, 2003). ,

£1 uso de extractos de plantas como alternativas para promover la salud,
comenzd a resurgir con gran fuerza desde fines del Siglo XX, Las plantas sintetizan
mas de 100,000 metabolitos secundarios, muchos de los cuales tienen actividad
antimicrobiana (Domingo y Lopez-Brea, 2003). La planta secreta algunos de estos
metaboltos en la superficie de las hojas y en los brotes, para protegerse de ta luz
ultravioleta, de hongos & insectos, Las abejas (Apls mellifera) recolectan las
secreciones de las plantas para formar lo que se conoce como propoleos, bslos

representan olra alternativa en la biisqueda de sustancias antimicrobianas.

El control del desarrollo microbiano es un proceso indispensable v necesario para
miltiples aplicaciones. La industiia farmacéutica se encuentra en la busqueda de
compuestos antimicrobianos para prevenit y tratar infecciones en humanos, animales y
vegetales. Los antimicrobianos son ulilizados en la higiene personal en jabones,
detergentes vy desodoranies. Los hospllales los utilizan para desinfectar mesas,
instrumentos, ropa y como antisépticos en la piel de los pacientes. Diversas fécnicas
experimentales  demandan condiciones  aséplicas para excluir - microorganismos
contaminantes. La oconservacion de alimentos, la inocuidad  alimentaria y la
potabilizacion del agua, requigren compuestos nuevos gue impidan la germinacion de

esporas y el desarrolio microbiano. Los compuestos con aclividad antimicrobiana de los
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propoteos, pueden encontrar multiples aplicaciones en procesos o tgenicas que impiden

o controten el desarrofio bacteriano.

En el presente trabajp se evalud )a aclividad anibacteriana de diferentes

Dropoleos sonorenses y sus principales constituyentes.
Y



ANTECEDENTES

Propoleos

L.as abejas (Apis mellifera) recolectan resinas de distintas plantas cercanas a la
colmena y las mazclan con cera para formar lo que se conoce como propdleos (Sahinler
y Kaftanoglu, 2005). Las resinas recolectadas son activamente secretadas y exudadas
por las plantas (Bankova y col, 2000). Las propiedades mecanicas de los propoleos
son Wilizados por fas abejas para reparar la colmena, acumulandolos en gristas y
huecos, También impiden la entrada de hormigas 0 escarabajos y la putrefaccion de
insectos y animales pequeos, de manera que promueven un ambiente aséptico dentro
de lé colmena (Sahinter y Kaftanogly, 2005). De alli el origen de la paiabra "propolis”

que en griego significa defensor de la ciudad (Burdock, 1998},

Et ser humano ha utilizado los propolecs en la medicina tradicional para el
iratamiento de diversos padecimientes desde hace cientos y quizd miles de afios
(Santos y col., 2002). En el Antiguo Testamento, los propdleos se mencionan como un
halsamo curativo {Cushnie y Andrew, 2005). Hipdcrates (460-377 A.C.) los prescribit
para el tratamiento de las GOlceras en la piel y Aristdleles para el fratamiento de
abscesos y heridas. kn la Edad Media, se utilizaban en unglentos como antisépticos,
cicatiizantes de heridas y en solucion para la desinfeccion bucal, En el Continente
Americano, los Incas lo ingerfan para disminuir la fiebre (Castaldo y Cappasso, 2002).

Actualmente, algunas culluras de los estados eurcpeos Balkdnicos contintan
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aplicandolos para el tratamiento de heridas, quemaduras, Taringitis v Glcera estomacal

(Bankova, 2008).

Estudios recientes han demostrado que los propdleos poseen actividad como
antibacterianos, antivirales, antifingicos, antiinflamatorins, antitimorales,
hepatoprotectores v antioxidantes  (Bankova, 2005, Faré y col, 2004). Estas

propiedades han generado gran interés en la industria farmacéutica.

Los propoleos son cada ver mas populares en el comercio en Estados Unidos, la
Unidn Europea y Japon. Estan presentes en los biogosmelicos y son ulilizados como un
medicamento allernativo, come alimento funcional y complemento dietético, que mejora
la salud y previene enfermedades (Bankova, 2000, Weinstein y col., 2005; Chnishi y
Teruyoshi, 2004). Las ventas de propdigos en Estados Unidos en 1996 se estimaron en
40,000 b {Burdock, 1998). Japon es el lider importador de propdleos, con preferencia
por el brasifefio. Actualmente los apicultores de Brasil tienen en los propdleos su
principal producto vy desarroltan métodos para optimizar su produccion (Balatino y col,,
2008). México produjo 3.3 toneladas de propélecs en el afo 2002 (Onega-Rivas vy
Ochoa-Bautista, 2004}, El estudio de la actividad biologica de los propoleos de nuestra
region, podria impulsar su comercio y significar una fuente de ingresos para los

apicultores.



Origen Botanico y Geografico

La recolecoion de rasinas y exudados por parde de lag abejas es dificll de
pbservar, ya que ganeralmente se realiza en las partes altas de los &rboles {Bankovay
col, 20007 La miety el polen son referidos por su origen botanico, 1o mismo suceds con
jos propolecs. La observacidn del comporlamiento de las abejas, el anilisis de polen,
astruciuras de plantas, flavonoides y olros compuestios presentes en los propoleos,

parmite relacionarlos con su origen botanico (Kumazawa y col., 2003)

l.as plantas elegidas por las abejas para la recoleccion de tesinas son distinlag
en cada region geografica. Se ha informadoe que los propoleos producidos en zonas de
clima templadg, provienen principalmente de especies de dlamos (Populus spp.) y
abedules (Betula verrycosa). En regiones mediterraneas, las fuentes botanicas son los
alamos y Cistus spp (Farré y col., 2004). También se han estudiado propdleos de
regiones tropicales, en Venezuela y Guba, las abejas recolecian resinas de las flores de
Clusia minor y Clusia rosea, respectivamente. Las principales fuenies botanicas de los
propdlens del centro y sureste de Brasil son las especies de los géneros Baccharis,

Vernonia, Diclenia, Myptis, Marcia, Schinus y Weinmania (Salatino y col., 2005).

fzn relacion a los propdleos de zonas andas y semiaridas, existen pocos estudios
relacionados con su origen botanico. Los propodleos de regiones aridas de Chile, tienen
sy origen en plantas de las familias de Asleraceae, Anacardiacese, RNosaceae,

Rhamnaceae, Monimiaceae y Lauraceae (Valcic y col, 1988). En el Dasiero de



Sonora, una zona con gran biodiversidad de plantas, solo se ha estudiado una pequena
region del mismo. Las principales fuenles para la recoleccion de resinas son las
pepecies de Ambrosia delloidea (chicurrilla, buizapol) v Encella farinosa (hierba ceniza,
incienso) {(Wollenweber v Buchmann, 1987). El conocimiento de la fuente botéanica en
cada region geografica es importanie, si se quieren producir propdleos gquimicamente

homogéneos,

Composicion Guimica

Los componentes quimicos en los propolecs dependen de la flora local cercana
al sitio donde se encuentra la colmena (Bosio y col., 2003). Las abgjas recolectan
resings en un perimetro de 3-4 Km alrededor de la colmena (Menezes, 2005). Debido a
las distintas caracleristicas fitogeogréaficas, existe una gran diversidad en la constitucion

quimica de los propodleos (Bankova, 2005).

En los propdleos se han identificado mas de 180 compuestos distintos (Castaldo
y Gapasso 2002), En general, se componen de resinas y aceiles volatiles (50%), cera
(30%), aceites aromaticos (10%), polen {5%) y olras susiancias (5%). La cera, el polen
y detritos organicos son removidos cuando se preparan extractos alcohdlicos (Burdock,
1998). En los propolecs se han identificado flavonoides, acidos organicos, ésteres,
aleoholes, aldehidos y lerpenos (Sahinler y Kaflanoglu, 2008, Silici y Kutluca, 2005,
Uzel y col,, 2008). Los propoleos de distintas regiones presentan alta concentracion de

flavonoides. También pequenas canlidades de vilamina B, azicares, hierro, zine, oro,



plata v potasio (Farré y col, 2004}, Los extractos etandlico-acuosos conlienen gran
cantidad de acido cafeico y de los flavonoides galangina, quarceting y crisina. Los
extractos etandlicos presentan alta concentracion de crisina y acido cafeico (Lotly,
2006). Esta composicion tan heferogénea es 1a responsable de su mulliple actividad

biotdgica.

Flavonoides. Los flavonoides son de los compuestos mas abundantes en los
prapdieos de distintas regiones. Con muy pocas excepciones, solo {as plantag son
capaces de sintetizar flavonoides (Cuyckens y Claeys, 2004). Los podemos encontrar
en frutas, hojas, semillas, iallos, flores, ademas de teé, vino tinlo, propoleos y miel
(Cua‘hnie y Andrew, 2005). Su funcion en las flores es generar colores para atraer a los
polinizadores y en las hojas impiden el desarrolio de hongos patogenos y bloquean la
radiacion ultravioleta, Actian como hormonas que regulan el crecimiento de la planta y
participan en & control de la respiracién, la folosintesis, morlogénesis y determinacion
del sexo (Cushnie y Andrew, 2005). También actuan como agentes guelantes de
metales toxicos para la planta. Los botanicos utilizan el patrdn de ocurrencia de los
flavonoides en las plantas para estudios taxonomicos (Havsteen, 2002). En salud
humana, los flavoncides son utllizados en la prevencion de cancer, demencia,
aterosclerosis y enfermedad cardiaca-coronaria (Winkel-Shirley, 2001, Cuyckens y

Claeys, 2004).

l.os flavonoides son un grupo muy grande de compuestos polifendlicos derivados

de la benhzo-y-pirona (Figura 1). En la naturaleza se encuentran como agliconas,



glicosidos vy derivados metilados (Narayana y col, 2001). Se han descrito mas de 4000
distintos flavonoides (Mong-Xi v Lee, 1998). Por sus diferencias quimicas pueden
clasificarse en: flavonoles, isoflavonoles, flavonas, isollavonas, flavanos, isoflavanos,

flavonoles e isoflavonoles (Figura 1) (Havsteen, 2002).
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Figura 1. Estructura quimica de algunos flavonoides. {(A) Benzo-y-pirona. (B)

Flavonoles, ejemplos; kaempferol, R-H, R-OH, R"-OH, quercetina, R-OH, R-OH. {C)
isoflavonoles, (D) Flavonas, ejemplos: Crisina R-M, R.H, luteolina R-OH, R"OH. (E)

Isoflavonas,

Composicion de propoleos de regiones templadas, Lay resinas recolectadas de
Populus  spp., contienen principalmente  una mezcla  de  flavonoides, acidos

hidroxinamicos y sus ésteres (Figura 2). En los propoleos europeos, los compuestos
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fenolicos representan mas de fa mitad de los compuesios idenlificados (Farré v col,,
2004), aungue existe vanacion enlre palses, los propoleos italianos y suizos muestran
composicionas inusuales, En ellos se han detectado alta concentracién de glicéridos
fendlicos y Acidos diterpénicos y relativa escasez de compuestos fendlicos, con
ausencia de compuestos ipicos como pinobanksina y cafeatos (Farré y col., 2004). Los
propdleos turcos contienan principalmente pinoccembrina, pinobanksina, 3-O-acetato de
pinobanksina, crisina, galangina, acido p-coumarico, acido ferifico, benzil-coumarato y

ferulato, éster fenetifico del acido cafeico (CAPE) y cinamilcinamato (Popova y col,,

2005).
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Figura 2. Estructura quimica de compuestos encontrados en propéleos de regiones de
clima lemplado. (A) Pinocembrina, (B) 3-O-Acetato de Pinobanksina, (C) Pinobanksina,
() Fster fenetilico del acido cafgico.
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Composicion de propoleos de Brasil, Puesto que los flavonoides predominan en los
propoleos suropeos, se creyod que los de Brasil tendrian composicion similar, ya que
presenfan efectos farmacologicos semejanies. Sin embargo, los andlisis quimicos de
propoleos de Brasil presentan un patrén muy distinto del europeo. Los propéleos de
color verde de la region suroeste confienen principalmente feniipropancides prenilados
como tos derivados prenilados del acido cindmico. También contiene benzofuranos,
mono y sesquiterpenos y flavonoides, aungue estos altimos én menor cantidad (Figura

3) (Salatino y col., 2005).

Composicion de propoleos de regiones aridas. La composicidn guimica de
propoleos de regiones aridas y semiaridas también es distinta a la de propolgos de
regiones templadas y tropicales. Los propdleos egipcios contienen acidos fendlicos y
sus esteres (73.8%), chalconas (8.2%), flavonoides (8.5%), acidos alifaticos (2.4%) vy
derivados del tetrahidrofurano (0.7%) (Lotly, 2006), El Gnico reporte en relacién a los
propdlecs del Desierto de Sonora informa como  principales constituyentes  los
flavonoides 3'-dimetoxisudaquitin y xanthomicrol (Figura 4). Como constituyenies
menores hispiduling, luteclina, hepetina, kaempferol, quercetina y ramnegting

(Wollenweber y Buchmann, 1897).

Composicion quimica de propodleos de Sonora. De propélecs de Ures, Sonora, se
aislaron e identificaron los flavonoides pinocembrina, 3-O-acetalo de pinobanksina y
crisina, los que provienen de especies de alamos {(Populus spp.) (Figura 5) (Lupo-

Sepulveda, 2003). Las tablas 1y 2 y figura 6, muestran los compuestos identificados en
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log extractos metandlicos de propolecs sonorenses, asl como su contenido de fenodlicos
lotales y flavonoides (sometido a publicacion).

(J CHy

(C)
Figura 3. Estructura quimica de compuestos aislados de los propdleos de color verde.
(A) Acido  4-hidroxi-3 5-diprenil  cindmico  (Arepitina  C). (B) Kaemferide. (C)
Benzofurano,
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aH 0 oH 0

(A) (B)

Figura 4. Estructura quimica de los principales compuestos aislados de los propoleos
del Desierto de Sonora, {A) Xanthomicrol, (B) 3'-demetoxisudaquitin,
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Figura 5. Estructura quimica de Jos compuestos purificados y caracterizados de los
propoleos de Ures, Sonora. (A) pinocembrina, (8) 3-O-acelato de pinobanksina, (C)
Crisina.

Tabla 1. Principales compuestos detectados e identificados por HPLC-MS en propoleos
BONOreansaes,

TIEMPO DE
Rﬁﬁﬂwﬁéw COMPUESTO PU  PC  PPA
"""" S22 Rutina . . +
20.8 Pinobanksina + + #
30.9 Naringenina - - +
33.1 Hesperetina - - +
42.2 . ¥-Demetloxisudaguiin . +
46,7 Pinccembrina + + +
48.6 3-Acetato de pinobanksina + + +
52.3 Ester fenetilico del acido cafeico + - .
(CAPE)

53.0 Xanthomicrol . +* +
54.0 Crisina + + +
55.0 Galangina + + +

57 .1 Acacetina + - +

PC, Propbdleos de Caborca

PU, Propdleos de Ures

PPA, Propoleos de Pueblo de Alamos
+, presents pero no cuantificado

-, No detectado
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Figura 6. Contenido de fenoles totales en propdleos sonorenses. La cuantificacion de
compuestos fendlicos se realizd mediante el mélodo de Folin-Ciocalteu, utilizando una
mezcla de pinocembrina/galangina como estandar para la curva de calibracion. PU,
propdlecs de Ures; PG, propoleos de Caborca; PPA, propoleos de Pueblo de Alamos.
{Bometido a publicacion)

Tabla 2. Contenido de favonoides y fendlicos totales en propdleos sonorenses,

mgl/g Propdleos

Compuoesto P PC PPA
Flavanonas y Dihidroflavonoles ® 2855+ 7.4 20114 30,7 150.6 118.4
Flavonas v Flavonoles 1235 4 11.2 1312 4:5.7 57.8 + 3.6
Fendlicos Totales © 3111 4108 2553 1264 148.6 4. 121

PU, propdleos de Ures, PC, propodleos de Caboreca, PPA, propolecs de Pueblo de
Alamos.
* mg/y equivalenies de pinocembrina,
" mylg equivalentes de rutina,
" mg/g equivalentes de pinocembrina/galangina
(Sometido a publicacion)



Actividad Antibacteriana de los Extractos de Propodleos

l.a actividad antibacteriana de los propdleos vy sus extractos ha sido bastante
estudiada, observandose que son mas activos contra bacterias Gram positivas que
contra Gram negatives (Lotfy, 2006). En fa mayoria de los casos, los compuestns
fendlicos como flavonoides han side relacionados como los principales responsables de

la actividad antibacteriana (Lotfy, 2006).

Los propbleos de diversas regiones preseman actividad antibacteriana, Los
propoleos de Bulgaria, Mongolia, Albania, EBgiplo, Brasil, e Islas Canarias presentan
actividad antibacteriana conlra Staphylococcus aureus y Fscherichia coli (Kujumjiev y
col., 1999). La actividad antibacteriana es muy similar a pesar de las diferencias en su

cOMposicion quimica,

Propdleos de Climas Templados

Los extractos de propéleos de climas templados son los mas estudiados respecto
a su actividad antibacteriana. Los propdleos europeos deben su actividad antibacteriana
a la presencia de algunos flavonoides como galangina, pinocembrina, pinobanksina,
acetalo de pinobanksina, asi como a algunos acidos y ésleres derivados del acido
cafeico (Figura 2) (Bankova, 2005). Los propoleos alemanes ricos en bencilferulato,
galangina y &l éster feniletilico del Acido cafeico son mas activos frente a 5. aureus y £,

coli que el francés, rico en fenil cafeato y pinocembrina (Farré y col,, 2004). Los
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propéleos talianos con alto contenido en pinocembrina y galangina son activos frente a
3. pyogenes (Bosio y col, 2003) v los de Bulgaria inhiben el desanolle de M pylor
(Boyanova y col, 2003). Los prapoleos turcos con alto conlenido de los flavonoides
pinocembrina, querceting, naringenina, galangina y crisina son aclivos frente a
Micrococcus  luteus, Enterococcus faecalis, Enterobacler aerogeness, Salmonella
typhimurium y Pseudomonas aeruginosa (Uzel y col., 2008). La actividad antibacteriana
de amplio espectro de los propoleos europecs se debe principalmente a su alta

concentracidn de flavonoides,

Los propoteos de Croacia presentan aclividad bacteriostalica y bactericida frente
a Gram positivos y (3ram negativos (Pepelinjak y Kosalek, 2004). Los propdleos fueron
activos frente a cepas de 5. aureus, Enferococous sp. y P. aeruginosa multirresisientes

a los artibioticos, aisladas de muestras clinicas hospitatarias,

Recientemente se estudio la actividad antibacteriana de 6 propdleos de Turgula
(Popova y col., 2005). Los seis propoleos mostraron actividad contra Staphylococcus
aureus y Escherfchia coli, Tres fusron mas activos debido a una mayor concentracion
de compuestos fendlicos provenientes de Mopulus nigra. 1.os olros contienen en menor
cantidad compuestos caracteristicos de Populus nigra y de ofra fuente desconocida,

que aponod cinamil-cinamalo y alcoholes triterpénicos.

Los propolens de Argentina son activos principalmente contra bacterias Gram
pasitivas (Nieva-Moreno y col., 1899). Propoleos de cuatro regiones {empladas de

Argentina presentaron actividad antibacteriana contra 8. aureus y E. fascalis, pero no
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contra enlerobacierias ni 2 asmginosa. No se buscaron log compuestos Guinmicos

responsables de la aclividad,

Propoieos de Regiones Tropicales

Boyanova y c¢ol. (2003) informaron que los propdleos brasileitos inhiben el
desarrollo de baclerias Gram positivas y negalivas. Los ingredientes activos que se
encontraron en estos propdleos son fenoles prenilados, diterpenos y p-cumarinas
preniladas (Bankova, 2005). También se ensayaron los aceites esenciales presentes en
los propoleos brasilefios, los que mastraron ser débimente aclivos frente a
Staphylococcus aureus pero inaclivos frente a Escherichia coli (Bankova y colb,, 1999),
Los propoleos cubanos presentan actividad antibacteriana debido a su contenido de

benzofenonas prenitadas (Bankova, 2005).

Los propéleos brasiterios también son activos frente a bacterias anaerobias
causantes de gingivitis (Santos y col, 2002). El informe indica que los propdleos
impiden el desarrollo de especies de Actinobacillus, Fusobacterium, Prevofella,
Fubacterium y Peploastreptococcus. 1.as fracciones de estos propoleos, obtenidas por
cromatografia, presentan actividad antibacleriana, Unas fueron mas potenles que olras
debido a la distinta concentracion de los compuestos activos. Sin embargo, el analisis
de compuestos por cromatografia liquida de alta presion no permitio establecer una

clara relacion entre compuestos y actividad.
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Los propdlecs mexicanos de la regidon de Campeche también presentan actividad
antibacteriana de amplio especiro (Tolosa y Caibizares, 2002). Los propoleos son
activos frente a Staphyfococcus aureus, Strepltococcus pyegenes, Salmonella typhi y
Pssudomonas  aeruginosa, la actividad antibactenana se caracteriza  por  ser
bacleriostatica y baclericida, Las pruebas analilicas mostraron que los constituyentes
de los propolecs son lactonas, flavonoides, fenoles y triterpenas, pero no se determind

sU relacion con la actividad antibacteriana.

Propdleos de Regiones Aridas

L.os propolecs de regiones Aridas o semiaridas han sido poco estudiados, Hegazi
y col. (2002) analizaron dos muestras de propolecs de distintas regiones de Egipto los
que fueron capaces de inhibir el desarrollo de Staphylococcus aureus 'y Escherichia col.
Una de las muestras presentd mayor actividad contra Staphylococcus aureus. Los
propoleos se analizaron por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas. Los resullados sehalaron gque los propoleos con mayor actividad frente a &,
aureys contienen gran cantidad del compuesio 2,8-bis-(pentaniloxi}-4-pentanilfenetanol
que se encuentra ausente en los propéleos con menor actividad. La actividad anti-
cstafiloctecica  se  relaciond  con 1 presencia  de 2 6-bis-{pentaniloxi)-4-
pentaniffenetanol, pero dicho compuesto no se prob6 directamente contra el

MICIoorganismao.



Actividad Antibacteriana de Compuestos Presentes en Propoleos.

Duramte siglos, se han wlilizado preparaciones que contienen flavonoides para el
fratamiento de diversas enfermedades. Los extractos de la planla Tageles minula, que
contienen  guercetagetina-7-arabinosil-galactosido, se han utilizado para tratar
infecciones. Scuteflaria baicalensis, @s una hierba ulilizada en la medicina china para e
tratamienio de abscesos periodontales e infecciones en la boca y la flavona baicaleing

es la responsable de sus efectos antimicrobianos (Cushnie y Andrew, 2005).

Hong-Xi vy Lee (2001), por el método de discodifusion, probaron la actividad
antibacteriana de 28 flavonoides frente a Gram posilivos y Gram negativos. Ningin
flavonoide fue active contra Ef‘?ft@f'ﬁ)r,:c:)c:::t.ts sp, Los flavonoides luteolina, quercetina,
datiscetina y kaempferol mostraron actividad frente a Staphylococeus aureus, El
flavonoide miricetina fue activo fremle a 8. aureus, Burkholderia cepacia y Klebsiela

ptmunmniw.

Se han purificado e identificado flavonoides con actividad anlibacteriana a partir
de preparaciones comerciales. Son ejemplos, fa apigenina, galangina, pinocembrina,
naringina, paringenina, quercetina y kaempferol, In vivo, 1a quercetina v la qmarmtrin.a
prolegieron a cobayos contra la infeccion por Shigella, mientras que los controles
murieron. La diprenilgenisteina v soforaisoflavona inyecladas intraperitonaimente,

protegieron a ralones de la infeccion por 8. typhimurium (Gushnie y Lamb, 2000).
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FPepelinjak v Kosalek {(2004), encontraron gue el flavonoide galangina fue el
principal responsable de fa actividad antibacteriana de propélecs de Croacia {rente a
cepas hospitalatias mulliresistenies a los antibidlicos, La concentracion  minima

inhibitoria de galangina vario de 160-440 ng/ml..

Koo y col, {(2002) astudiaron la actividad antibacteriana de 30 compueslos que se
han detectado en los propéleos, frante a cepas de Streplococcus mutans. De todos los
compuestos, el t-farnesol, un sesquiterpeno, fue el mas efectivo agente antibacteriano,
Observaron que todas las flavanonas inhibieron el desarrolio de los microorganismos,
siendo pinocembrina la de mayor actividad, seguida del flavonol 3-O-acetalo de

pinobanksina,

Mecanismos de Accion Antibacteriana

Fxisten pocos estudios para evaluar el mecanismo bioguimico de accion de
compuestos presentes en log propodleos. Li-Chang y col. (2005) observaron que los
propoleos de Taiwdn son mas actives frente a ceélulas de Staphylococcus aureus que se
encuentran desarrollando en la fase exponencial tardia, ademas, un bajo pH vy la
temperatura de 37°C potencian su actividad. n cuanto a compuestos presentes en
diversos propdleos se ha reportado gue el flavonoide galangina induce una fuere
pérdida de potasio en oélulas de Staphylococcus aureus, 1o que sugiere un dafio directo
o indireclo a la membrana citoplasmatica (Cushnie y Lamb, 2005). Mori y col. (1987),

informaron que los flavonoides robinetina, miricetina y ()-epigalocatequina, inhibieron ia
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sintesis de ADN en Frofeus volgaris. Qtros flavonoides como querceling, apigenina
inhibigron la girasa de ADN en Escherichia cofi. L.a quercetina se une a la subunidad
GyrB de la girasa de ADN de [Escherichia coli e inhibe su actividad de ATRasa (Cushnie

y Lamb, 2005).
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OBJETIVO GENERAL

Fvaluar la actividad antibacteriana de propodlecs sonorenses, asl como de sus

principales constituyentes,

Objetivos Particulares

1. Fvaluar la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de propoleos

(EMIP).

2. Cuanfificar los compuestos mayoritarios presentes en los EMP,

3. Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos presentes en los EMP,
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MATERIALES Y METODOS

Muestras de Propdleos

De junio de 2001 a febrero de 2003 se recoleciaron muestras de propoleos de
colmenas ubicadas en Caborca, Ures y Pueblo de Alamos, Sonora (Tabla 3). Las

muestras se conservaron a -20°C y en oscuridad.

Obtencion de los Extractos Metandlicos de Propoleos (EMP)

Se realizd como lo reportan Salomao y col., (2004). A cien gramos de propoleos
crudos se les anadieron 300 ml. de metanol grado reactivo y se dejaron reposar por 24
h a 40°C. La solucion se filtrd con gasa y &l metanol se evapord a presion reducida en
un rotovapor. El extracto metandlico de propdleos (EMP) se seco en un horme al vacio a

40°C y posteriormente ge almacend en la oscuridad a -20°C.
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Tabla 3. Hitios de recoleccion de las muesilras de propdleos y especies de plantas

predominantes,

LUGAR DE COORDENADAS
RECOLECCION

PLANTAS PREDOMINANTES

Caborca N30"4G'W112°05

ineya tesota, Prosopis veluting, Cercidium
microphyltum,  Carmegiea  giganiea, larea
indentata, Ambrosia  delfoidea,  Bursera
axiflora, Encelin  farinosa, Fouquiera
splendes, Simmondsia chinensis

Ures N29"27'W110722'

Olneya lesola, Prosopls veluling,  Populus
fremontii,  Gercidivm  microphylium,  Bursera
laxifora,  Celtis  palida,  Guaicum  couller,
Jatropha cardiophylla, Lysiforna divaricata,

FPueblo de MG 15'WI108 59
Alamos

Olneya tesola, Prosopis veluting, Cercidium
microphyflum, Bursera laxiflora, Celtis palida,
Courselia glandulosa, Haematoxylon
brasiletio, Jatropha cardiophyfla, Fougquiena
macdougall,

{Turner y col.,, 1995)

Actividad Antibacteriana

Solucion Concentrada de EMP y Compuestos Puros.

50 mg de EMP ¢ compuesto pure se llevaron a un volumen final de 1 mL con

dimetitsulfoxido (DMSO0) para oblener una concentracidn de 50,000 pg/ml..

Solucion de Trabajo de EMP y Compuestos Puros,

A partir de las soluciones concentradas se realizaron diluciones en caldo de

Mueiler-Hinton (CMH), o caldo BHI para oblener soluciones de trabajo para los
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propoleos de 400, 200, 100, 80 y 0 pg/ml y para los compuestos puros 0.8, 0.4, 0.2, 0.1

y 0.05 mM,

Determinacion de la Actividad Antibacteriana,

Se determind witizando el método de microdilucion en caldo de Jorgensen y col,
1999, Se lomaron por triplicado 200 uL de cada una de las concentraciones de ios
propdleos o del compuesto puro y se depositaron en microplacas de 96 pozos de fondo
plano. A un conjunto de estos pozos se les adiciond el indculo bacteriano y se
prepararon olro conjunto sin bacterias. Adermas se prepararon tres pozos con 200 pl. de
caldo de cultive conteniendo al antibidtico gentamicina (12 pg/mlL), fres pozos con 200
Wb de caldo de cultive con fa maxima concentracion de solvente al gue las baclerias
astuvieron expuestas en los pozos de prueba, y fres mas con caldo de cullivo como
control de esterilidad, Los pozos de prueha vy los controles se inocularon con 15 L de
una suspension bacteriana previamente estandatizada. Después de |a inoculacion, la
placa se incubd a 36°C vy se leyd la densidad dptica a 630 nm (DOgay) de los pozos a las
0, 6,12, 24 y 4B h. Con las lecturas se realizaron curvas de desarrollo bacteriano,

graficando fiempo vs DOgxo.

Conceniracion Minima Inhibitoria 90% (MICy).

Se define como 1a concentracion mas baja de propdleos o compuesto gue inhibe

Bl menos el 90% (DO)Y del desarrollo bacleriano después de 24 h a 36°C, para lo cual
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aplicamos la siguiente formula: (DO, bacterias sin tratamiento - DOy concentracion de

prugba} / DO,a bacterias sin tratamiento x 100 = 90 % (Baizman y col, 2000),

Indécuio Bacteriano,

Se prepard en solucton salina esténl, a parir de un desamrollo de 12 horas en
agar Mueller-Hinlon o agar BHI hasta lograr una densidad optica de 0.095 + 0.002,
igual & la lectura de DO del estandar 0.5 del nefelometro de Maclkarland a 630 nm. £l
inoculo equivale a 10" UFC/mL. (Jorgensen y col., 1999). Las lecturas se realizaron en

un lector de microplaces BioRad-Benchmark.

Compuestos Puros

Rutina, naringenina, hespereting, crisina, galangina y acacetina fueron adquiridos
de INDOFINE Chemical Co., Inc, USA. kIl Xanthomicrol fue donado por el IMSS-Unidad
de Investigacion en Herbolaria y Productos Naturales, Ciudad de Mexico, Pinocembrina
y 3-O-acetalo de pinobanksina, fueron provistos por el Laboratorio de Biopolimeros del
CIAD A.C, £l CAPE fue sintelizado por el Laboratorio de Blopolimeros del CIAD AC,,

por el método de Grunberger (1988).

Cepas Bacterianas,

Se ensayaron las cepas de coleccion: Staphylococcus aureuys ATCC G538P,

29213 y 26823, Enferococeus faecalis 29212, Listerta  monocytogenes 7644,
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Escherichia coli 25922 v Pseudomonas aeruginoss 27853, Ademas se probaron 10
aislados clinicos de Staphylococcus aureus, donadas por el laboratono clinico del

Hospital infantil del Estado de Sonora (Tabla 4).

Tabla 4, Caracterislicas de 1as cepas clinicas de 5. aureus.

CEPA Aislada de Resistencia a

5. aureus Absceso Am?

5. aureus 2 Faringe Am?

S, aureus 3 Herida Am*

5. aureus 4 Faringe Am¥, B L 8 an/ct

S. auraus 5 Faringe Am*

5, aureus Faringe Am¥, L

S. aureus 7 Faringe Am?

5. aureus 8 Faringe L

5. aureus 9 Sangre AmE L AmvcHt

S, aureus 10 Sangre Am?
Yampicilina  * Eritromicina ** Lincomicina T Estreptomicing

 Amoxicitinalclavulanato

Cuantificacion de Compuestos ldentificados en los EMP,

Para la cuaniificacion de los principales constituyentes de los EMP se realizaron
curvas de calibracion a partir de cromatogramas obtepidos por MPLC, utilizando
estandares auténtices, exceplo para el caso de pincbanksina, la que fue cuantificada
como equivalentes de 3-O-acetato de pinobanksina. Los EMP y los estandares se

digsolvieron en metanol (5 mg/ml.) y se filtraron antes de inyectar 20 pl. en el sistema de
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HIPLC. Log resullados se expresaron como las medias y desviaciones estandar de
analisis triplicados para cada muestra, El analisis se realizd en un equipe de HPLGC
Varian ProStar 320 (Serie Polaris), equipado con una bomba binaria Varian ProStar 210
y un detector Varian ProStar UV-Vis, Los compuestos se detectaron por su absorcion a
340 nm. La separacion cromatografica se llevo a cabo utilizando como fase movil un
gradiente de acido formico B% (A)metanol (). El gradiente se programd con 30% de B
por 0-15 min, 40% de B por 15-20 min, 45% de B por (20-30 min), 60 % de B por 30-50
min, B0% de B por 50-65 min y 100% de B por 65.75 min, Como fase estacionaria se

utilizd yna columna LiChrospher 100 RP-18 (125 x 4mm, & mm).

Analisis Estadistico

Se realizd estadistica descriptiva, Las medias vy las desviaciones estdndar de las
lecturas de DO en las curvas de desarrollo se graficaron utilizando el paquete Graph

Fad Prism V 3.02,

RESULTADOS Y DISCUSION

La busqueda de nuevos medicamentos a partir de productos naturales ba
probado ser una estrategia exilosa. Setenta y ocho por cienlo de los nuevos antibioticos
y 61 % de los nuevos medicamentos anticancerigenos, aprobados de 1983 a 1994, por
la Administracidon de Drogas y Alimenlos de los Eslados Unidos y otras instituciones,

sah productos naturales o derivados de productos naturales (Koo y col, 2002). En ese
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comexio, los propoleos, un producto natural con gran quimiodiversidad y relativamente
poce estudiado, representa un recurso de gran valor para la busqueda de nuevos

compuestos bicactivos.

Este es el primer estudio conducido para evaluar la actividad antibacteriana de
propolecs originados en el noroeste de México, La muestra de propoleos de Caborca
proviene de una region arida, mientras que las de Ures y Pueblo de Alamos provienen
de regiones semiaridas, aungue la region de Ures se encuentra cercana al cauce del
Rio Sonora. Be ha establecido que |a actividad bioldgica de los propdlecs es un reflejo
de las caracteristicas cualitativas y cuantilativas de sus constituyentes, las que difieren

de region en region (Li-Chang y col, 2003),

Actividad Antibacteriana de los EMP

En el presente trabajo se evalud la actividad antibacteriana de tres muestras de
propoleos del estado de Sonora frente a bacterias Gram positivas, S aweus, &
faecalis, .. monocylogenes y Gram negalivas, £ coli y Pseudomonas aeruginosa. E
propoleos de Ures (PU) inhibid el desanollo de cepas de S, aureus, con un efecto dosis
respuesta (Fguras 7 y 8) (Tabla 5). PU, también inhibid el desarollo de (.
manocytogenes con una MiCg de 400 pg/mb y mostré efecto bacleriostatico durante 6

hfrente a . faccalis
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cultivos bacterianos tratados con diferentes dosis de propéleos durante 48 h. (w) 400
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Tabla 5. Concentracién minima inhibitoria 90% (MICye) (ng/mb) de ios EMP frente a
cepas de coleccidn.

PROPOLEOS ng/mL
CEPAS Ures Caborca PKF;:,LﬂDgE

GRAM POSITIVOS

S, aureus 6538 100 200 =400
5. aureus 25923 100 200 =400
S.aureus 29213 200 200 =400
L. monocylogenes 7644 400 >400 >400
E. fascalis 29212 =400 =400 =400
GRAM NEGATIVOS

2. aeruginosa 27853 >400 =400 =400
E. coli 26922 =400 »400) =400




con una MiCg de 200 ug/ml. L. monacylogenes resulld inhibida en Sl.l‘ desarmollo por
PC durante 12 h (400 ng/ml.) y E. faccalis durante 6 h (400 pg/ml). A las 24 y 48 h de
incubacion, PPA fue incapaz de inhibir mas del 90% del desarrolio bacteriano de
cualquiera de las cepas probadas y a las concentraciones ensayadas, En cada uno de
ios ensayos, ta mas alta concentracion de DMSO presente en el medio de cullivo, no
afectt el desarrollo bacleriano. Los propdleos de Ures y de Caborea también inhibieron
el desarrollo de cepas de S, aursus aisladas de muestras clinicas (MICy de 200 y 400
pg/mi, respectivamente), las cuales presentan resistencia al menos un antibidtico

(Tabla B, Figura 9),

Las muestras de propdleos de Ures y Caborca presentaron una fuerte aclividad
antibacteriana, principalmente contra las bacterias Gram positives 5. avreus y Lisleria
monocytogenss. Una gran cantidad de reporles indican que los exiractos ‘de propoleos
presentan mayor actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas (Kujumgiev y
col. 1999 Pepelinjak y Kosalec 2004; Uzel y col. 2005). Se ha sugerido que el
lipopolisacarido, presente (nicamente en bacterias Gram negativas, puede ser una
barrera que impida la aclividad de los compuestos antibacterianos presenles en los

propoleos (Cushnie y Lamb, 2005),
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Tabla 6. Concentracidn minima inhibitoria 80% (MICys) de propolecs de Sonora frente a

CEPA MIC (ug/mi)
8. aureus ' PROPOLEOS
URES CABORCA P. ALAMOS

1 200 400 > 400

2 200 400 > 400

3 200 400 > 400

4 200 400 > 400

5 200 400 > 400

G 200 400 > 400

7 200 400 > 400

8 200 400 > 400

g 200 400 > 400

10 200 400 = 400

L.a actividad antimicrobiana de los propéleos, ha sido alribuida a la presencia de
diversos Titoquimicos, que incluyen compuestos polifendlicos de tipo flavonoides, como
pinocembrina y galangina (Banskota 2001, Pepeljinjak y Kosalee 2004), La presencia
de estos flavonoides fue detectada en las tres muestras de propoleos evaluadas en el
presente estudio (Tabla 1), La concentracion descendente de fendlicos totales,
flavanonas y dihidroflavonoles de PU, en relacion a PC y PPA, coincide con el nivel de

actividad antibacteriana mostrada por estas tres muestras (Tabla 2, Figura 7),
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Varios investigadores han sugerido que la actividad antimicrobiana de los
propoleos es mullifactorial y depende del sinergismo entre algunos flavonoides, acidos
fenclicos y otros compuestos presentes en ellos (Li-Chang y col, 2003}, £l mecanismo
de accion de la actividad antimicrobiana no se ha establecido, pero algunos estudios
sugieren como probables causas la inactivacion del potencial de membrana, inhibicion
de fa RNA polimerasa, desorganizacion del citoplasma y de fa pared celular e inhibicion

de la sintesis de protelnas (Pepelinjak y Kosalecg, 2004),

Las diferencias observadas en la actividad antibacteriana de los propoleos de
distintas regiones, puede ser debida a diferencias cualitativas vy cuantitativas en su
composicion quimica, ademas de diferencias metodoldgicas para evaluar la actividad
(Cushnie y Andrew, 2008). Se han reportado MICyy de 650-5,680 ug/ml de propdleos
de Croacia sobre cepas de 5, aureus aisladas de muestras clinicas, sensibles y

resistentes al aptibidtico meticilina (Tabla 7) (Pepeljinjak y Kosalec, 2004),
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Cuantificacion de los Compuestos Mavyoritarios ldentificados en los

EMP

La tabla B muestra ¢l analisis cuantitativo de los compuestos identificados en los
EMP. El constituyenie mas abundante fue pinocembrina, seguido de 3-O-acetalo de
pinobanksina y crisina, L.a alta concentracion de estos compuestos en PU sugiere que
se origina principalmente de Populus fremontii (Bankova y col., 2000). Ademas, &
CAPE ha sido detectado principalmente en propoleos de regiones templadas (Fesen y
col., 1894). El flavonoide naringenina, segundo en concentracion después de

pinocembrina y exclusive en PPA, sugiere que éste Ollimo se origina de flora nativa de

ta region.

Actividad Antibacteriana de Compuestos ldentificados en los EMP

En un estudio previo, se delectd la presencia de 12 compuestos en las muesiras
de propolens utilizando HPLC-MS (Tabla 1) (Sometido a publicacion). Con el fin de
conocer cudles de los compuestos paicipan en la aclividad antlibacteriana de las
muestras de propoleos, se evalud la actividad de cada uno de ellos, excepto
pinobanksina y 3'-demetoxisudaquitin. £l éster fenefilico del Acido cafeico (CAPE),
pinccambrina,  3-acetato  de  pinobanksina  y  naringenina mostraron  actividad
antibacteriana contra 8. aureus B53BP, a concenttaciones de 0.8 mM o menos (Figura

10). Ninguno de los otros compuestos lograron inhibir mas del 80% del desarrollo de S,



agreus 66381, ni de £ coli, a ninguna de las concentraciones probadas (Figuras 11y

12).

Tabla 8 Cuantilicacion de compuesios identificados en propoleos Sonarenses,

ulilizando HPLC-RP (mg/g de propodleos).

Pinocembring
3-O-acetato de pinobanksina
Ester fenetllico del acido calgico

2'18.4 4 1.48
1161 2145

606 +1.21
26.7 4 1.96

Compuesto Propodleos
PU PC PPA
T “EG R
Pinobarnksina 11.3 +0 .06 7.810.06 9.6, +0 .14
MNaringenina 0.0 0.0 21.9+ 013
Mesperetina 0.0 0,0 3.7+ 003
3'-demetoxisudaguitin 0.0 N.D. 0.0

G2.7+1.25
554019

(CAPE) 11.4 + 046 0.0 0.0

Xanthomicrol 0.0 9.4 4 0.44 344019
Crigina 58.9 1 0.63 11.4 £ 0.75 6.3 +0.08
(Galangina 8.0 £ 0.67 9.2+ 080 2.9 %007
Acacelina 9.2+ 068 0.0 5.8 ¢ 0.07

“Los resultados representan la media y la desviacién estandar de ensayos por riplicado.
N.D. No determinado,

PU, Propoleos de Ures

PC, Propoleos de Caborca

PPRA, Propdleos de Pueblo de Alamos
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Figura 10. Curvas de desarrollo de 5. aureus 6538P frente a compuestos presentes en
Ims muestras de propoleos. Los cullivos fueron tratados con diferentes dosis (0.0-0.8
mM) de CAPE, pinocembiina, 3-O-Acetato de Pinpbanksina y naringenina durante 48
h. (w) 0.8 MM, (4) 0.4 mM, (¥) 0.2 mM, (#) 0.1 mM, (A) 0.05 mM, (0) 0.025 mM, (»)
0.0 mM, (1) gentamicina (12 pg/mL).

Ei flavonoide hespereting, a la concentracion de 0.8 mM, mostrd aclividad conlra
5. awrets 6538P muy cercana a una MICayy, (Figura 11). También se evalud la actividad
antibactenana del CAPE frente a las cepas de S. aureus de origen clinio. El CAPE
mostro una fuerle actividad frente a cada una de las cepas con una MICauy de 0.1 mM

(Figiura 13},
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Fuesto que el CAPE presentd la mayor aclividad antibacteyiana conlra S, aureus,
se evalud su actividad frente al resto de las cepas de catdlogo (Figura 14). £ CAPE
logrd inhibir el desarrolio de L. monocytogenes y £ faccalis a una concentracion de 0.4
mi. En cuanto a los bacilos Gram negativos, el CAPE (0.8 mM) inhibid ¢l desarrolio de
E. cofi solo por 8 h, mientras que P, agruginosa no resuitod afeclada en su desarrollo por

ninguna de las concentraciones ensayadas (Figura 14),

L. monocytogenes 7644 E, faecalis 29212
0.6+ MIC 0.4 mM . . MIC D.4amM
-~ s
S A — —»
g =
a)
-
0 & 12 18 24 30 36 42 48 0 6 42 10 24 30 36 42 48
Tiempao {h) Tiempo {h)
104  E. coli 26922 0.6 P, aeruginosa 27853

r T .l. T “l‘ T ¥ T L]
D 6 12 18 24 30 36 42 48

Tiempo (h
empo (h) Tiempao ()

Figura 14, Efecto antibacteriano dal CAPE sobre el desarrollo de cepas de coleccion,
L.os microorganismos se hicieron desamollar en presencia de distintas concentraciones
de CARE durante 48 h. (w) 0.8 mM, (A) 0.4 mM, (¥} 0.2 mM, (#) 0.1 mM, (A) 0.05 mM,
(0) 0.025 mM, (#) 0.0 mM, (L) gentamicina (12 pg/ml.).
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[} CAPE es un compuesto purificado de los propolecs y descrito por primera vex
por Grunberger y col. (1888). ks conocido por presentar muy diversa  actividad
bioldgica. Su actividad antioxidante y antinflamatoria, fue descrita por Sud'ina v ool
(1993). £ CAPE inhibe la enzima 5-lipooxigenasa, blogueade la via metabolica para la
sintesis del acido araquidonico y consecuentemente, disminuye la inflamacion, £l CAPE
tambien inhibe la enzima ciclooxigenasa-2, 1anto in Vitro como en un modelo murino,
impidiendo la sintesis de prostaglandinas, bloqueando e! proceso inflamatorio iniciado
por esta via (Michaluart y col, 1998, Okutan y col, 2008). Se ha informado su actividad
antiviral, el CAPE es capaz de inhibir la replicacion del Virus de la inmunodeficiencia
Humana {Fesen y col, 1994, Chuan-Chen y col, 2005). También presenta actividad
antitumor e inhibe la angiogenesis, la metastasis (Hui-Fen y col, 2003, Wang y col,
2005, Xiang y col, 2006) v es regulador de ia respuesta inmune (Natarajan y col, 19969,

pero no se encontraron repontes en relacion a su actividad antibacteriana.

El CAPE solo fue detectado en ja muestra de propoleos de Ures, la que presentd
la menor MIC frenle a & aureus, v la inica muestra que inhibié el desarrollo de L,
monocytogenas (MIC 400 pg/ml). A diferencia de los extraclos metandlicos de

propdlaos, el CAPE logrd inhibir el desarrollo de £. faecalis con una MIC de 0.4 mM,

Diversos reportes sefalan a pinocembrina como une de los compuestos
responsables de {a actividad amtibacteriana de los EMP (Uzel v col, 2005). Koo y col.
(2002), informaron una MiCy de 0.25 mM para pinocembrina y de 0.5 mM para 3.0.

pacetato de pinobanksina frente a cepas de Strepfococcus Viridans, muy cercanas a lo



observado en este trabajo frente a cepas de S, aureus. Koo y tol. (2002) no reporan
actividad antibacleriana de los flavonoles galangina y ruting, ni de las flavonas
acacetina y crisina, Pepelnjak v Kosaleo (2004), reportan actividad antibacteriana de
galangina frente a cepas de 8 awrsus (MIC 160-440 ng/mb), Enterococeus sp. (MIC
240 pg/mly y P.oaeruginosa (MIC 170 pg/ml), aunque ellos evaluaron una MICgy. L.os
flavonoides pinocembrina y 3-O-acetato de pinobanksina fueron detectados en las tres
muestras de propoleos, a diferencia de naringening, la cual se encontrd Unicamente en

el propdleos de Pusblo de Alamos (Tabla 1).

En comparacion con los olros propéleos, el propoleos de Ures presentd una muy
alta concentracion de pinocembiing y 3-O-acetato de pinobanksina, 1o que én conjunto
con la presencia de CAPE, podria explicar su actividad antibacteriana (Tabla 8). En
cuanto a la actividad antibactenana de los propdlens de Caborea, puede deberse a la
alta concentracion del flavonoide 3-O-acelato de pinobanksina (Tabla B). PPA presenlo
igual concentracion de pinccembrina en relacion a PC, pero 5 veces menos de 3-0-

acedato de pinobanksina.

Bankova (2005), sostiene que no es posible suscribir la actividad antibacteriana
de {os propédlens solamente a ub compuesio, propone que una mayor concentracion de
grupos de  cormpuestos aclivos con jgual o semefante estructura quimica, se
correlaciona con un aumento en la actividad biologica. Su tesis se fundamenta en
estudios que demuestran que al aumentar la concentracion de fenolicos totales,

aumenta la aclividad bioldgica de los propdleos. Por lo que sugiere cuantificar grupos

A6



de compuestos semejantes, mas que la cuantificacidn de componentes individuales, En
el presente estudio, los propdless de Ures y Caborca, son los que presentaron la mas

alta concentracion de fenolicos totales (Figura 6, Tabla 2).
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CONCLUSIONES

A las concenlraciones ensayadas, sdlo PU y PC mostraron  aclividad
antibacteriana principalmente contra 5. aureus. PU logrd inhibir el desarrollo de L.

monocylogenas con ung MIC de 400 ngfml..

A las concentraciones probadas, ningun EMP inhibid el desarrollo (MIC 80%) de

Iz coli y P, aeruginosa.

Los constituyentes identificados gue se enconlraron en mayor cantidad en los
propoleos fueron los flavonoides pinocembrina, 3-O-acetato de pinobanksina y

crising.

CAPL, pinocembrina, 3-O-acetato de pinobanksina y naringenina inhibieron el
desarrollo de S, avreus B538P. De los compuestos detectados en las muestras de

propoleos, el CAPE logré inhibir el desarrollo bacteriano a una menor concentracion.

CAPE inhibio el desarrollo de L. monocytogenes y E. faecalis (MICyy 0.4 mM),

pero fue incapaz de inhibir el desarrollo de E. coliy . aeruginosa,

Adlas concentraciones probadas, ninguno de los siguientes compuestos presento

aclividad antibacieriana frenle a 5. awreus G538P y E. coli 25922 rutina, crisina,

A4



hespereting, xanthomicrol, galangina y acaceting, Pinocembrina, 3-O-acetato de
pinobanksina y naringenina no inhibieron el desarrollo de £, cofi 25922 a ninguna de

las concentraciones ensayadas.
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Abstract

At To evaluate the aptilacterinl and Teee-radical seavenpiog (FRE) activities
of propotis eotlected from three different areas of Senoran Desert in northwest-
crn Mexico [Poeblo de Alamaos (PARY, Ures (UPE apd Calsarea {0P)),

Methods snd Resolis: The antibacterial and FRS activities o Sunstan propadis
were determined by the broth microddution method and the BEPH (1, 1-di
phenyt-2 piceyllydracyl) assay, respoctively, Propolis sonples had antibacterial
activity against only Gram-positive acteria, The UP sample showed the highest
antibacterin) aotivity againgt Srapdyiconcns aveens [minimat inhildtory con-
cepdation (MICY 100 pyy e in concenteatinn-dependent  manner
(U = CF » FARY Uaflede acid phencthy] eiter (OAFE), a0 UF propalis cone
stituent, had very high geowth-inhitdtory setivity towards Gram-positive bac
tevir, particularly against S aweens (MIC 01 immol ", To our lv.‘nnwl:.n‘]gc,
this is the first study showing o strong antibaceerial activity of CAPE sgainst &
e, Additionally, propolis CP exlibited Nigh FRS activity (85t 4 03 ¢t
300 gl cosnparable with those af the reference antioxidants vitamin ¢
(A7 4 07 an 70 prmal 1Y and BT (6607 4 076 st 140 ol 171, The
propolis compounds CAPE and nutin showed bigh FRE activity (304% & 07
and HAS% 4 (8 at 20 amaed 1) respectively).

Conclusions: Sonoran peapalis U and CAPE had stramy anvibacterial activity
againgt 8 awrens I adsdition, propolis CPF slowed potent FRE activity compar-
alide with those of vitamin C and BHT,

Significance and Longact of the studys The strong antbacterial and antioxidant
propertics of Senoran propelis and some ol it constituents support further
atudies on the clinfend applications of this patral bee produsy againgt 8 aureus
and several oxidative damage.related diseses.
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BL200%; Bankova 20050, 0 hus been shoswn 1o possess a var-
fety of biclogicsl wesivities such as antibacterial (Fopove
ptal A00% Usel eraf 200%), astioxidant (Chai e ol
w0t Ahn et al. 20073, antiviral UAmomas el all 1994,
Ragpueagiev ot all 1999), funpgicidal (3uireps et al. 2006;
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Binlogleal activity of Sonorn poapaliy

Sihei and Koo 2006) anti-inflammatary (Rhayyat e gl
19233 and anticancer effects (Ao et ol 2003 Scilo of al,
A004). The chemical compasition of propalis and it bin.
logical properties depend on the vegetation in the area
from which they were collected. Because of the geapeaph.
ieal difberenges, propolis samples from Burope, South
Americe and Azin vary in chomicel composition and
activities (Hegaed of alo 2000; Bankows e al, 2002 Usia
rtoale W02 Saloman et af, 2004 sba e gl 200%; da Silva
et al 2006). Recently, propolis has also been extensively
asedd i the food indusiry as an additive tar Dealtly fomds,
heverages and nutriona) supplanents o improve health
and prevent digeases Onskots e all 2000, Thus, there i
renewed tereat i the composition and biological prop-
erties of this nmural product, Bxtensive rosearch bay
Mready been carvied out on prapolis rom Burope, Asia
and South Americe (within or between countries (ram
temperate amd trapical arcan), however, o limited mamber
of Investigations have been conducted (o stedy the Walo-
peal activities eof peapolis from arid and semiarid reginng
of the Amevican sontinens (Wallenweber and Buchmann
PO Valcic et al 998 Munoy ef al. 2000, 20011 Kusso
af al. W00, Therelore, we were interested W evaluate the
inhibitory aorivities of propolis collected froam arid areay
of the Saneran Desert against Jscterial  pathogens,
Additioonlly, becanse the binbapical acrivity of Sanoran
propulis may be because of the presence of diverse physo-
shemiond compounds, mainly favonsids, which have been
reparted 1o have multiple biclapieal effecrs including ant-
oxidant and antitaciepial actjvities (Koo et al, 2002 Al
el al, 0% Cushnie and Laml 2008; da Silva o al 2006,
we olio analysed the frecoadic) activity of Sonorn
prispoliy,

In the presemy study, we have evaluated the antibacte.
rial and Dree-radical scavenging (ERS) activities of prog-
lis collectod from three diflerent arid areas of Sonors,
Mesico [ Puebio de Alimoes (PAF), Ures (UPY and Cab-
orgs 0P We showed thar UF propolis and CAPE (a
UP propalis constituent) hasd potent antibicterial activity
againat Staphylocovens qurens. Ino addition, G propolis

displayed n strong PRS activity comparable with those of

the antioxidants vilamin ¢ and BHT

Materials and methods

Rengents

The following authentic standards of favonoids: ratin,
nuringenin, bespereting, pinocombrein, pinobanlsin 3.acet
abwy chrysing palanging and acacetin wepe purchised from
IMBOFING Chemical o, Ine USA Xanthomiom)
{(hinddby provided by Dra. Mariana Megkes, BMES-Unidad
de dnvestigeeida en Herbolaria v Prosductas Matursles,

O Melaasyuer ot al

Mexkon €y, Megiog) and waflebc ackd phengihyl mier
CCAREY was synthesived by chemdcal wepction ol cafleic
aeisl and phenethd aleahed aceording W the procedure of

W runberger o al, (198K).

Progrtis

Propolis was collected  rom theee dilterent  areas of
Sones, Mexico: Pueblo de Alamos (AR, Ures (U1 and
Caborce (21, Fropolis was collected  from MNovember
A% 10 March HI by the professional  becheepers.
The hives were dovated in Bl Copute (2922747 N,
DIV, pravines of  Ures),  Los Musguites
(RPN 297 I L HOMPRODW, provinee of Pushla de Ala-
wos) and Caborey (306 8437N; 112705448, altitude
ALS, 652 and 292 m above sea leved, respectively, Propolis
smpdes wsed dn this study are representative samples of
Soharan propolis, Because they were collecred fram
lzast B5 apiarics (at Jeast 12 bivessapiary) of each ool
o ares, We selrcted those arests because ey ace ropro-
septitive ol the arid and semiarid regions of Sonor and
Bave importany apiculture agiviries,

Preparation of wmethanol extracts of propolis

Propolis (000 3) was cut into small pleces and oxtractod
three tmes with absolute methinol (3= 04 15t romn
tesperatiee e 34 b Afler Glieation theough a0 flie
paper, the Mirates were combined and \he solvent avapor-
ated iy vacdum, The dried extroct way dissolved in -
hite soethanet and fiered throogh o nylon membrane
(ype MYL, 02 g Whatman, England) snd wsed in the
antibacterial ansd BPPH (h-sdiphenyl-2-picrythydeacylj
AESAYS,

Bacterial atrains

Bcterial stratng used o this study weres 8. aurens {ATC
AR, Hderococows  fuesalis (AT 292010, Listerio
manocytopenes (ATCC Yodd), Bscherichin eoli (ATUC
23022) and Fsewdomones oerugingsa (ATUC 27853), Yo
terinl cultures were maintined in Muelber Hinton broth
(8 anres, Bocolioand B aeruginose) or BHIL Lot
(L. menmpeytogenes and B faecelis). Befare testing, all bac.
terinl straing were maintained frozen at -70% in (0%
plyceral broth, Ven aptbisthe-resistant 5 aurens steaing
were isolated from abscess, \hroat and Wood specimens
subaitted] o the Sonora Children's Hospital Labovatary
from May o September 2003 (Pable 1), Jentitteation of
Somrerews was aneried ot on the basis of eolony norph).
apy, team stadneng and Biocheneal st (Kloos and
Bannerman (999, Biochamicn)l choracteristics of the s
lates were deterosined by using eatalase, tulw conpoluse
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tErpthrerys in.
{Lincmycin

BT snmyin,
ansleilbnscivealanate,

petassivm tellueite pedoction,  production of - Nase,
Jigrase, andd acid feen wemannatel, Sasceptilality testiag
wits performest wsing disc-diffusion methods acconding
the Clinical Laborvavory Stosdards basthate (previously
Matiovsl Croommiptee for Clivdeal Labormory  Standeds)
prddelings (NCOLE 199y, Mueller Himton plases were
inoculated with o cell swspension squivalent to U% beBar
lard tarbidisy (10" CPU mI™"), mndd antibiotic disks (B3
M icrobiology Systems) were placed on the plates. Afer
20 hoinenbation, the dametess of the resuliing vones of
inhibition were swasured. The quality contral strain 4,
anrens [ATCD 25935 way ctuded in each run,

Antibicterial assuy

In vitre antilacterinl studios weee careivd out by the broh
micraditution method as deseribed previously (Rorgensen
et al, 1999), with wome modifications, Bridly, 1% pl
{15 5 10" CELY of o suspension of 4 logarithmic phase
Bacterial culture [10" CEU ml™ the trbidity of this bac-
terial suspension matching the torbidisy of 4 045 Mebiare
Tnnd stanclard (Jorgensen of gl 19953 wan inovuliated into
gach well of o llat S-wed] miersplate (Costar, Corming,
MY, USAY vontaining 200 0 of different copcentrations
af propolis extracts in BHI or Mueller Hinon droth, The
muethanolic extrncts of propolis were sy dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMS0) and then diluted in sterile
Lrod, Each amtibacterial st also inclided wells contan.
g the culteee medin plus DMSCY (0-2-08%), in order to
abtain a controb ol the solvent antibacterial effect. Gene
tomvicin (12 g md™") was used as positive contral of b
terial growth mbibbtion. Bacterial cullures were incoabaied
ab 3670 Toe AR b Plates were pead at 630 mm inoan BEIBA
(Benchork  Microplate  Reader,

microplate  rewder

A AN Thay Aulheny

Riclogical activity of Sonoran prapots

Biv-Fad, Hercules, CaA, USAY at different incubation peri

Wdods (6, 12 24 and a8 . The optical donsity (00 )

vt werrrectedsd by sulstraction of vhe Oy e Decause of
thee propotis alone in stevibe broth, The pintaal inhibi
wary somcentraton (MIC) was defined as the fowest prop-
wlis concentration thal inhibited a1 Jeast 9% of the
bacterial prowth sfter incubation st 36°C for 24 h, The
MID was determined  using the  following
(E 200 o wintreases] Dacseris = Uy 0 1081 concaenira-
Hon AT M ag am Uitreated  bagteria) w0 100 2 90%  { Bake-
man et al. 2000).

Griveria;

Freesradical senvenping ncvivhy (RPFFH assay)

FIRE activiy was meosured as described previously with
slight modifications {Usia et al 2000, Briefly, propolis
samples dissolved o alsolute ethanol (06 ml)  were
mised with an equal volame of PP [Sipma, S Louis,
MO, USAY solution (00 ot Y followed by vigen-
ously vortesing for 105 Aler 30 min of incubation al
roin temperature in the dark, alsorbanee of the propo-
Lsf TR solutien was read at 517 s dn o spectraphn:
tometer  (Spectronic . AquaMase,  Thermw  Spectronic,

BEngand). The scavenging activity was determined by

constparing the absorbanee with that of the Blak contain.
ing only TIFPIT oid ethanol, Results were eapresiecd ax o
percentoge decrsase with respect b contrs) values, Fropo-
By samiples wers evaluated e differeny concentrations
(125300 g mi™"), and  vitamin £ and Dty laredd
hydrasytelnene (WAT) wire wsed ns antissidans stuad-
acids, Propolis constituents, vitmmin O and BHT  were
festes) at 8140 pmal 174

Flavone and thvone] content

Totad fMavane amd Mavone) covemt was mensred by the
spectrophotametric wsgay based on aluminivm chloride
camples formation (Popova e al, 20043, The sluminium
chloride colorimeteic method was maodilied from the pro.
cedure yeported by Popove et al. (2004). Briefly, 40 pb of
propolis samyple was diloied  with methanol (4t g},
Twenty mferolitres af 5% AlCL (wav) were added and
the coments mixed thoroupghly and the vohume was puade
vt Dol with methanol, The misture was left {or
Jomin and the absorbance was read at 423 smoin oa
spectrophiotometer  (Bpectronic  AguaMate,  Thermo
apectyonic), Flavone and flavenaol contents were extimated
wsing & calilention caeve of nin (Popova et al. 2009),

Plavanone and diiydrsflavena) conten

The content of Pavanones and dilbydroflavonals  was
detesmined wsing she specsrophatometric method of Dy

Frsaetspd camipitatinn W 2000 The Sochey fer Applied bdicsstiabogy, Jouounl st Apphing heliemhiegy 3



Ridlaghad activity of Sonoran propolis

Ureutiche Arznsibuch 9 with shipht myodifeatjons (Papava
af gf. 2004} Farly miveolitees ol propohs saniple were
mized with B0 gl of Ld-dinitoplenylliypdrsging (MNP
solution |50 my DRP b 100 ] 96%, sulfiie acid {v/v),
dilated o 5 omlowith methannl} amd bemted 81 50%0 fior
Wi After vooling te vosm teimperture, the mixtuce
witg diluted to 400 0 with Y0% KON i methano) {wev),
Twenty wicrolitves of the resadling solution were dilured
to 1 ml with methanal, Absorbance way  measured al
486 nm in a N].‘lt!l.'.im|:11m|1‘)mcrl(::' {Spretronis Aoguahdate,
Thernw Spectronic). Blanke 1 ml methano! instead of 1t
satuation was wsed i analogous provedure, Flavamne and
dihydeoflavanal content wag estimuted using o calibration
curvie ol pinocernlivin,

Todal phenolic substanees

The votal thenohe content of propolis extracts wis deer-
mined vsing the Bolin-Clacalten reagem as deseribed by
PFapove (Popova et all 20047 with some maodilestions,
Briefly, 4 ol of propolis sample were diluted with dis,
tiled water (300 by, Bighty micealitres of Folin-Cioealteu
reagent and 120 ub of & 0% sodivm carlmnate splation
fwsv) were added, The volume was brought up to | wl
with distilled water. The sample was lefl for 2 b and the
absserrhance was mensured at 760 mn i g gpectraphotom.
eter (Spectronic AquaMate, Thermo Spegtronic). Total
phenslic content was estimated wsing o mixture ol pino.
cembain and galangin (0 1 wow) standard,

Sratistival analysis

Datn were analysed vsing enalysis of variance {anova)
with Tukey-Krmmer and Pncan’s muliple comparison
teats  [Wwmber Cruncher  Statistical Software (NS5
007

Results

Antibacterinl aptivity of Sonoran propolis

Progolis anmples were collected from hree provinees of

Soaora state, in porthwestern Mexice: (1 Uees (UP),
() Poelds de Alamos (PAPY and (0 Caborea (CF).
These regions have a typical Sonoran Desert-type climate
with less than 10 inches of rain ¢ year, on an average, The
Sonoran Pesert §s the wapmest and  Dolspically  mowt
diverse of the Morh American deseres, To determine the
amibactertal activity of Sonoran propolis,g we evalaated the
effect ol propolis samples on the growth of Gean-puositive
{8 anrens, B faecalis and Lo omonocyoperes) and Gram-
negative bacterly (5 olf and P oaervgingsad, U1 propolis
had strong amtibacrerial sotlvity aguinae 5 awrens (MG,

£ Velaginy wm af

100 g snl™y ina concentration sdependent  manne
g 138 propalis showed o maderate inhibitory activ.
iy agiinst & aerens (MG 200 g w1 30 contaa, the
PAR sample did not exhibit a significam effoct o the
stowth af 5 aurens at any consentration lested (S0~
AN g by, The UP anmpe also had a significant inbah-
By activisy wgainst Lo sonocylogenes (Fig, 50 Wone of
the prapoelis exteacts had astibacieria) activity apaing the
Grnpnn-pegative bacteria al apy concentration tested, These
obmeryarions wre in agreement with provious  eeports,
which show that propolis extacts bave antimicrabial
activily against Grampositive bacterin, bt Jower activity
agarinst Cram-pegative bacterla (Kujumgley of al 1999
Pepelinjale and Kosulee 20045 Uzel et al, 200%), The highest
soncentration of T3S used (O-8% v/v) in the antibacte.
vial assays did pot interlere with the bacteriad rowth,

Antimcterial netivity ol Soneran propolis on cinical
isolates of Stapdiylacoccas aurens

I wrder 1o determine whether Sonsran propolis have
antibacterind aevivity on o clinical bavtering solaes, ton
Soaurens strainy were dsolated Gron dillerent clintent
specivens (Table 1) and tested in antibacterial nssays,
Apain, WP propolis showed the Dighest inhibitory activity
(MIC 200 g w7y apainst all bacterial isolates sosted
{UP = CF = PARY (Fig. 3 shows bwe representitive exam.
ples). The GF sapiple eahibited an efficient antibacterial
action o clinical isolates at the hiphest concentrtion
evalyated (400 g ml™ ) PAP did o show any effect on
the growth of the & awrens strdng at any of the tested
cancentitions,

Boa previens study by our group, she wnjor chemical
constituents of Sonoran prapolis (UP, CF and PAPRY were
ilentified by HELC-MS ws ruting pinshasksin, nacingenin,
hespereting pinocembrin, pinobanksin J-aceinte, CAPLE,
wastthoamicrot, chivysing, pilanging, scaceting and 3" doneth-
axyiwdachitin (sulmntted for pubbication), We evahaated
the antimicobial activity of the main chemical compo-
uents of Sonorn propolis apeing £ cofi (ATCC 25908
nnd & arens (ATCC 0538 The propolis constituents
CAPE, pinocembring pinchanksin 3-acetate, and paringe-
nn showed sighificant behildtery activity on the growth
of Soaeurens (Fig, 3 CAPE exhibited the highest inhibi
tory effect o dhe dmcterial prowth [CAPE (MG
(H1ommnk 17, pinenbyin (MIC 04 mmal 171, ping:
banksin 3-acemte (MM 08 mmol 17, aod pariugenin
(MIC 08 mmol )] Mone of the propalis constituents
had wny significant effect on the growth ol B oreli at any
of the tested concentrationg (00504 mmal I3, Pino.
banksin and 3 .demethoapsudachitin were not wsted in
the antibactertal assay, Additionally, we tested the antilac.
terial activity of CAPE apainst B fiueeslis, Lomonocptagens

W 2n0? Thie Avthon
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Frgpare 7 antibacterdal astivity of St propsds OF, CIF amd PAD difainst Sactorbt cell cultunsg wane fiealed with ebfferest doses of piopoks
sattngtes AR, U aned CF during 40 o Antibacteria) sttect of propotis veas deteimined Dy she et missaidation me o gy describe moimatenals
Arvd e, i A00 my ik, 200 i wl T Y g Y S0 g mEY, 00 pg b L gentamisin S onto! Dactonid cullues wons
mcazhatied waitly DIASEY (0020 B%}, Gentamicn (12 e o' wan used as positier contiol of Dagtaral grostly inibabion, The sl showa die rog-
sttt of at deast tee idepeadent ekpeioents, S0 valuey wpresenl mean of tiplcate doeomingticns o 50 Sgobigant dilf e

OF e DD frony comtiob et coltines are matked witly astetisk,

and Pooaernginosa. CAPY inhibited the growth of L, mops.
cytogines ansd B faceafi steaing (MIC 04 mmst RS TH
the oontvary, I aeruginose peowih was oot affected 1y
AN (Fig, 4).

Free-eadical scavenging activily ol Sunoran propols

To evatuare the FRE activity of Sonoran propolis, the
PP assay was performed. Two well-lnown antioxi.
dapts, BET wnd vitamin ), were vaed as contrals in this
agany. The BFIS sctivity of propolis extiacts js shown in
Pigo 5 The OF sample had a strong VRS activity
(RO & 4r3) a1 4 comeentision of 100 g ml ™, The ERS
of CP propolis was eomparable with thase of the refer-
ence antioxidants vitmnin O (B74% 4 17 at 70 gmat 101
and BT (6607 + 076 st 140 el 171 Onthe con-
wary, LR wpd PAR propolis exhilited weak FRS activity
PR L 1S wned A2k DA, respoetively) av she bighest
propolis concentration teated (100 g ml™') (Fig. 5), The
propolis compounds CAPE and rnin showed high FRS
activity (904 & 02 mnd BB-5 & 0K st 70 pmel 1,

S AT Thee Aty

respectividy) o o concentration dependent  mpnner
(i, 5). Galangin bad moderate activity (00 a0t 10
at 70 pwol U3 Vhe rest ol she identified propolis con-
stitents did ney show any FRS activity a1 the concenyra-
ton teut e,

Towal pulyphensl and favanold coulents of Sonoran
propuolis

The antimicrobial and FRS activittes of Sonoran propolis
may be because of the presence of diverse physochemical
inchaddiog palyphenclics,  mainly  flavenoids  (Banskor
el wl U, Pepeljnjad and Kosateo 2004). We used sovern)
gpectroplmometric methods fov the gquantilicaion ol the
theee main groupy of Dioactive substarces (Davones and
Mlavonels, flavanones and  dilydeollavonols, snd )
phenolics) (Fopova et sl 2004) b Soparan prapolis,
Table 2 shows the wial polyphenol aand Davensid con-
tents of UP G and PAT samples, WP propelis shawed
higher total palyphenolic, flavanene sl dibydetlavonol
eonlents than those from CPFoand PAP propolis. O and

yensal appitabion g F000 The waaely o Apphed Bacohesbagy, Jauroal of Agpled Miciatachogy 5



Rivloghoal activity of Sanorarn peojmnsls

I

. ‘ S,
¥ 100 20 300 At
Prapoli (g m-y

65 auos
v |
04
) 4,)‘:3#‘
a .l
gl
0 ,
3] 10 200 JELRTH) A3}

Propalin (g mi)

Flguere 2 antbacrenal actwity o Soooan propolis on chinical isolatoy
abt Staphpforoucis ey, Clineal 5 ey stoing wiene selatid Dam
diferent chsicol specieens (Yalsie 1) Bacteial cell cobpres wene S,
brd weith different doses of propobs samples PAR (%), LP (A) and CF
W durtng 20 1 Antibacteial eftect o popobs was detenmined by
e fareth roicoolubisns methed s ceseribiod i nateisly st swth.
s Contml Dactenst culuies e cubossd with DY 10
DBM), Gentamich 002 g oo™ ') sy gsed as positie conbigd 6f bac-
tetal growwth iohibition This mslty shown am epioentative of ol
Al Uuen indeprndent expeiments, A1 vsues eposent oisan of
tiphcate determinatony 4 500 Shaficant diftotences (F o 005) tom
cortol ol coltures e aked wilh aseibsk,

P propalis Ted sindlay fvane and flavoaol consent
PAL2 L 57 mp ! of propolis and 1235 4102 mg !
of propolis, respectively). PAP propolis bad the lowes
content ol ot phenolic and Tavonoid compounds {woal
phenalics: 148 4 120 my ™' of propolis; Bavones and
favonols: 578 & 26 mp g~ ' of propolis; and Mavanones
and divydrotlovonols: 5506 4 184 mg ™" ol propolis).

Riscussion

In the present study, we bave analysed the antibacterial
and LPPIOERS activities of Sonaran propolis collected
from three different vegiovs of the Sonocan degest: Cals
wrcd [0, Ures LU amd Paebly de Atamoy (RADY. Son-
amn propolis Bad wabacierial  activity  against only
G- positive: bacteria, This observation i in agreaoient
with previous reports that show that Grant-pegstive bac.

teria are less sosceptible do o the aptibacteriol effrct of

propolis extracts tan Gramepositive bacteria {Kajunipiey
et ol V999 Popeljnjale and Kosalee 20045 Ueel ar all 2005,

UL ViHaquer 0! ol

The stiflevences Tound i the antibacterial activity of he
three prapolis extracts svalumied  could T because of
auabitative and quantitative ifferences iy vhe chemial
compasitisn of the propelis sanses, Tnoshe present study,
we evaluated the antibacierial activity of the major identj.
Bed compounds of Sonetan propalis wmeinst 5. awrens.
CARE exbilited a0 potent nbilhtary  etivity (M0
01 mmal 17"y apaingt 8 aurens, CAPE is one of the mos
active compounds of the bee ghue and o s dacert monly
detected i propolis from temperate regions. It bas boen
shown that GAPE has sistinidant, anbi-inflannuatory,
anticarcinogeniv, antiviral, and immunomodaloteey prog.
ertioe (Vesen of ol 19940 Su e al 19945 Watarajan er al.
106, Michalasrt eral, 1983 Oloasy wal, 2005 Xiang
¢t al 2006), Nevertheless, there s very limited informa
tion about the antibactesial activity of CAPE. To our
Rrnowelecdge, this is e first study showing that GARE pos-
sessen o padent inhibivey activity ageing S awrems
prowih, Additonally, CAPE alo esbibited moderate anti
biwigrin activity against K coli (Vi 8). CAPE was anly
present in the UP sample (sulimitted Jue polilication),
therefare CAPE could contribute significantly to the anti.
bauterial activity shawn by UPR, The propolis sompaounds
pinccembrin, - pinobanksin . 2-acetate, and  paringenin
exhibited mvdersie effect on the growth ol 5 purews,
These compounds are typical chemical comstituenty of
paplar-type propolis (e, propolis from Europe and non.
tropic regions of Asin, The Davanoids pinocembrin apd
pinobanksin Jacetate dre among the most abwidan
compaands presemt in Sonoran propolis Gulssitied fo
publication), Maringenin, pinocembrin and pinolanksin
A-neetale have been shown to have astimicrebind activity
agaings different tcterial and fungal specios (Kon et al
200 Manewska o al 2008).

Additionally, we evalusted the PRE nctivity of Sone.
ran propolis, CF propolis showed potent FRS activity
similar t those of the well-known antioxidmny BHT
amgd vitamin O Inocondrast, WP amd PAP simiples
exhibited low PRI sctivity, Propedis constituents man
and CAPE showed higher BRS activity thany amtioxidant
BHCT. FThe antiostdant actvity of rutin and CAPE hay
ahreadly been veported (Russo o el 2000 Kamalakkan.

Knan and Prince 2006), 3 is noleworthy that vatin and

CAPE were not presem in the O sample. Galappin
exhibited pmoderate FRE activity, and 0 was present in
the thite propolis samples tested, The Lislogical activity
of Sonoran propolis could be bessuse of  sylergistic
action of some of {5 constituents (Honska e ol 2004),
resultingy inoa steong aotibocterisl aod PP froeerad-
ical activities, Additioandly, some ol the unideptified
compounds  present in propolis  samples could
respensible  for o such antibacterial  and  antiexidan
effects. Further studies veed o be conducted 1o identify
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all the chemical compounds present ia Soneean propo- [Revel, b summary, Ui b5 the st stusdy that dessribes the

s amnd theie antioxidant and antibacterial activitjes,

The biclogical activity of Sonomn propolis may e
Lecawse of the prosence of diverse phytochemiol incu-
ding polyphenatics, maiply Navopoids, Phenolic com-
pownds wnd flavoneids have been reported to bave
multiple Biologieal effects inchudivg antloxidant and anti-
bavterial activities (Kow er el 2002 Akso o ol 2003
Gushmie and Lonals 2005 da Silva e al, 008). The strong
antibasterial (VP sample) amd FRE {CP sample) acovisies
af Sonpean prapolis could be levtuse of their high con.
tend of phenolic substances and lovonaids (Banluova e al.
1995 Banskola e el 20000 Elavonoids, cinnamic acids
aned their estors have boen reporied to be the most abuay.
dant and the naost elfective antioxidant and sptimicrolial
componnds in propolis (Kol eral, 1990; Bonvebi and
Colt 19 Pascual of ol 1994 Martoy ool 1997 1sla
efoah 200 Additoml studivs meed W e carried out o
dufine and cliarncterize e aptoxidant aod asotibacterial
activites ol propolis ot the chemica]l and Biochemica)

wtibacterial and freevadical propertics of propolis calloc.
tedd from Sonors Desers areas, The binlogical and chemy.
cal characterization of Sonoran prapotis will provide s
better understanding of the effects of this natural e
prodduct,
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