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RESUMEN

Actualmente muchos propéleos presentan un gran
valor socioecondmico importante, debido a las diversas ac-
tividades bioldgicas que presentan, que son producidas por
los componentes quimicos existentes en ellos. Sin embargo,
no todos los propodleos llegan a presentar actividad bioldgica
considerable, ya que sus componentes no la propician y esto
puede mejorarse con la adicién de precursores de flavonoi-
des como las chalconas.

En el presente trabajo, se informa acerca de la eva-
luacion en la potencializacién de la actividad antifungica
contra Candida albicans y Aspergillus flavus de dos pro-
poéleos mexicanos, uno con buena actividad antimicética
(propdleo del Estado de México) y otro con baja actividad
(propdleo del Estado de Guanajuato), mediante la adicion
a ellos de las chalconas 1,3-difenilpropil-2E-1-ona (PLCR-1),
1-(3,4-dihidroxifenil)-4-(2,4,6-trihidroxifenil)prop-2E-en-1-
ona (PLCR-2) y 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-(2,4-dihidroxifenil)
prop-2E-en-1-ona (PLCR-3), en diferentes concentraciones
de cada una y en combinaciones entre ellas, mediante la
técnica de difusién en disco, siendo la chalcona PLCR-2 la que
presentd los mejores resultados
Palabras clave: propoéleos mexicanos, actividad antifuiingica,
chalconas, potencializacién.

ABSTRACT

Many propolis are considered of great socioeconomic
value due to their various biological activities, which are pro-
duced by the chemical components present in them. Howe-
ver, not all propolis come to exhibit considerably biological
activity, since its components don’t propitiate it but this can
be improved with the addition of flavonoids precursors such
as chalcones. In the present work we report the evaluation in
the antifungal activity potentialization against Candida albi-
cans and Aspergillus flavus of two Mexican propolis, one with
good antifungal activity (propolis from the state of Mexico)
and the other with low activity (propolis from the state of Gua-
najuato). We added chalcones: 1,3-diphenylpropyl-2E-1-one
(PLCR-1), 1-(3,4-dihydroxyphenyl)-4-(2,4,6-trihydroxyphenyl)
prop-2E-en-1-one (PLCR-2) and 1-(3,4-dihydroxyphenyl)-
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4-(2,4-dihydroxyphenyl)prop-2E-en-1-one (PLCR-3) each at
different concentrations and combinations between them,
by means of the disc diffusion technique. Our results indicate
that chalcone PLCR-2 presents the best results.

Keywords: Mexican propolis, antifungal activity, chalcones,
potentialization.

INTRODUCCION

El aumento en la prevalencia de las micosis, la apari-
cién de cepas fungicas resistentes a los antifungicos del tipo
azoles, farmacos que son el pilar de la terapia antifingica
actual (Bader et al., 2015) y los efectos secundarios que pro-
vocan éstos ultimos en los pacientes, se ha observado cada
vez mas a nivel mundial; esto ha generado la busqueda y de-
sarrollo de nuevos compuestos que cumplan con los requeri-
mientos de un antifungico ideal (Quintero-Mora et al., 2008).
Los extractos etandlicos de propodleos poseen actividad
fungicida y fungistatica en diferentes especies de levaduras y
hongos filamentosos, propiedad de importancia por ser una
opcion terapéutica econdmica y poco toxica respecto a los
antimicéticos tradicionales (Joya y Bastida-Pacheco, 2017).
La inclinacién del ser humano hacia el aprovechamiento de
los productos naturales, se ha convertido en la actualidad en
una opcion insuperable para ser empleados en el tratamien-
to de diversas enfermedades (Londofio-Orozco et al., 2008).

Los propoleos, son una resina elaborada por las abejas
Apis mellifera a partir de exudados de la vegetacién circun-
dante a la colmena y que la utilizan con fines desinfectantes
y de embalsamiento de cadaveres de invasores en ella (Al
et al., 2016; Bankova, 2005; Silva-Carvalho et al., 2015). Se
han reportado e identificado hasta mas de 300 compuestos
quimicos en algunos propodleos en todo el mundo, que ha
apoyado a lainvestigacién y aplicacion en los potenciales be-
néficos para la salud (Bankova et al., 2016; Hernandez-Zarate
etal., 2017; Lotti et al., 2010). La presencia de los compuestos
y su naturaleza quimica, es importante para que los propé-
leos lleguen a presentar actividad bioldgica, pero también
el efecto sinérgico de estos compuestos es esencial para las
actividades bioldgicas como la antimicrobiana, antifungica,
antiviral, antioxidante, entre otras (Bankova et al., 2016; Mi-
guel etal., 2014).
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Por otro lado, las chalconas son metabolitos secunda-
rios ampliamente distribuidos en la naturaleza y son precur-
sores en la biosintesis de flavonoides (Sapra et al., 2016). Su
estructura quimica (Figura 1) presenta un anillo aromatico en
cada extremo de una cadena de 3 dtomos de carbono con un
sistema carbonilico a,3-insaturado (1,3-difenilprop-2E-en-
1-ona) (Blanco et al., 2016).
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Figura 1. Estructura quimica de una chalcona (1,3-difenilprop-2E-en-
1-ona).
Figure 1. Chemical structure of a chalcone (1,3-diphenylprop-2E-en-1-one).

Este sistema carbonilico, la presencia y las posiciones
de sustituyentes quimicos, principalmente grupos hidroxilo,
determinan el amplio rango de actividades bioldgicas y
farmacoldgicas, considerdndose compuestos con impor-
tantes potencialidades terapéuticas (Diaz-Tielas et al., 2016;
Mahapatra y Bharti, 2016; Singh et al., 2014). Ademads, son
compuestos que se pueden obtener en el laboratorio a partir
de la sintesis quimica de condensacién de Claisen-Schmidt
entre la acetofenona o derivados de ella, con un aldehido
aromatico, mediante catalisis acida o basica, seguido de una
reaccion de deshidratacion (Figura 2) (Chetana et al., 2009).
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Figura 2. Sintesis general de chalconas.
Figure 2. General synthesis of chalcones.

Por lo tanto, el objetivo de esta investigacién fue
evaluar la potencializacion de la actividad antifungica contra
Candida albicans 'y Aspergillus flavus de dos propdleos mexi-
canos, uno con buena actividad antimicética (propéleo del
Estado de México) y otro con baja actividad (propodleo del
Estado de Guanajuato), mediante la adicion a ellos de chal-
conas sintetizadas, en diferentes concentraciones de cada
unay en combinaciones entre ellas.

MATERIALES Y METODOS
Productos quimicos

Los reactivos y solventes utilizados en este estudio
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich México: benzaldehido
y sus derivados (# 1050905), acetofenona y sus derivados
(# 42163), hidroxido de sodio (# 795429), acido clorhidrico
(# 320331), hexano (# 296090), acetato de etilo (# 270989),
alcohol etilico (# 792780), reactivo de Folin-Ciocalteu
(# F9252), tricloruro de aluminio (# 449598), metanol (#

179957), acetonitrilo (# 34998), acido formico (# FO507). Los
estandares de flavonoides de 4cido gélico (# 91215) y querce-
tina (# 1592409) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich México.
Los medios de cultivo fueron adquiridos en Becton Dickinson
México.

Recoleccion de los propéleos en greiia

Se obtuvieron dos propoéleos en grefia o en bruto de
la cosecha de verano (septiembre de 2015). Un propdleo
proveniente del apiario de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan (Estado de México) con localizacién geografica
al norte 19°41'y al oeste 99°11; con altura de 2260 msnm
y recolectado utilizando mallas plasticas. El otro propdleo
corresponde al municipio de San José Iturbide, Guanajuato
con coordenadas al norte 21°07'y al oeste 100°32; con altura
de 2100 msnm y recolectado por el método de raspado. A
las muestras se les eliminaron las impurezas, previo a las
pruebas organolépticas.

Microorganismos

Los hongos utilizados para este estudio fueron una
cepa de referencia de Candida albicans (ATCC 14065) y una de
Aspergillus flavus proveniente de un aislamiento de campo a
partir de granos de maiz, los cuales fueron seleccionados por
constituir importantes microorganismos patégenos de hu-
manos y animales, y este hongo filamentoso tiene afinidad
por un amplio rango de huéspedes incluyendo el ser huma-
no, los animales y las plantas, ademas de ser el patégeno que
esta involucrado con mayor frecuencia en la produccion de
aflatoxinas. Ambos microorganismos fueron proporcionados
por el laboratorio de Bioprospeccidn Microbioldgica de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.

Antifingicos

Se utilizaron antifingicos comerciales de ketoconazol
de 50 pg (Bio-Rad catdlogo 62866) y de voriconazol de 1 g
(Bio-Rad catalogo 62803).

Sensidiscos
Se utilizaron discos de papel filtro de 6 mm de diame-
tro (Whatman No. 5) previamente esterilizados.

Preparacion del extracto etandlico de propéleo (EEP)
Para la obtencién del extracto etandlico se utilizé la
siguiente metodologia: se pesé una cantidad de 50 g de los
propdleos en greia, previa limpieza, se ahadié alcohol eti-
lico al 70 % en una proporcion 3:1 de disolvente:propéleo,
para someterlas a extracciéon en un Ultrasonicador (Branson,
CPX1800H, Danbury, Estados Unidos). Posteriormente, se
separd por filtracién utilizando un embudo Buchner y el
filtrado resultante se concentré utilizando un Rotovapor
(Science MED, SM100-PRO, Finlandia) y se pasé a un frasco
ambar utilizando la minima cantidad de alcohol etilico al 70
%. Se dejé a sequedad utilizando una bomba de vacio para
eliminar los residuos de etanol. El extracto seco se peso y al-
macend protegido de la luz y en refrigeracion a 4 °C hasta su
utilizacion (NOM-003-SAG/GAN-2017; Trusheva et al., 2007).
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Sintesis de chalconas

Para la sintesis de chalconas, se realizé la reaccidén de
condensacién de Claisen-Schmidt entre el benzaldehido y la
acetofenona correspondiente, a una concentracién de 0.01
M, respectivamente. La mezcla se colocé en un matraz bola
de 250 mL de fondo redondo equipado con un agitador
magnético. Posteriormente, se agregd gota a gota sobre la
mezcla de reaccién, 10 mL de una solucion de NaOH (0.1
M) por un lapso de 30 min manteniendo la temperatura de
reaccion entre 20 °Cy 25 °C, utilizando un bafo de hielo. La
mezcla de reaccion se dejé en agitacion constante por5hya
continuacion se neutralizé con HCl 0.1 N, se dejo enfriar has-
ta la formacion de un precipitado. El precipitado fue filtrado
por gravedad y se dejo secar a temperatura ambiente. El pro-
ducto principal fue purificado utilizando cromatografia en
columna (silica gel y hexano:acetato de etilo en proporcion
de 8:2) para la obtencién de las chalconas puras (Chetana et
al., 2009; Hormaza et al., 2009).

Cuantificacion de compuestos fenélicos y flavonoides
Las determinaciones se realizaron conforme a lo
establecido en la NOM-003-SAG/GAN-2017. Para medir la
cantidad de compuestos fendlicos se utilizé el método de
Folin-Ciocalteu (FC) con base a una reaccién colorimétrica
de oxido-reduccion, utilizando una longitud de onda de 765
nm y empleando 4cido gélico como solucion estandar. Se
utilizé el método colorimétrico del tricloruro aluminio (AICIB)
para la cuantificacién de flavonoides, utilizando quercetina
como estandar de referencia y se determiné la absorbancia
utilizando una longitud de onda de 415 nm. Las lecturas de
absorbancia se realizaron utilizando un espectrofotémetro
de absorcion UV-VIS (DLAB, SP-UV1000, China). Los resulta-
dos se interpolaron en la grafica de la curva de calibracion.
Los resultados de ambas determinaciones se expresaron en
porcentaje (NOM-003-SAG/GAN-2017; Rodriguez, 2015).

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

El analisis de los extractos etandlicos fue realizado
en un cromatografo de gases (Agilent Technologies 6850)
acoplado a un espectrometro de masas (Agilent Technolo-
gies, 5975C). La columna capilar utilizada fue HP-5MS (30 m
x 0.25 mm) y con grosor de pelicula de 0.25 mm, utilizando
helio como gas acarreador. El tipo de inyeccion fue en modo
Split y el volumen de inyeccién de 1 pL. Las condiciones de
separacién utilizadas fueron al inicio, una temperatura de 70
°C por dos min con dos incrementos de rampa, el primero
de 20 °C por min hasta alcanzar los 230 °C y el segundo fue
de 8 °C por min hasta llegar a los 280 °C manteniéndose por
5 min. El tiempo total de analisis fue 21.25 min. El rango de
masa detectado fue de 35-750 m/z, la muestra fue ionizada
por impacto electrénico a 70 eV y la temperatura alcanzada
por la fuente de ionizacién fue de 230 °C. La identificacion de
los compuestos fue llevada a cabo por comparacién con la
biblioteca de la base de datos NIST version 8.0. (Rivera-Yanez
etal., 2017).
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Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC-
DAD)

Se utilizaron 30 uL del extracto de propdleo, se
inyectdé a una concentraciéon de 3 mg/mL en un equipo de
HPLC Hewlett-Packard HP modelo 1100 (Hewlett-Packard,
Wilmington DE, EU) con un detector de matriz de diodos
(DAD) 1100 operado con ChemStation A0903 con los si-
guientes pardametros: separacion isocratica usando una fase
movil metanol:acetonitrilo:agua (25:25:50) acidificada con
acido férmico (1 %) durante 60 min; columna Discovery C-18
(250%4.6 mm), a 269 bar de presién y un rango de tempera-
tura de 23 °C; velocidad de flujo, T mL/min; matriz de detec-
tores de diodos con ajuste del detector a 260 nm; y escaneo
completo de 200-400 nm. Los constituyentes se identificaron
con base a una comparacién del tiempo de retencion vy el
espectro UV con los estandares (Rivera-Yaiez et al., 2018).

Evaluacion de la actividad antifuingica

Preparacion de los sensidiscos. Se impregnaron
discos estériles de papel filtro de 6 mm de didmetro (What-
man No. 5) con 6 mg/10 pL de los extractos de propodleos y
la misma cantidad para las chalconas a evaluar, dejandose
secar durante 24 h. Como testigo negativo se utilizaron dis-
cos impregnados con alcohol etilico al 70 %. Como testigos
positivos se utilizaron antifungicos comerciales de ketocona-
zol de 50 pg para C. albicans y de voriconazol de 1 pg para A.
flavus (CLSI/M44-A2, 2009; NOM-003-SAG/GAN-2017).

Candida albicans (método de difusion en disco).
Se inoculd a la levadura en caldo Dextrosa Sabouraud (BD
Dioxon), se incubd a 35 °C por 48 h, se realizaron las pruebas
de identificacion y se ajusté al tubo 0.5 de la escala del ne-
feldmetro de MacFarland utilizando un espectrofotometro,
con una absorbancia entre 0.08-0.12 a una longitud de
onda de 625 nm. A partir del inéculo preparado, se realizé
un sembrado masivo sobre placas de agar Mueller-Hinton
suplementado con 2 % de glucosa y 0.5 pg/mL de azul de
metileno (BD Dioxon). Se colocaron los discos impregnados
con las muestras a evaluar, los testigos negativos y positivos.
Se incubaron por 24 h a 37 °C y se midieron los halos de
inhibicién y a las 48 h se midié nuevamente el didmetro de
los halos. Los resultados se expresaron como el promedio del
diametro de los halos de inhibicién para cada tratamiento
(CLSI/M44-A2, 2009; NOM-003-SAG/GAN-2017).

Aspergillus flavus (Método de inhibicién del cre-
cimiento radial). El hongo filamentoso fue sembrado en
placas de agar SDA (BD Dioxon) que fueron incubadas a 28
°C hasta que el desarrollo se aprecié en toda la superficie del
agar. Se tomd un inéculo de 5 mm de didmetro del hongo y
se resembrd en agar SDA (BD Dioxon), colocando los discos
impregnados con las muestras a evaluar, los testigos nega-
tivos y positivos. Se incubaron a 28 °C por 72 h, hasta que la
superficie del agar estuvo cubierta por el micelio. Se observé
la formacion de zonas de inhibicion con formas de media
luna. Los resultados se expresaron como el promedio del
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didmetro de los halos de inhibicién para cada tratamiento
(CLSI M44-A2; Londofio, 2010).

Ensayo de potencializacion entre EEP y chalconas

Se realizaron los ensayos de potencializacion después
de evaluar la actividad antifungica de manera individual, de
los EEP y de las chalconas. Se realizaron modificaciones a las
metodologias utilizadas para los ensayos de evaluacion de
sinergia entre EEP y antimicrobianos (Mirzoeva et al., 1997;
Stepanovi¢, et al., 2003). Para este ensayo se realizo el siguien-
te procedimiento: se prepararon diferentes concentraciones
de EEP de 1 a5 mg/mLy una concentracion de 1 mg/mL para
cada chalcona. Se realizaron los calculos quimicos necesarios
para tener cada una de las siguientes combinaciones entre
cada una de las chalcona con cada EEP: combinacién A: 1
parte de chalcona/1 parte de EEP (1:1); combinacion B: 1
parte de chalcona/2 partes de EEP (1:2); combinacién C: 1
parte de chalcona/3 partes de EEP (1:3); combinacion D: 1
parte de chalcona/4 partes de EEP (1:4) y combinacién E:
1 parte de chalcona/5 partes de EEP (1:5). Se impregnaron
discos estériles con 10 pL de cada combinacién y se realizé el
procedimiento para evaluar la actividad antifungica como se
describi6 con anterioridad.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante la prueba
estadistica de Andlisis de varianza (ANOVA) empleando un
nivel de significancia de P<0.05 utilizando el Programa Esta-
distico GraphPad Prism 7.04.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Sintesis de chalconas

Las tres chalconas sintetizadas mediante la reaccién
de condensacion de Claisen-Schmidt fueron: 1,3-difenilpro-
pil-2E-1-ona (PLCR-1) y dos analogos hidroxisustituidos en
los anillos A y B: 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-(2,4,6-trihidroxifenil)
prop-2E-en-1-ona (PLCR-2) y 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-(2,4-
dihidroxifenil)prop-2E-en-1-ona (PLCR-3), las estructuras se
muestran en la Figura 3.

El compuesto PLCR-1 presenté un aspecto de cristales
amarillos con rendimiento del 88 %; el compuesto PLCR-2,
un aspecto de polvo café con rendimiento del 71 %y el com-
puesto PLCR-3, un polvo rojo con rendimiento del 96 %. Los
porcentajes de rendimiento presentan un valor promedio de
85 %, siendo satisfactorios debido a que es una metodologia
sencilla, ecolégica, econdmica y es un tema de gran interés
en la actualidad (Ramirez et al., 2012).

Recoleccion de propdleos y especificaciones fisicas
de los propoleos

Se evalué el color, el aroma, el sabor y la consistencia.
Para la evaluacion del color se utilizd un microscopio este-
reoscopico para observar detenidamente las tonalidades
predominantes en cada muestra. El aroma se describié como:
resinoso (madera) o balsamico (cera). El sabor se identifico
como dulce, amargo, picante o insipido. La consistencia se
determind al tocar la muestra con los dedos, describiéndola
como maleable o rigida (Lozina et al., 2010; NOM-003-SAG/
GAN-2017).
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s X
HO OH OH

PLCR-2
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PLCR-3

1-(3,4-Dihidroxifenil)-4-(2.4-dihidroxifenil )prop-2E-en-1-ona

Figura 3. Sintesis general de chalconas PLCR 1-3.
Figure 3. General synthesis of chalcones PLCR 1-3.
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La normatividad mexicana establece que la pro-
duccion y la recoleccién de los propdleos debe realizarse
utilizando mallas de plastico para facilitar su obtencién y
evitar la manipulacién directa con el fin de garantizar que su
composicién quimica no se afecte. El propdleo del Estado de
México (EM) se produjo bajo lo establecido en la normativi-
dad mexicana, se obtuvo un propdleo de aspecto granulado
y brilloso, que se compara con lo reportado por Viloria et al
(2012). El propodleo de Guanajuato (G) se recolectd por el mé-
todo de raspado presentando aspecto de trozos irregulares y
opacos como lo reporta Bucio et al. (2016).

Las caracteristicas fisicas de los propéleos estan rela-
cionadas con la fuente vegetal de donde las abejas recolec-
tan la resina. El color que prevalecié en ambas muestras fue
marrén con tintes verdes y se percibié un sabor amargo; el
aroma del propéleo del EM fue balsamico, relacionado con
la presencia de aceites esenciales de Eucaliptus sp. y Pinus
sp. (Londoio, 2010; Sosa-Lopez et al., 2017). Para la muestra
de G, el aroma fue resinoso (olor a madera) por los aceites
esenciales del mezquite (Prosopis glandulosa Torr.), principal
especie establecida en la proximidad del apiario (Garcia-
Andrade etal., 2013).

Composicion quimica de los extractos de propéleos

La composicion quimica de los propdleos es un rico
conjunto de compuestos fendlicos y flavonoides que de-
terminan su bioactividad y depende del origen boténico,
la época y del método de recoleccién (Bankova, 2009). Los
resultados de la composicién quimica de los propdleos se
muestran en laTabla 1. Ambos propéleos cumplen con las es-
pecificaciones de calidad mexicana. Los compuestos detec-
tados en la muestra del EM corresponden a los flavonoides,
pinocembrina, kaempferol, crisina y quercetina, identificados
en propodleos del mismo apiario como compuestos mayori-
tarios en otros estudios (Flores, 2018; Gonzalez-Burquez et
al., 2018; Rodriguez, 2015); también se detectaron en menor
cantidad, 4cido palmitico y acido oleico que estan presentes
en las ceras (Vargas-Sanchez et al., 2014) y en especies de ala-
mos (Lugo et al., 2006), Eucaliptus sp (Londofo, 2010) y Pinus
sp (Rasul et al., 2013). En el propdleo de G no se detectaron

flavonoides, Unicamente un terpeno, la (E)-a-Damascona; es-
tos resultados concuerdan con los obtenidos por Rodriguez
(2015), que se relaciona con factores como: el origen bota-
nico que define la cantidad y calidad de los metabolitos; la
época de recoleccién, pues existen reportes de la presencia
Unicamente de terpenos en propodleos producidos en el vera-
no y otono (Bankova et al., 2016); la obtencién por la técnica
de raspado, donde puede existir contaminacion fisica por
madera o pintura (Bucio et al., 2016), la exposicién al calor y
la manipulacion de la resina, principalmente.

Actividad antifingica y ensayo de potencializacion entre
EEP y chalconas

La actividad antifungica es una de las propiedades
fundamentales de los propéleos (Bankova et al., 2016), sien-
do de importancia el estudio de la composicion quimica.

Candida albicans. Se realizaron pruebas de identifi-
cacién a partir del indculo preparado (Figura 4A 'y 4B) y los
resultados de la actividad antifingica de las muestras estu-
diadas se muestran en la Tabla 2.

El ketoconazol es un antifungico que inhibe la ruta
biosintética del ergosterol, componente lipidico de la
membrana fungica y probado clinicamente (Tapia, 2005) se
observé la sensibilidad de la levadura frente a este farmaco.
Los EEP no inhibieron el crecimiento de la cepa de referencia,
pero existen estudios previos que indican que propdleos
obtenidos del mismo apiario en distintas épocas, presentan
efecto fungicida y fungistatico en cepas de referencia y
muestras de aislamientos clinicos de C. albicans (Quintero-
Mora et al., 2008), por lo que es necesaria una evaluacion uti-
lizando este tipo de muestras para corroborar los resultados.
La levadura presenté sensibilidad frente a las tres chalconas,
sin diferencias significativas entre los halos de inhibicion. Se
ha reportado que la actividad antifungica de las chalconas
es por factores como: la presencia del grupo carbonilo a,(3-
insaturado; la posicion y la cantidad de los grupos hidroxilo
en los anillos aromaticos A y B (Kulkarni et al., 2009) y la
sustitucion de la cetona y el doble enlace C=C (enona) que
se une al grupo tiol de las glicoproteinas de la pared fungica
provocando la inhibicién en la sintesis de 1,3-3-D-glucano

Tabla 1. Composicién quimica de propdleos mexicanos identificados por CG-EM y HPLC-DAD.
Table 1. Chemical composition of Mexican propolis, identified by GC-MS and HPLC-DAD.

o CG-EM HPLC-DAD
Muestra % Fenoles* %
Flavonoides* TR (min) Abundancia Compuestos TR Abundancia Compuestos
porcentual propuestos (min) porcentual propuestos
23.707 5.5 Acido palmitico 5410 18.7 Pinocembrina
EEP 25.094 2.9 2-Nonadecanona 7.877 5.7 Kaempferol
Estado de 12.9 £ 0.001° 5.4 +0.001° )
México 25.801 3.5 Acido oleico 8.837 0.9 Quercetina
29.594 68 Pinocembrina 15.424 7.0 Crisina
EEP Guanajuato 7.5+ 0.002° 1.8 +0.74° 29.66 18.8 (E)-a-Damascona Ningun compuesto detectado

* Cada valor es la media + desviacién estandar, n = 3; Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)
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Tabla 2. Actividad antifingica de extractos de propdleos y potencializacién de la actividad
con chalconas PLCR-1-3 frente a Candida albicans ATCC 14053.

Table 2. Antifungal activity of propolis extracts and potentialization of their activity with
PLCR-1-3 chalcones against Candida albicans ATCC 14053.

Halo de inhibicion (mm)

Ketoconazol 24+1.0°
Alcohol etilico al 70 % 0.0
Extracto del Estado de México (EM) 0.0
Extracto de Guanajuato (G) 0.0

PLCR-1 12.0 £ 1.0°
PLCR-2 9.3 +1.5°
PLCR-3 11.3 £0.6°

Prueba de potencializacion
Halo de inhibicion (mm)

proporcion PLCR-1 PLCR-2 PLCR-3
evaluada gy G EM G EM G
11 0.0 70£17°  103+06 113128 00 0.0
12 0.0 73:06° 00 0.0 8000 00
13 113+06 70+00° 00 0.0 0.0 0.0
14 0.0 70£00° 00 0.0 0.0 0.0
15 90+1.0° 00 157+06° 70+10° 00 0.0

Cada valor es la media + desviacion estandar, n = 3. Literales o letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0.05)

C2 + EEP

C D

Figura 4. Evaluacion de la sensibilidad de Candida albicans frente a las muestras estudia-
das. A. Identificacion macroscopica; B. Identificacion microscépica; C. Comparacion de
la actividad antifungica del extracto de propdleo de Guanajuato (G) y chalcona PLCR-2
(C2); D. Potencializacion del efecto antifingico de la mezcla del extracto de propdleo de
Guanajuato y la chalcona PLCR-2.
Figure 4. Candida albicans sensitivity evaluation against studied samples. A. Macrosco-
pic identification; B. Microscopic identification; C. Comparison between the antifungal
activity of the propolis extract from Guanajuato (G) and PLRC-2 (C2); D. Potentialization
of the antifungal effect of the Guanajuato propolis extract and PLCR-2 mixture.
. ) )
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y de la glutatién-S-transferasa (Guerrero, 2016; Lopez et al.,
2001; Sivakumar et al., 2009).

La evaluacion de la potencializacién de la actividad
antifungica se muestra en la Tabla 2. La muestra del EM pue-
de presentar o no, el efecto inhibitorio en el crecimiento de
C. albicans con base a la chalcona adicionada y la proporcién
evaluada; sin embargo, la adicién de la chalcona PLCR-2 en
proporciéon 1:5, provocd un mayor halo de inhibicion (15.7
mm) que el halo de inhibicion de la chalcona por si sola (9.3
mm), considerando que el efecto no es particularmente por
la chalcona ya que se encuentra en menor proporcioén.

La mezcla del EEP de G con la chalcona PLCR-3 presen-
t6 un antagonismo en todas las proporciones observando el
crecimiento de la levadura. Con la PLCR-1, no existi6 diferen-
cia significativa entre el didmetro de los halos de inhibicion
(7.0 mm) de las proporciones evaluadas, pero si, con el halo
de inhibicion de la chalcona (12 mm); la adicion de la chal-
cona PLCR-2 en la proporcién 1:1 presentd mejor actividad
antifungica con un halo de inhibicion mayor, al que genera la
chalcona por si sola (Figura 4D).

Con lo anterior se demostré que la adicion de la chal-
cona PLCR-2 a los EEP, tiene mejor efecto de inhibicién para
C. albicans. Se puede proponer que la estructura quimica de
esta chalcona, al presentar mayor nimero de sustituyentes
hidroxilo provocan la alteraciéon de los componentes de la
pared celulary la potencializacion de la actividad antifungica,
siendo necesarios estudios que comprueben esta hipotesis.

Aspergillus flavus. Se realizd la identificacion del
hongo por la evaluacién de la morfologia de las colonias de
color verde con micelio amarillo, textura vellosa y el reverso
de la colonia incoloro (Figura 5A). Utilizando la técnica de mi-
crocultivo de Riddel, se realizd la identificacion de las carac-
teristicas morfoldgicas utilizando las monografias de Larone
para la observacién microscépica de la cabeza conidial carac-
teristica de este hongo (Figura 5B). (Cruz et al., 2014; Larone,
2011). Los resultados de la actividad antifungica frente a este
hongo se muestran en la tabla 3. Se observé la sensibilidad
del hongo frente al voriconazol, antifungico triazélico de
segunda generacién utilizado para mejorar el pronéstico de
las aspergilosis invasoras (Tapia, 2005) y también present6 a
sensibilidad a la chalcona PLCR-2 (Figura 5C). Los resultados
del ensayo de potencializacion para las dos muestras de pro-
poéleos demostraron que la adicion de la chalconas PLRC-2
y -3 en diferentes proporciones, incrementan la sensibilidad
del hongo (Figura 5D).

Se observé que los dos hongos estudiados presentan
una resistencia frente a los dos EEP y el A. flavus a las chalco-
nas PLCR-1 y -3; existen estudios que reportan el mecanismo
de accion de la resistencia de hongos a nuevos compuestos,
como son: la existencia de barreras de permeabilidad o a
sistemas de bombeo activo del compuesto al exterior, que
impiden alcanzar la diana dentro de la célula; cambios en la
interacciéon farmaco-diana debida a mutaciones; y, modifica-
ciones en las enzimas de las vias metabdlicas de la sintesis
del ergosterol. Por lo anterior, es necesaria la realizacion de
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Figura 5. Evaluacién de la sensibilidad de Aspergillus flavus frente a las
muestras estudiadas. A. Identificacién macroscopica; B. Identificacion
microscopica; C. Comparacion de la actividad antifungica de los extractos
de propoleo del Estado de México (EM), Guanajuato (G), chalconas PLCR-1
(C1), PLCR-2 (C2) y PLCR-3 (C3), Etanol (E); D. Potencializacion del efecto an-
tifingico de la mezcla del EEP y la chalcona PLCR-2. Se observan las medias
lunas que indican la inhibicién de crecimiento.

Figure 5. Sensitivity evaluation of Aspergillus flavus against the studied
samples. A. Macroscopic identification; B. Microscopic identification; C.
Comparison of the antifungal activity of the propolis ethanolic extracts
from the State of Mexico,(SM), Guanajuato (G); PLCR-1 (C1), PLCR-2 (C2) and
PLCR-3 (C3) chalcones, Ethyl alcohol (E); D. Potentialization of the antifungal
effect for a PEE and PLCR-2 mixture.

pruebas mas especificas a nivel molecular para poder eluci-
dar la resistencia microbiolégica y clinica como lo menciona
Pfaller (2012), aunado a la preocupacion en el uso masivo de
azoles en la agricultura que podria favorecer la aparicion de
cepas resistentes y modificar la poblacién de hongos que
infectan al ser humano (Mellado et al., 2002).

Para el caso de los propodleos, en México se han
realizado estudios de la composicién quimica y del efecto
antifingico del propdleo del Estado de México proveniente
de la FES Cuautitldn contra cepas de Candida albicans'y por
medio de microscopia electrénica se demostré la inhibicién
del tubo germinativo y cambios en la pared celular con sitios
de gemacion irregulares provocados por compuestos como
el acido cafeico, flavonoides y ésteres fendlicos (Londono et
al., 2008). En un estudio realizado por Quintero et al. (2011),
se concluyé que en C. albicans, se afectan los genes ADH1 y
PIKT que estan relacionados con los cambios de la inhibicién
de laformacion del tubo germinativo, la formacién de blasto-
conidias y el cambio morfogenético de la levadura.

Se puede proponer que existe una sinergia entre
los compuestos quimicos de los propoéleos y las chalconas
que provocan la alteraciéon de los componentes de la pared
celular, siendo necesario la realizaciéon de estudios como
microscopia electrénica, estudios genéticos y moleculares;
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Tabla 3. Prueba de inhibicion del crecimiento radial de los extractos de
propdleos y potencializacion de la actividad de chalconas sintetizadas PLCR
1-3 frente a Aspergillus flavus.

Table 3. Propolis extracts inhibition of radial growth and activity potentiali-
zation of synthetic chalcones PLCR 1-3 against Aspergillus flavus.

Halo de inhibiciéon (mm)

Voriconazol (1 pg) 18°
Alcohol etilico al 70 % 0.0
Extracto de Estado de México (EM) 0.0
Extracto de Guanajuato (G) 0.0
PLCR-1 0.0
PLCR-2 10°
PLCR-3 0.0
Prueba de potencializacion
Halo de inhibicion (mm)

Proporcién PLCR-1 PLCR-2 PLCR-3
evaluada’ Sy EM G EM G
1:1 0.0 00 0.0 70+06° 50+06° 0.0
1:2 0.0 0.0 5.0+£0.6° 0.0 0.0 0.0
1:3 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0
1:4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1:5 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0

Cada valor es la media + desviacion estandar, n = 3. Literales o letras dife-
rentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

considerando que este estudio es el pionero en la adicion de
chalconas sintetizadas a extractos etanélicos de propdleos
para incrementar su actividad antifingica y su utilizacion
como tratamiento complementario para infecciones por
hongos. Por lo tanto, es también importante realizar el estu-
dio con cepas de aislamientos clinicos para ambos hongos
con el fin de evaluar la resistencia antifungica a nuevos
compuestos.

CONCLUSIONES

La actividad antifingica de los propdleos esta deter-
minada por la cantidad de compuestos fendlicos, cuando
estos metabolitos se encuentran en bajas cantidades o
ausentes, la actividad es baja o nula; pero con la adicion
de precursores de flavonoides denominados chalconas,
se observo la potencializacion del efecto antifungico. La
chalcona sintética que presenté en su estructura quimica
mayor numero de sustituyentes hidroxilo en los anillos A 'y
B, denominada PLCR-2, mejord la potencializacién del efecto
frente a Candida albicans y Aspergillus flavus, actuando de
diferente forma con base a la proporcion utilizada; por lo
anterior, es necesario ampliar la investigacién del mecanismo
de accién de la relacién chalcona:propdleo para validar estos
resultados y finalmente, esta investigaciéon brinda apoyo al
apicultor que utiliza esta resina como materia prima para la
elaboraciéon de productos.
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