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RESUMEN

El propéleo es usado en la medicina tradicional peruana para el tratamiento de
diversas enfermedades respiratorias como tos, bronquitis y asma. El presente
trabajo se realizd con el propésito de determinar el efecto broncodilatador del
extracto hidroaicohélico de propdleo de Apis mellifera “abeja” en anillos traqueales
aislados de Cavia porcellus “cobayos”, desarrollado en los laboratorios de
Farmacologia y Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de julio a
diciembre del 2013. La muestra fue recolectada en el distrito de Chalhuanca
provincia de Aymaraes de la region de Apurimac. Al propdleo en bruto se le
realiz6 la determinacién de sus caracteristicas organolépticas y fisico — quimicas
mientras que al extracto hidroalcohdlico, se le realizé el tamizaje fitoquimico. El
efecto broncodilatador se determiné mediante el método de Jagdish et al,
modificado en anillos traqueales, haciendo uso de un quimégrafo automatizado,
Panlab Harvard; las contracciones fueron inducidas por histamina 5x104 M,
registrandose el aumento de tension, nimero y altura de contracciones. Se usé
como control salbutamol y se evalué el extracto hidroalcohdlico de propéleo a las
concentraciones de 5%, 10% y 15%. El extracto hidroalcohélico de propdleo al 5%
redujo la tension a 10,818 g semejante a la del salbutamol (10,852 g), siendo
menor al 10% y 15% a 10,206 g y 9,371 g respectivamente. El nimero y la altura
de las contracciones fueron de 21,40 y 9,52 mm con salbutamol; 19,20 y 9,24 mm
al 5%; 1540 y 8,42 mm al 10% y finalmente 9,80 y 7,30 mm al 15%
respectivamente. El andlisis estadistico mostré diferencias significativas en los
diferentes tratamientos (p<0,05%). Se concluye que el extracto hidroalcohélico de
propéleo tiene efecto broncodilatador, mostrando mayor efecto al 15%.

Palabras clave: Propéleo, extracto hidroalcohélico, efecto broncodilatador.
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I. INTRODUCCION
El propéleo es ampliamente utilizado en la medicina tradicional ha sido empleado
extensamente desde tiempos antiguos reconocida por sus propiedades
terapéuticas que se le han atribuido. En la medicina tradicional peruana el
propéleo es utilizado en el tratamiento de afecciones respiratorias entre ellos el
asma, se han venido resolviendo con el empleo altemativo de resinas y/o
balsamos; ademas de plantas medicinales, practica que se ha transmitido de
generacion en generacion, ademas de que continian siendo un valioso arsenal

de sustancias para la industria farmacéutica.

Segun la OMS," mas de 235 millones de personas en el mundo padecen de
asma; en la actualidad en todo el planeta, una de cada 250 muertes son
causadas por el asma ademas mas del 80 por ciento de las muertes por asma
ocurren en paises de ingresos bajos y medio - bajos.

El propdleo es una sustancia resinosa, gomosa y balsamica colectado por las
abejas obreras de la especie Apis mellifera “abeja”, a partir de los exudados de
las cortezas y diversos tejidos de las plantas. Los materiales colectados, son
triturados, humedecidos con saliva y secreciones enzimaticas, mezclados con la
cera producida por las glandulas céreas y finalmente transportadas por las

abejas hacia la colmena, donde cumplen diversas funciones?.



El propéleo es utilizado por la gran variedad de compuestos que presenta entre
ellos compuestos fendélicos o polifenoles y flavonoides que han sido reconocidos
por su amplio espectro de actividades biolégicas, tales como anticancerigenos,
analgésicos, antiinflamatorios, inmunomoduladores, antibacterianos, vy
antioxidantes®,

El propbleo de Apis mellifera “abeja”, es empleado por su propiedad
broncodilatadora en el asma y por esta razén se desarrollé el presente trabajo de
investigacion que estuvo orientado a conocer los principales metabolitos
secundarios responsables de dicha actividad mediante un tamizaje fitoquimico y
corroborar el efecto broncodilatador utilizando el modelo de anillos traqueales
aislados de cobayo in vitro haciendo uso de un quimégrafo automatizado; este
equipo tiene un transductor y amplificador con conexién a un computador que
permitid registrar la actividad muscular del érgano aislado de manera mas
precisa.

Por estas consideraciones, los objetivos del presente trabajo de investigacion
fueron los siguientes.

Objetivo general:

Evaluar el efecto broncodilatador del extracto hidroaicohélico de propéleo de
Apis mellifera “abeja” en anillos traqueales aislados de Cavia porcellus
“cobayos”.

Objetivos especificos:

¢ Determinar las caracteristicas organolépticas y fisico - quimicas del propdleo
de Apis mellifera “abeja".

o |dentificar ia presencia de metabolitos secundarios del extracto
hidroalcohélico de propéleo de Apis mellifera “abeja" por medio del tamizaje

fitoquimico.



» Determinar la concentracién mas eficaz del extracto hidroalcohdlico de
propéleo de Apis mellifera "abeja" con mayor efecto broncodilatador.

» Comparar el efecto broncodilatador del extracto hidroalcohélico del propéleo
de Apis mellifera “abeja" con el estandar salbutamol en anillos traqueales

aislados de Cavia porcellus “cobayos”.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes
Existen estudios quimicos y farmacolégicos de dicho balsamo estudiados a nivel
local, nacional e intemacional, pero no se encuentra literatura cientifica o
reportes sobre el efecto broncodilatador del propéleo. Sin embargo se ha
encontrado estudios de algunas plantas acerca de la actividad broncodilatadora
y antiasmatica que utilizaron el mismo método con ciertos cambios llevados a
cabo en varios paises.
Se ha realizado un trabajo sobre la formulacién y evaluacion de la actividad
antitusigena del jarabe elaborado a base de extracto hidroalcohélico de propéleo
de Apis mellifera “abeja”. Determinando que el jarabe elaborado a las
concentraciones de 2,0%, es estadisticamente similar al jarabe de codeina y
estadisticamente diferente a los jarabes de las concentraciones de 1,0% y de
0,5% respectivamente?,
El estudio de la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
prop6leo peruano sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en
pacientes con periodontitis cronica. Resultando que los promedios del halo de
inhibicién de las soluciones experimentales. EIl menor promedio del halo de
inhibicién corresponde al alcohol 96° (6,8 mm), seguido de la clorhexidina 0,12%

(11,87 mm) y del extracto etandlico de propoleo peruano 30% (16,73 mm), con
4



un intervalo de confianza del 95%. Resultando estadisticamente significativo

entre ellos>.

Estudios realizados en la Universidad Nacional de Colombia, en la evaluacién de
la actividad genotoxica de propodleos recolectados en diferentes apiarios de
Cundinamarca y Boyaca. Donde se tuvo como objetivo principal evaluar la
actividad genotéxica del propdleo de diferentes apiarios de Cundinamarca y
Boyaca; llegaron a la conclusion de que ambos tipos de prop6leo causan muerte
celular en linfocitos de sangre periférica a concentraciones elevadas y a distintas
horas de exposicion, con la prueba de micronucleos fue posible determinar que
las concentraciones elevadas el propdleo tiene efectos citostatico en los
linfocitos de sangre periférica humana ademas de que presentan actividad

genotdxica a dosis - dependiente®.

Se realizé6 el trabajo de flavonoides aislados de propdleos chilenos y
bioactividad. Donde se lograron aislar flavonoides como crisina, galangina,
pinocembrina y apigenina aislados de propdleo presentaron marcada accion
antibacteriana, en forma individual y en mezcla. Se pudo corroborar in vitro, que
el efecto antibacteriano es mayor frente a las cepas Gram (+) Staphylococcus
aureus, Streptococcus ubens, Streptococcus dysgalactiae, y resulté activo frente
una cepa Gram (-), Escherichia coli e inactivo frente a Klebsiella pneumoniae,

Pseudomona aeruginosa’.

En la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga se ha realizado un
trabajo sobre efecto broncodilatador del extracto fluido de Menta aff. arvensis L.
“hierba buena” en traquea aislada de Cavia porcellus “cobayo”. Utilizandose
como inductor de respuestas contractiles a la acetilcolina y de liquido nutricio a la
solucién de Krebs. Se logré demostrar que el extracto fluido de Menfa aff.
arvensis L. presenta efecto broncodilatador .
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En el estudio sobre la actividad antiasmatica del extracto metandlico de Physalis
angulata Linn (PAL). Fueron evaluados tres experimentos in vitro en modelos de
musculo liso (ileon, cadena traqueal de cobayo y tira de fondo del ojo de rata).
Demostrandose asi que el extracto etanélico de PAL deja expuesta su actividad
antagonista sobre los receptores histaminérgicos y receptores serotoninérgicos.
Sobre la base del estudio de investigacion, se puede concluir que en parte PAL
puede ser un agente antiasmatico potente para la préxima generacion®.

Jagdish et al.,"° llevaron a cabo el trabajo de investigacion actividad antiasmatica
de Leptadenia reticulata (Retz) Wt & Am leaves. El objetivo de dicho trabajo fue
investigar la posible actividad antiasmatica del extracto hidroalcohdlico de hojas
de Leptadenia reticulata (Retz) Wt & Am leaves. El extracto se evalué para su
actividad antiasmatica en ileon y en cadena traqueal de cobayo. Llevandose
todo el trabajo in vifro, los resultados del estudio concluyen que Leptadenia
reticulata (Retz) Wt & Am leaves presenta gran potencial de actividad
antiasmatica en experimentos con animales in vitro. La actividad biolégica hace
responsable a la presencia de flavonoides y saponinas identificadas en el
extracto.

En el estudio sobre la accion broncodilatadora y antiinflamatoria del 1,8 - cineol
en modelo experimental de asma en cobayos. Los resultados demostraron que
el 1,8 - cineol 6,5x10° a 6,5x10° M que se administré6 acumulativamente
presenté una accion relajante sobre el muasculo liso bronquial de cobayo e
invierte significativamente la respuesta contracti (p<0,01) producida por
histamina a una concentracién de 10 yM demostrandose asi que el 1,8 - cineol
presenta una accion broncodilatadora mientras que los parametros inflamatorios
se estudiaron mediante andlisis histolégico, el recuento de células inflamatorias
(reduccion significativa en el recuento total de células inflamatorias,

especialmente eosinofilos y neutréfilos , y en los niveles de IL - 1, TNF)™.
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2.2. Propéleo

2.2.1. Definicién

El término de propéleo o propolis proviene del griego pro: "delante de" y polis:
"ciudad", lo que significa "delante de la ciudad", es decir, de la colmena™.

El propéleo es un conjunto de sustancias resinosas, gomosas y balsamicas, de
consistencia viscosa es recogido de ciertas partes de los vegetales, por las
abejas Apis mellifera, que las transportan al interior de la colmena,
modificandolas en parte con sus secreciones (ceras y secreciones salivares)™.
La participacion de la abeja hace que su composicidbn experimente
modificaciones respecto las resinas vegetales, pudiendo considerarse producto
de origen mixto, vegetal y animal'?.

La abeja, al secretar beta - glucosidasa durante la recoleccion y procesamiento
del propdleo, hidroliza los heterosidos de flavonoides a gliconas, mejorando la
accion farmacolégica del producto y asi produce cambios fisico - quimicos del
mismo'2.

2.2.2. Caracteristicas fisicas del propéleo

Su color varia entre el amarillo y el mamrén oscuro, en funcién de las resinas de
origen, aunque se han citado casos de propéleos transparentes'.

Entre los 20 y los 45°C su consistencia es suave, flexible y adhesiva, pero al
enfriarse se endurece y se hace quebradiza alrededor de los 15°C, cuando esto
ocurre a temperaturas de congelacién, no recupera sus anteriores
caracteristicas'.

A mas de 45°C cada vez son mas pegajosos y se vuelven liquidos alrededor de
los 60°C, aunque hay casos que no son liquidos hasta 100°C. El propodleo es
practicamente insoluble en agua, pero soluble en solventes organicos como
benceno, acetona, éter y aicohol, razén por la cual la mayoria de las aplicaciones

en el uso diario se realizan a través de extractos etanélicos®.
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Es de color verde pardo, castafio casi negro (dependiendo de su origen
botéanico), sabor frecuentemente amargo, olor agradable y suave™.

2.2.3. Composicion quimica

La composicién quimica del propdleo es altamente variable, ya que ésta
depende del sitio de recoleccidén y por lo tanto de los diferentes ecosistemas
donde las abejas recolectan los exudados y las secreciones de las plantas. La
composicion varia con las diferentes regiones geograficas y climaticas y
sobretodo con las fuentes vegetales. Ademas, se ha determinado que los
componentes del propoleo se originan de tres fuentes: los exudados de las
plantas que colectan las abejas, las sustancias secretadas por el metabolismo de
las abejas y los materiales que se introducen durante la elaboracion del
propéleo™.

Sin embargo, se dice que en general el propdleo estd compuesto por:

Resinas y balsamos 50 - 55%
Ceras 25 -35%
Aceites volatiles 10%
Polen 5%
Sustancias organicas y minerales 5%

Se han identificado mas de 160 compuestos, de los cuales un 50 por ciento son
compuestos fendlicos, a los cuales se les atribuye accién farmacolégica. Los
principales fenoles son: flavonoides (flavonas, isoflavonas, flavononas); acidos
aromaticos y sus esteres (acido caféico, cinamico y otros), acidos organicos
(acido benzoico); aldehidos aromaticos (vainillina e isovainillina); cumarinas y
triglicéridos fenélicos'®.

2.2.4. Funcion del propo6leo en la colmena

Las abejas aplican el propéleo en capas finas en las paredes intemas de la

colmena o en otra cavidad intema. Este es usado para bloquear agujeros y
8



grietas, para reparar y fortalecer los bordes del panal y para proteger la entrada
de la colmena. También es empleado como una sustancia embalsamadora, para
cubrir a los invasores de la colmena que las abejas han matado y que no pueden
transportar fuera de la misma. Las abejas hacen uso de las propiedades
quimicas de los propoleos y de su accién biol6gica, pues el propéleos evita la
putrefaccién de los intrusos embalsamados y es el responsable de que la
incidencia de bacterias y moho sea menor dentro de la colmena que en el
exterior de ésta’’.

El propéleo evita las vibraciones cuando las colmenas estan ubicadas en sitios
expuestos a las corrientes de aire ademas de reducir al minimo {as piqueras de
entrada a las colmenas evitando que puedan penetrar depredadores, tapiza las
piqueras para evitar que las obreras introduzcan en sus patas entes
contaminantes, amortigua los sonidos intensos a los cuales las abejas son muy
sensibles, mantiene estable la temperatura de la colmena (alrededor de 30°C) y
el nivel de humedad relativo dentro de la colmena: impidiendo la entrada de
agua, evitando la evaporacién excesiva, ya que las larvas necesitan para su
desarrollo determinado grado de humedad ™.

La presencia del propéleo por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antivirales y antiparasitarias garantiza la asepsia del medio ambiente al interior
de la colmena™®.

2.2.5. Propiedades medicinales

A través de la historia de la humanidad, se han reconocido las propiedades
terapéuticas del prop6leo’®.

Los soldados romanos lo utilizaban como agente cicatrizante para curar las
heridas sufridas en combate, los médicos de Roma y Grecia clasicas lo
recomendaban como desinfectante oral y las tribus incas lo empleaban como un

agente antipirético. Estas aplicaciones y otras, se conservan en la actualidad en
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un gran numero de paises alrededor del mundo. En Europa, Japén y Estados
Unidos, se utiliza para el tratamiento de diversas enfermedades como otitis
cronica media y externa, faringitis, rinitis crénica, amigdalitis entre ofras, y su
eficacia ha sido reconocida por diversos estudios farmacologicos'®.

El propdleo es un producto de extraordinario interés para la medicina e industria
farmacéutica, al que se atribuyen efectos antiinflamatorios, inmunoestimuiantes,
hepatoprotectores, carcinoestaticos, antimicrobianos, antivirales, antiflingicos,
antioxidantes, antiprotozoarios, anestésicos y de regeneracion tisular .

Posee actividad antitusigena protegen y desinflaman las vias respiratorias
indicado en el caso de afecciones respiratorias de las vias altas como faringitis,
laringitis, sinusitis bronquitis y tos?'.

Algunos autores plantean la utilizacion del propéleo en la odontologia como
agente antibacteriano para el control de la placa o en el tratamiento de diversas
infecciones que se puedan presentar en la cavidad oral, ya que se ha
comprobado su capacidad bactericida y bacteriostatica frente a bacterias
orales®,

Hemandez et al.?' indican entre sus experiencias con apicultores, narran el
poder estimulante de la inmunologia que tiene el propéleo en humanos
fundamentalmente, tal es el caso de nifios y jovenes desnutridos que reciben
dosis frecuentes y sostenidas de este producto apicola, en el desayuno con
jugos de productos naturales, en dosis de 3 a 5 gramos diarios y por un lapso de
20 a 30 dias seguidos, lograndose resistencia a gripes y resfrios por ejemplo.
2.2.6. Propiedades farmacolbgicas de algunos metabolitos del propéleo
Fenoles

Los compuestos fendlicos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza en el
reino vegetal, todos ellos presentan un anillo bencénico que puede estar unido a

grupos hidroxilos libres o combinados en forma de éster, éter, heter6sidos, etc.
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Las acciones mas importantes de los acidos fendlicos son la actividad
antimicrobiana, preferentemente frente a bacterias Gram (+), utilizdndose como

antiséptico, desinfectante, antiinflamatoria, analgésica y antipirético®.

En la industria, se emplea en la fabricacion de plasticos y de diversos colorantes,
también se emplea como anestésico local en aerosoles para la garganta irritada

y como antiséptico en la cirugia®.
Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios que se encuentran en todas las
partes de las plantas cumplen una funcién protectora de ella y sus frutos,
ademas de ser responsables de la coloracion de numerosas flores y ciertas

frutas®.

Por ejemplo, los flavonoides se encargan de proteger a los vegetales de la
incidencia de rayos ultravioletas y visibles, protege a la planta de los insectos,
hongos, virus y bacterias. También ejercen un efecto antioxidante, controlan la

accion de hormonas vegetales, son atrayentes de insectos polinizadores®.

Se originan mediante una ruta biosintética mixta (en el caso de los flavonoides, a
través de la ruta del acido Shikimico y la ruta de los Policétidos). Los flavonoides
son Compuestos fendlicos diaril-propanicos, es decir, su estructura es del tipo
C6-C3-C6, con dos anillos aromaticos (bencénicos) unidos entre si por una
cadena de 3 carbonos ciclada a través de un oxigeno. De los tres anillos, el A se
biosintetiza a través de la ruta de los Policétidos y el B y la unidad C3 proceden
de la ruta del &cido Shikimico. Todos los flavonoides son estructuras hidroxiladas
en el anillo aromatico y, por tanto, son polifenélicas. Poseen un carbonilo en
posicién 4 y las variaciones se producen en las posiciones 1, 2 y 3 de la unidad
C3y en el anillo B®.

11



Figura 1. Esqueleto comiin de los flavonoides?®,
Desde el punto de vista de sus propiedades bioldgicas, numerosos estudios in
vitro ponen de manifiesto que estos compuestos tienen efectos antioxidantes,
pueden inhibir la peroxidacion lipidica, poseen efectos antimutagénicos y tienen
la capacidad de inhibir diversas enzimas. Asimismo, estudios in vivo demuestran
que los flavonoides potencialmente presentan numerosas actividades
farmacolégicas, destacando las acciones protectora vascular, antiaterogénica,
antianginosa, antitumoral, analgésica, antiinflamatoria, antialérgica, antiulcerosa
y hepatoprotectora, entre otras?.
2.3. Aparato respiratorio
Segun su funcién el aparato respiratorio consta de dos partes:1) La zona de
conduccion consiste en una serie de cavidades y tubos intercomunicados fuera y
dentro de los pulmones -la nariz, la laringe (6rgano de la voz), la traquea, los
bronquios, los bronquiolos y los bronquiolos terminales- que filtran, calientan y
humectan el aire y lo conducen a los pulmones. 2) La zona respiratoria esta
constituida por tejidos dentro de los pulmones donde tiene lugar el intercambio
gaseoso: los bronquiolos respiratorios, los conductos alveolares, los sacos
alveolares y los alveolos, los sitios principales de intercambio de gases entre el
aire y la sangre?.
El aparato respiratorio también cumple en menor grado funciones endocrinas
(produccién y secrecion de hommonas) y participa en la regulacion de las

respuestas inmunitarias a los antigenos inhalados®.
12



2.3.1. Misculo liso de las vias aéreas

El misculo liso de las vias aéreas se extiende desde la trdquea hasta los
bronquios terminales; se esta contrayendo y relajando continuamente y el nivel
del tono muscular determina el calibre de la via aérea y, por consiguiente, la
resistencia al flujo aéreo. Este tono muscular es el producto de influencias
neuronales, hormonales e inflamatorias y de insultos quimicos o farmacolégicos.
El broncoespasmo, la hiperreactividad y la hipertrofia e hiperplasia del misculo
liso bronquial son hallazgos caracteristicos del asma bronquial®®.

2.3.2. Control neuronal de las vias aéreas

El tono del musculo liso bronquial se encuentra regulado por el sistema nervioso
auténomo, que contribuye a controlar el didmetro de las vias aéreas y por ende
la resistencia de la via aérea®'.

La estimulacion simpatica en las vias aéreas causa broncodilatacion. La
circulacion de sustancias adrenérgicas (epinefrina, isoproterenol o drogas
simpaticomiméticas) causan una marcada broncodilatacion porque tanto el
epitelio bronquial como el musculo liso y las células cebadas contienen un gran
nimero de receptores adrenérgicos 2 que producen relajacion del misculo liso
en respuesta a estas sustancias®'.

Son numerosas las evidencias que muestran que la excesiva actividad
colinérgica es un factor importante en el asma. La acetilcolina liberada en los
receptores mucarinicos causa broncoespasmo®,

La tercera red neural en el pulmén se denomina sistema nervioso no adrenérgico
no colinérgico (NANC). El NANC inhibidor contiene péptido intestinal vasoactivo
(VIP) y éxido nitrico (NO) y probablemente es el dnico mecanismo neural
broncodilatador en las vias aéreas. El VIP y el NO contrarrestan la
broncoconstriccion y funcionan como un mecanismo de control de los nervios

colinérgicos®.
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2.4. Asma

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de las vias respiratorias que se
manifiesta como una obstruccion bronquial reversible en respuesta a diversos
estimulos®.

La inflamacién créonica estd relacionada con hiperreactividad de la via
respiratoria que lleva a episodios recurmrentes de sibilancias, disnea, opresion
toracica y tos®.

2.4.1. Patogénesis del asma

El asma es una enfermedad mediada por anticuerpos reaginicos (IgE), unidos a
mastocitos en la mucosa de las vias respiratorias. En la reexposicion al antigeno
ocurre la interaccion antigeno - anticuerpo lo que activa tanto la liberacion de
mediadores almacenados en los granulos celulares®.

Los agentes responsables de una accion temprana incluyen histamina, triptasa,
u ofras proteasas neutras; ademas leucotrienos C4y D4 y prostaglandinas.

El asma es una enfermedad inflamatoria del arbol bronquial, caracterizada por
hiperreactividad bronquial mediada por un infiltrado de eosinofilos y de ofras
células inflamatorias®.

inicialmente se produce un cuadro de broncospasmo como respuesta a la
liberacion de diferentes sustancias broncoactivas desde los mastocitos
alveolares®,

También se produce la liberacién de factores quimiotacticos, que atraen a las
células inflamatorias, responsables de mantener el broncospasmo y de producir
otras manifestaciones como vasodilatacién, edema de mucosa, daiio epitelial
con exposicién de terminaciones nerviosas, hipersecrecion de moco y, con el
tiempo, hipertrofia e hiperreactividad de la musculatura lisa bronquial. Las células
inflamatorias liberan a su vez factores quimiotacticos, que perpetian la

infiltracion inflamatoria®.
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2.5. Histamina

La histamina (2-{4-imidazol] etilamina) es sintetizada y almacenada por
mastocitos y baséfilos. Los mastocitos constituyen la principal reserva de esta
amina en los mamiferos. También es sintetizada en células nerviosas,
monocitos, células T, etcétera®.

Es sintetizada intracelularmente a partir del aminoacido L - histidina, mediante la
L - histidina descarboxilasa, enzima que tiene mayor afinidad por la L - histidina
que la enzima L - dopa descarboxilasa aunque ésta también puede sintetizar
histamina®.

Ha sido reconocida por mucho tiempo como un mediador de la respuesta
alérgica. Se sintetizé en 1907 y su nombre deriva de la palabra griega histos, por
estar presente en muchos tejidos. Henry Dale fue el primero en demostrar sus
propiedades bronconstrictoras y vasodilatacion en animales y 13 afios mas tarde
encontré que los sintomas producidos por la inyeccién de antigeno en animales,
podian ser reproducidos por la inyeccibn de histamina. La respuesta
broncoespastica producida por la histamina inhalada ha sido usada como prueba
para detectar el grado de hiperreactividad bronquial en el diagnéstico del asma.
Los efectos de la histamina son multiples y son mediados por su acéién sobre
cuatro tipos de receptores. Los H: que median la broncoconstriccion y el
aumento de la permeabilidad capilar, especialmente en las vias respiratorias
altas, con produccién de edema bronquial; también estimulan los receptores
irritativos colinérgicos®.

Los receptores H2 no se han podido demostrar en el muasculo bronquial, pero
existen algunas evidencias de que en el epitelio bronquial estimulan Ia
produccion de la prostaglandina E, que protege contra la broncoconstriccion al
relajar el masculo liso bronquial. Producen también estimulacion de la secrecion

mucosa del bronquio, la secrecién gastrica y la quimiotaxis de basofilos.
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Igualmente, realizan algunas acciones moduladores de la respuesta inmune en
la proliferacién y la diferenciacion de las células hematopoyéticas y los
granulocitos®.

Los receptores Hi son abundantes en el sistema nervioso central y periférico,
modulan la neurotransmisién colinérgica e inhiben la liberacién de neuropéptidos
por los nervios sensoriales. También regulan la liberacion de histamina y
constituyen un mecanismo de retroalimentacion que limita la secrecion de
histamina por el mastocito. Los receptores Hs son méas prominentes en las
células hematopoyéticas medulares y periféricas, especialmente en eosindfilos,
probablemente en mastocitos y basofilos®.

2.6. Medicamentos utilizados en el tratamiento del asma

Desde el punto de vista clinico, los farmacos utilizados en el asma pueden ser
clasificados en controladores y aliviadores (rescatadores)®.

2.6.1. Controladores

Son medicamentos que se toman a diario y en un tratamiento a largo plazo para
mantener el asma bajo control clinico, por lo regular a través de sus efectos
antiinflamatorios®.

A. Glucocorticoides

Su principal accién antiinflamatoria consiste en inhibir la liberacion del acido
araquidénico en las membranas celulares y por eso disminuye la produccion de
leucotrienos y prostaglandinas, aunque hoy, la accion considerada como mas
importante es la inhibicién de la produccion de citocinas, las cuales se cree que
tengan una funcién central en la iniciacion de la cascada inflamatoria producida
por inhalacién de antigenos e infeccion viral. La introduccion de formas
liposolubles, como beclometasona, triamcinolona, flunisolida, fiuticasona vy
budesonida, hacen posible la llegada de los corticosteroides a las vias

respiratorias®.
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B. Modificadores de leucotrienos

Estos farmacos ejercen una discreta actividad broncodilatadora (insuficiente para
su uso en el tratamiento del broncoespasmo agudo), pero sobretodo tiene
actividad antiinflamatoria. Ambos el montelukast y el zafirlukast, exhiben una
rapida absorcion oral®.

C. Agonista Bz de accién prolongada

Los mas utilizados son salmeterol y formoterol, producen relajacion del mdsculo
liso bronquial por activacion de la adenilato - ciclasa que incrementa la
produccién de monofosfato de adenosina ciclico, inhiben la liberacién de los
mediadores de la célula cebada, disminuyen la permeabilidad vascular y
aumentan la aclaraciéon mucociliar %,

D. Cromonas

Inhiben la respuesta inflamatoria tardia y la consiguiente hipemeactividad
bronquial, lo que implica una accién adicional sobre otras células inflamatorias
asimismo, inhiben la liberacion de histamina, leucotrieno C4 y prostaglandina Do,
factores quimiotacticos, etc. Su accién antiasmatica es eminentemente
preventiva, protegiendo a los pacientes susceptibles frente a diversos estimulos
provocadores de asma los farmacos representativos son cromoglicato disédico y
nedocromilo®.

E. Metilxantinas.

Son farmacos que producen relajacion directa del muasculo liso bronquial. Inhiben
la fosfodiesterasa, una enzima que degrada al AMPc®.

2.6.2. Medicamentos aliviadores (rescatadores)

Son farmacos empleados por necesidad, ya que actdan con rapidez al revertir la
broncoconstriccién y aliviar los sintomas®2.

A. Agonistas Bz inhalados de accién corta
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Son los medicamentos de elecciébn para aliviar el broncoespasmo en las
exacerbaciones agudas del asma y para el pretratamiento de broncoconstriccion
inducida por el ejercicio. Deben ser usados por razén necesaria a dosis baja y

con minima frecuencia. El prototipo es el salbutamol®,
a. Salbutamol

Es un agonista B2 selectivo de accion corta,” ampliamente utilizado para aliviar
sintomas de asma agudo severo y para la prevencién de asma noctuma y
producidos por el ejercicio. Se utiliza para prevenir y tratar todo tipo de

broncoespasmos®.

Es conocido también como albuterol causa la relajacion de la musculatura
bronquial y uterina, los vasos periféricos se dilatan, aumentan la frecuencia
cardiaca, aumenta el movimiento ciliar mejorando la eliminaciéon de moco,*®. Los
preparados del salbutamol se encuentran en aerosol (0,1 mg/dosis), jarabe

(2mg/5mi), tabletas (4 mg) y ampolla (0,5 mg)¥.
Mecanismo de accion del salbutamol

Estimula los receptores B adrenérgico que se localizan en el muisculo liso
bronquial,*® actian facilitando la union de una molécula de guanosina tri - fosfato
(GTP) a la proteina G con la consiguiente activacion de la misma incrementando,
a su vez, la actividad de una adenilciclasa. Esta enzima cataliza la reaccion que
da lugar a la sintesis de adenosina mono - fosfato ciclico (AMPc) a partir de una
molécula de adenosina tri - fosfato (ATP). La acumulacién intracelular de este
segundo mensajero genera la activacién de protein kinasas que facilitan la
fosforilacion de diversas enzimas que median las respuestas caracteristicas del
estimulo del receptor a B adrenérgico,?. Ademas impide la liberacion de
mediadores por parte de los mastocitos y otras células proinflamatorias de ia

mucosa bronquial 4!,
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Se ha referido efectos secundarios frecuentes como palpitaciones, nerviosismo,
taquicardia y, con menor frecuencia, arritmias cardiacas, insomnio, cefalea,
temblor fino, calambres musculares e hipopotasemia.

B. Anticolinérgicos

Son broncodilatadores eficaces, inhiben de manera competitiva el efecto de la
acetilcolina en los receptores muscarinicos y pueden bloquear de modo eficaz la
contraccion del muasculo liso de las vias respiratorias y el aumento en la
secrecion de moco que se presenta en respuesta a la actividad vagal. Este
grupo esta conformado por bromuro de ipratropio, tiotropio y la atropina®?.

C. Simpaticomiméticos

Relajan el musculo liso de las vias respiratorias. Inhiben la liberaciéon de algunas
sustancias broncoconstrictoras a partir de células cebadas. Aumentan el
transporte mucociliar. Modifican la composicion de las secreciones mucosas.
Estimulan la adenilciclasa y catalizan la formacién de AMPc en los tejidos de las
vias respiratorias. Los Simpaticomiméticos mas utilizados en el tratamiento del

asma incluyen adrenalina, efedrina e isoproterenol *.
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion del trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacion se realizé en los ambientes de Farmacologia
y Farmacognosia, de la Escuela de Fommacién Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga, durante los meses de julio a diciembre del 2013.
3.2. Materiales
3.2.1. Poblacién
Propédleo de Apis mellifera “abeja" que se produce en el distrito de Chalhuanca
una altura de 2 897 m.s.n.m., provincia de Aymaraes de la region de Apurimac.
3.2.2. Muestra
Se utilizé dos kg de propéleo de Apis mellifera “abeja” (en bruto) recolectado de
30 colmenas en el distrito de Chalhuanca provincia de Aymaraes, el sistema de
muestreo fue por conveniencia.
3.2.3. Animales de experimentacion
Se extrajo la traquea de 15 cobayos Cavia porcellus de la misma edad, sexo
(macho) entre 600 +/- 50 g, procedentes del Instituto Nacional de Investigacion
Agraria - Ayacucho, los mismos que fueron acondicionados con alimentacion

balanceada y agua a libertad en el bioterio del Laboratorio de Farmacologia del
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area de Farmacia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga.

3.3. Diseiio metodolégico: basico — experimental.

3.3.1. Procedimiento metodolégico para la recoleccion de datos

3.3.1.1. Recoleccién, seleccién y secado de la muestra

El propéleo se recolecté de la colmena en las horas de la mafana en un clima
templado, durante el mes de julio del 2013; empleando el método de recoleccion
raspado directo con espatula de todos los lugares de la colmena en los cuales
las abejas hayan depositado el propodleo tratando que el producto permanezca
en forma de escamas o trozos (Anexo 2).

La muestra recolectada se depositd en una bolsa plastica oscura y luego
procedié a la limpieza minuciosa con ayuda de una pinza para retirar los trozos
de madera, astillas de la colmena, abejas muertas, etc.

Una vez seleccionada la muestra se dej6é secar en la sombra en una habitacion
ventilada alejado de la luz en un recipiente de vidrio, aproximadamente por 15
dias para luego ser conservado en frascos de vidrio color ambar a temperatura
ambiente.

3.3.1.2. Preparacién de la tintura madre de propéleo

Para la preparacion de la tintura madre previamente se redujo a polvo toda ia
muestra. Para facilitar la molienda se hizo un tratamiento con frio, congelando (5
a 10°C) como minimo 2-3 horas, con la cual se logré una consistencia solida,
para luego ser molido.

Posteriormente se someti6 a una maceracion del propdleo en proporcion 1:1
peso/volumen, con alcohol etilico de 96° durante 30 dias y agitando cada dia
una media hora aproximadamente.

Se procedid a filtrar en frio previa refrigeracion a 8°C aproximadamente para la

remocién de ceras consiguiéndose asi la tintura madre de propdleo.
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3.3.1.3. Preparacidn del extracto blando de propéieo

Se concentré la tintura madre de propdleo en bafo maria a 37°C
aproximadamente. Una vez obtenido el extracto blando, se envasé en un frasco
de vidrio herméticamente cerrado (Anexo 3) la cual se embalé con cinta negra
aislante para que no entrara la luz y se conservo en la refrigeradora hasta su
empleo.

3.3.1.4. Evaluacion de las caracteristicas organolépticas

La evaluacién de las caracteristicas organolépticas (Tabla 1) se realizé en el
Laboratorio de Farmacognosia de la Escuela de Formacién Profesional de
Farmacia y Bioguimica, cuyo anadlisis se efectué a través de una evaluacion
sensorial®.

3.3.1.5. Determinacion de las caracteristicas fisico - quimicas

Se realizé siguiendo los procedimientos propuestos por Miranda y Cuellar .

a. Determinacién de humedad

Se pesé 5 g de la muestra en una luna de reloj, previamente tarada y secada;
luego se desecé a 105°C, durante 3 horas, luego se enfri6 a temperatura
ambiente en un desecador y se pesd, colocandolo nuevamente en la estufa

durante 1 hora y se calculé mediante la siguiente formula:

Pérdida de peso(g)

25 de humendad = X 100

Peso de la muestra (g)

b. Determinacién de cenizas

Se pesé 3 g del extracto hidroalcohdlico de propéleo concentrado en un crisol de
porcelana previamente incinerado y tarado, luego el crisol y la muestra se
calentd suavemente en una cocinilla hasta carbon, luego se incinerd a 5600°C, en
mufla por 3 horas se enfrié en el desecador, se pesé y se calculd mediante la
siguiente férmula:

M =Masa del crisol vacio (g).
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M: =masa del crisol con la porciéon de ensayo (g).
M, =masa del crisol con la muestra (g).

100 = Factor matematico para los calculos.

9% de cenizas = X 100

i
c. Determinacion de sélidos totales

Se colocdé 5.0 ml de la muestra en una capsula previamente tarada, luego se
evapor6 en una estufa a 105°C hasta peso constante (aprox. 3 horas), se retiré
la capsula de la estufa y se colocdé en una desecadora hasta que alcance la
temperatura ambiente, luego se peso.

Se realiz6 el calculo mediante la siguiente formula:

St= X 100
A%

\"

Doénde:
Pr = Masa de la capsula mas el residuo (g).
P = Masa de la capsula vacia (g).
= Volumen de la porcién de ensayo.
100 = Factor matematico para el calculo.

3.3.1.6. Tamizaje fitoquimico

Las reacciones de identificacion de los diferentes metabolitos secundarios del
extracto hidroalcohdlico se realizé siguiendo los procedimientos propuestos por
Miranda y Cuellar®.

3.3.1.7. Farmaco de referencia

Cien tabletas salbutamol de 4 mg, fabricado por Laboratorios Medrock S.A.C., N°
de lote 107312.

3.3.1.8. Preparacion de la solucion patrén
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Se prepard la solucion patron utilizando como vehiculo agua destilada, en la cual
se pesd 20 mg de salbutamol por cada 10 ml de agua destilada.

3.3.1.9. Determinacion de la actividad broncodilatadora

Fundamento: La metodologia que se empled para la determinacién de la
actividad broncodilatadora se basa en el método utilizado por Jagdish et al.,'°
modificado. Consiste en la induccién de broncoconstriccion de los anillos
traqueales aislado de cobayos conservados en el medio nutricio de Tyrode
(Anexo 7 y 8) con histamina y evaluacion del efecto broncodilatador con la
sustancia problema, utilizando como patrén de referencia salbutamol.

Materiales
« Histamina, se preparé en agua destilada a una concentracion de 5x10 M.

o Cien tabletas de salbutamol 4 mg (Laboratorios Medrock Corporation S.A.C.).
Las cuales se ha preparado en una proporcién de veinte miligramos por cada
10 ml de agua destilada y luego se filtrd obteniéndose asi la solucion patrén
de salbutamol.

e Extracto hidroalcohdlico de propdleo Apis mellifera “abeja” a diferentes
concentraciones: 5%, 10% y 15%, que se prepararon con medio nutricio de
Tyrode.

Procedimiento

Se suspendié la alimentacion de los animales con 24 horas de anticipacion

siendo mantenidas con agua a voluntad. Para iniciar el trabajo se encendi6 y

calibré el quimégrafo automatizado Panlab Harvad (Anexo 6), luego se sacrificé

a los cobayos por traumatismo encéfalo craneano, se abri6 la cavidad toracica y

se extrajo la trdquea que fue sumergida de inmediato en la solucion nutricia

Tyrode a 37°C, se lavé cuidadosamente y luego se corté transversaimente entre

los cartilagos para dejar libres los anillos traqueales. Amarrar estos anillos con
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seda quirdrgica por su parte cartilaginosa y muscular incluido de tal manera que
formen una cadena con sus partes musculares alternamente opuestas. Transferir
al bafio de 6rganos aislados los cuales fueron fijados con seda quirargica, por un
extremo a un transductor y por el otro a la camara para 6rgano aislado, con 25
mi de soluciéon Tyrode, burbujeo constante y a 37°C (Anexo 7). Se encendi6 el
software (LarChart) y a los 4 minutos aproximadamente se adiciond 1 ml de
histamina 5x10“ M y se dej6 en observacion por 4 minutos aproximadamente
(Grupo I) (Anexo 15). Para el caso de los Grupos II, Il IV y V, se hizo un registro
control durante 4 minutos aproximadamente y después se agregd 1 ml de
histamina al bafio que permanecié en contacto con los anillos tragqueales durante
4 min aproximadamente, luego se adicioné 1 ml de salbutamol, extracto al 5%,
10% y 15% respectivamente para cada grupo y se dejo en observacion durante
20 minutos mas. Todos los cambios y movimientos fueron captados por un
transductor y registrados en la computadora (Anexo 16, 17 y 18).

Para cada uno de los grupos se utilizaron tejidos recién obtenidos y se
acondicionaron aproximadamente por 10 min. Se realizaron cinco repeticiones
por grupo, la dosis 6ptima de histamina y de salbutamol se determinaron en
experiencias previas.

3.4. Diseiio experimental

Las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohélico de propéleo de Apis
mellifera “abeja” fueron sometidas a la evaluacién del efecto broncodilatador. Los
animales de experimentacion se dividieron utilizando un disefio completamente
aleatorizado en cinco grupos de cinco repeticiones cada una; procediéndose de

la siguiente manera:
o Grupo I: Tratado con 1 mi solucién de Histamina 5x10“M , bianco.

¢ Grupo II: Tratado con 1 ml solucién de salbutamol 20mg/10ml, control.
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» Grupo lil: Administrando 1 ml del extracto hidroalcohdlico de propéleo de Apis
mellifera a una concentracion al 5%.

¢ Grupo IV: Administrando 1 ml del extracto hidroalcohdlico de propéleo de Apis
mellifera a una concentracion al 10%.

» Grupo V: Administrando 1 ml del extracto hidroalcohélico de propdleo de Apis
mellifera a una concentracion al 15%.

3.5. Analisis de datos

Se determiné el promedio de las diferencias de tensién generada con histamina,

salbutamol y extracto hidroalcohélico de “Apis meliifera “abeja” (5%, 10% vy

15%). También se calculd el promedio y los valores de dispersién del namero de

las contracciones y las alturas alcanzadas (mm) por éstas para cada uno de los

tratamientos. Los resultados se presentaron comparativamente en cuadros y

graficos estadisticos y fueron sometidos al analisis de varianza (ANOVA) que

permiti6 determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas.

Las diferencias intergrupos se analizaron por la prueba de Tukey, para el estudio

se ufilizd un nivel de confianza p<0,05; el software estadistico SPSS versién

20,0.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Caracteristicas organolépticas del propéleo de Apis mellifera “abeja"
recolectado en el distrito de Chalhuanca provincia de Aymaraes de la region de

Apurimac.

Caracteristicas

Descripcion

Aspecto externo
Estructura
Color

Olor

Sabor
Consistencia

Enteras y granos briqueteados.

Heterogénea, presencia de impurezas.

Pardo oscuro casi negro.

Caracteristico, resinoso y aromatico.

Amargo picante.

A ftemperatura superior a 20°C, es viscoso, blando vy
pegajoso, a temperatura menor de 15°C es durc quebradizo.
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Tabla 2. Caracteristicas fisico - quimicas del propoleo de Apis mellifera “abeja"
recolectado en el distrito de Chalhuanca provincia de Aymaraes de la regién de
Apurimac.

Caracteristicas Resultados
Humedad 4,264%
Cenizas totales 1,290%
Sdlidos totales 17,188%
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Tabia 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico del
propéleo de Apis mellifera “abeja” recolectado en el distrito de Chalhuanca

provincia de Aymaraes de la region de Apurimac.

Metabolitos Ensayo Resultados Observacion
secundarios
Triterpenos y/o Lieberman-Burchard +++ Rosado a rojo
esteroides
Catequinas Catequinas 4+ Verde carmelita
Resinas Resinas +i+ Precipitado
Azlcares reductores  Benedict ++ Precipitado rojo
Fenoles y/o Taninos  Cloruro férrico +H+ Verde azulado
Flavonoides Shinoda +++ Rojo
Flavonoides Antocianidinas +++ Rojo a marron
Leyenda :
(+++) . Abundante
(++) . Moderado
(=) . Leve

30



12,007

11 ,703'

11,00 'EF'
ftoss2]

< &F
wn
o
=
o
9,00~
8,00
T ¥ T T T
Histamina Salbutamol 5% 10% 15%

Tratamientos

Figura 2. Tension (g) de la contraccién de los anillos traqueales segin
tratamientos.

31



40,00

35,20
[ |
30,00
w
D
=
o
§
i/

= )
S 20,00+ Az
()
© [15.40]
o 1/
> u
=
=
=

2,60}
10,00 [

T T T T T
Histamina Salbutamol 5% 10% 15%
Tratamientos

Figura 3. Numero de contracciones de los anillos traqueales en respuesta a los
tratamientos.

32



12,00
7
11,00 i

€
E
w
2
S 10,009
8
® ﬁ 9.24]
S e
Q
o 9,009
g 0,42
3 i
<

8,001

i
7,00
T T T T T
Histamina Salbutamol 5% 10% 15%

Tratamientos

Figura 4. Altura de las contracciones de los anillos traqueales en respuesta a los
tratamientos.

33



V. DISCUSION
Para determinar el efecto broncodilatador de extracto hidroalcohdlico de
propbleo de Apis mellifera “abeja” objeto del presente estudio se procedié a
realizar la preparacién de tintura madre el cual se sometid a maceracién con
alcohol etilico de 96° a partir de ello se obtuvo el extracto blando de propéleo
con el cual se realiz6 el estudio (Anexo 1y 7).
La extraccion con etanol de 96° se hizo teniendo en cuenta que es el disolvente
mas usado y adecuado para realizar la extraccion de metabolitos presentes en el
propoleo; ademas de que se extrae la mayor diversidad de compuestos quimicos
presentes en las drogas'.
Las caracteristicas organolépticas del propdleo en bruto segun estudio de
diversos autores varian segun el clima, el area geografica, la latitud; asimismo
estos factores determinan las propiedades del propéleo’.
En la Tabla 1 el propé6leo presenta un aspecto extemo entero con granos
briqueteados de estructura heterogénea con presencia de impurezas, de color
pardo oscuro casi negro, olor caracteristico resinoso y aromatico, sabor amargo
picante. La consistencia a temperatura superior a 20°C es viscoso, blando y
pegajoso, a temperatura menor a 15°C es duro quebradizo.
En nuestro pais podemos encontrar diferentes tipos de propoleo de acuerdo a la

ubicacién geografica de su produccion, donde la altura de la zona de recoleccion
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y la escasa o nula contaminacion de la regiébn son caracteristicas que le

confieren un valor agregado al propdleo peruano®.

Con respecto a las caracteristicas fisico - quimicas del propéleo presentes en la
Tabla 2 se observa la presencia de humedad de 4,264%, cenizas totales 1,290%
y solidos totales 17,188%; estos valores indican que la muestra analizada
cumple con la normativa vigente del Ministerio de Agricultura de Brasil,* que
indica que la humedad no debe ser superior al 8%, cenizas totales 5% y sdlidos
totales 40%. Ademas afirma Martinez,'® que entre menos humedad contenga la

muestra presentara mayor concentraciéon de compuestos bioactivos.

En el tamizaje fitoquimico (Anexo 4), los metabolitos presentes en el extracto
hidroalcohdlico de propdleo se determinaron utilizando pruebas especificas de
coloracién y precipitacion,*® donde se encontré6 abundante presencia de
triterpenos y/o esteroides, catequinas, resinas, fenoles, y/o taninos y flavonoides;
Chong,* sefala la presencia de resinas, flavonoides, compuestos fendlicos
antocianinas y cumarinas, pero en el presente estudio no se evidencio la
presencia de cumarinas como afirma Chong.

Medina,” evidencié mediante ensayos cromatograficos (CCF) y UV - visible la
presencia de flavonoides como crisina, galangina, pinosembrina y apigenina
aislados de propdleo.

La presencia de flavonoides en el propdleo permite sospechar que debe de
existir una actividad biolégica en las células debido a las propiedades conocidas

por estos compuestos®.

Asi mismo segln Ferré en el 2004, algunos de los componentes fendlicos del
propéleo, como el acido caféico y el éster del acido fenil - etil caféico, la
quercetina y la naringenina, ejercen efectos antiinflamatorios y actian sobre la

produccion de eicosanoides, tanto in vitro, suprimiendo la generacion de
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prostaglandinas y de leucotrienos en macréfagos peritoneales, como in vivo, en
la inflamacion peritoneal aguda inducida por la zimosina®.

El propoleo por via oral suprime de forma significativa la via de la lipooxigenasa
en el metabolismo del acido araquidénico y, el éster del 4cido fenil - etil caféico
es, de entre los componentes conocidos del propdleo, el modulador mas potente
de la cascada del acido araquidonico. Ambos productos disminuyen la actividad
de la ciclooxigenasa en macrofagos, medida en funcién de la produccién de
prostaglandina Ez y protegen, al tejido cartilaginoso y a los condrocitos
humanos, de los dafios producidos por la interleugquina-132.

Este es el caso de la miricetina y la quercetina que, a concentraciones
relativamente altas, son capaces de bloquear in vitro los mecanismos de accién
de la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa, mientras que a concentraciones bajas
inhiben sélo la accién de la lipoxigenasa. Estas propiedades antiinflamatorias
también se han demostrado in vivo para numerosos flavonoides en distintos
modelos de inflamaciéon aguda y/o crénica. Entre ellos cabe mencionar: la
nepetina, apigenina, rutina, crisina, quercetina, quercitrina y luteolina®.

Por lo expuesto se puede inferir que el propdleo no tiene un mecanismo
especifico de ser un broncodilatador, pero la presencia de flavonoides y
compuestos fendlicos son los que le confieren propiedades terapéuticas.

El ensayo farmacolégico se realizé teniendo en cuenta que los anillos traqueales
aislados de cobayo mantienen su funcién de contraccién y relajacién cuando se
encuentran inmersos en soluciones adecuadas Jagdish et al.,'° por tal motivo los
anillos traqueales se mantuvieron todo el tiempo inmerso en la solucién de
Tyrode a 37°C con una adecuada oxigenaciéon constante en todo momento
desde su aislamiento.

Los resultados se observaron en la computadora gracias al software (LabChart)

la que muestra la contraccion y relajacion del 6érgano aislado la cual modifica la
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tension mecanica que ejerce, la que es convertida en sefial eléctrica mediante
un transductor de tension; esta sefial es ampliada y registrada para cuantificar

los cambios de tensién ejercida por el 6rgano aislado.

En la Figura 2, se observé que el extracto hidroalcohélico de propdleo a la
concentracién de 5% redujo a 10,818 g la tensién generada por la histamina
presentando un efecto similar a la del salbutamol (10,852 @), a diferencia de las
que presentaron las concentraciones de 10% y 15% que redujeron ain mas la
tension a 10,206 g y 9,371 g respectivamente. Estableciéndose asi una relacion
dosis - respuesta puesto que a mayor dosis se obtuvo una mayor disminucién de
la tensién generada. La prueba de Tukey (Anexo 10) corrobora o mencionado,
donde el extracto de propéleo al 5% y el salbutamol poseen el mismo efecto

farmacolégico con respecto al grado de tension.

Mientras en la Figura 3 se observa el nimero de contracciones generados por
los tratamiento en la que se ve, que el salbutamol disminuye el nimero de
contracciones generada por la histamina en un namero de 21,40 seguida por el
extracto de propéleo al 5% en 19,20 y de las concentraciones de 10% y 15% con
15,40; 9,80 respectivamente. La prueba de Tukey (Anexo 12) demuestra que el
extracto de propdleo al 5% y el salbutamol tienen semejante efecto

farmacoldégico con respecto al numero de contracciones.

En la Figura 4, se observa que las alturas alcanzadas por las contracciones son
mas pequefias en los tratamientos con salbutamol (9,52 mm) y las
concentraciones al 5%, 10% y 15% que muestran alturas de 9,24; 8,42 y 7,30
mm respectivamente, a comparacion del tratamiento con histamina que alcanzé
una altura de 11,06 mm. Con respecto a ia prueba de Tukey (Anexo 14) muestra
que el salbutamol y el extracto de propdleo al 5% tienen respuestas
estadisticamente semejantes.
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Con respecto al andlisis de varianza del grado de tension, el nimero y altura de
contracciones (Anexo 9,11 y 13) muestran que existen diferencias significativas
en los diferentes tratamientos, mostrando que las tres concentraciones
trabajadas tienen efecto broncodilatador.

Bautista,® determinoé el efecto broncodilatador del extracto fluido de Menta aff.
arvensis L. “hierba buena” en triquea aislada de cobayo y reporté que el
extracto fluido al 10% y 15% presentan valores de disminucién estadisticamente
similares. El extracto fluido al 20% y el salbutamol 2mg/5ml presentan una
disminucién de la respuesta contractil estadisticamente similares (p>0,05).

En el presente trabajo el extracto de propéleo al 5% es estadisticamente similar
al salbutamol (20mg/10ml), ademas que el extracto de propbleo al 15%
disminuye ain mas el numero de contracciones (Figura 3), pero también se
observa un inconveniente que conforme va pasando el tiempo va disminuyendo
el nimero y la altura de contracciones; esto podria deberse a que no presenta
mucha afinidad a los receptores histaminérgicos o presenta otro tipo de
receptores.

La histamina es uno de los principales mediadores de la inflamacion en la fase
inmediata del asma, causando la incapacidad de respuesta de las vias
respiratorias produciendo hiperinflamacion de las vias bronquiales. Chhaya et
al.® determiné que en los modelos del musculo liso en PAL posee eficacia
inhibitoria por 100% (1 pg), 133% (2 ug) y 126% (4 pg) en el ileon de cobayo
frente a 1 pug de histamina; mientras en cadena traqueal el 86% (1 pg), 100% (2
Mg) y 106% (4 pg) frente a 1 pg de histamina y en tira de fondo del ojo de rata
50% (1 ;}g), 75% (2 ug) y 100% (4 pg) frente a un pg de SHT.

Esto nos permite corroborar que el conejillo de indias es altamente sensible a la
histamina debido a la presencia de receptores histaminérgicos en el ileon y en el

musculo liso traqueal.
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También se puede mencionar que Jagdish et al,’® demostré la actividad
antiasmatica de Leptadenia reticulata (Retz) Wt & Arn leaves. Demostrandose
asi que 10 pg/ml de histamina produce contraccion del ileon aislado y el
tratamiento con el extracto hidroalcohdlico de Leptadenia reticulata a una
concentracion 0,8 mg/ml inhibi6 significativamente (p<0,01) el efecto contractil de
la histamina. Asi como también Ila histamina a la misma dosis administrada en
cadena fragueal con el mismo extracto a una dosis de 1,2 mg/ml inhibi6é
significativamente (p<0,01) el efecto contracti de la histamina. La actividad
biolégica se hace responsable a la presencia de flavonoides y saponinas
identificadas en el extracto.

En el estudio in vitro se han encontrado que el 1,8 - cineol tiene efectos
farmacolégicamente importantes: relaja los masculos lisos de la traquea de
cobayos manteniéndolas un bajo tono basal, tiene propiedades antiinflamatorias
significativas a través de su capacidad para reducir los niveles de los
marcadores de procesos inflamatorios en las vias respiratorias. Cuando se
realizd la respuesta contractil con la histamina se realizdé en traquea aislada de
cobayos el 1,8 - cineol era capaz de relajar la contraccion lo que indica que su
efecto relajante muscular también puede estar presente en la fase inicial
broncoconstrictora'.

Finalmente a condiciones experimentales el extracto hidroalcohélico de propéleo
de Apis mellifera “abeja” ha evidenciado tener efecto broncodilatador a la
concentracion de 5% el cual presenta un efecto similar al del salbutamol; pero
debe tenerse cuidado ya que a medida que pasa el tiempo va disminuyendo ain

mas el nimero de y altura de contracciones.
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VI. CONCLUSIONES

. El extracto hidroalcohdlico de propbleo de Apis mellifera “abeja” tiene efecto
broncodilatador, por disminuir la tensién, nimero y altura de las
contracciones generadas tras la administracion de histamina.

Se determiné las caracteristicas organolépticas y fisico - quimicas del
propodleo de Apis mellifera “abeja".

Se logrd identificar la presencia de metabolitos secundarios en el extracto
hidroalcohdélico de propéleo como: ftriterpenos y/o esteroides, catequinas,
resinas, fenoles, y/o taninos, flavonoides y azacares reductores.

El extracto hidroalcohdlico de propdleo de Apis mellifera "abeja” al 15%
presenta mayor efecto broncodilatador.

E! extracto hidroalcohélico de propéleo de Apis mellifera “abeja” al 5% tiene
efecto similar al salbutamol con respecto al grado de tensién, numero y altura

de contracciones.
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Vil. RECOMENDACIONES

. Aislar y elucidar las estructuras de los flavonoides presentes en propéleo de
Apis meliifera “abeja”.

. Realizar el analisis microbiolégico del propdleo de Apis mellifera “abeja”.

. Estandarizar el propéleo apurimefio, de acuerdo a las normas
intemacionales.

Complementar el estudio toxicoldgico de la actividad broncodilatadora del

extracto hidroalcohélico del prop6leo de Apis mellifera “abeja”.

. Evaluar el posible mecanismo de accion.
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Anexo 1

{ Muestra de propéleo ]

\

v
( Molienda (mortero) }

v

v

Tratamiento en frio (5-10°C)

Maceracién en alcohol Agitacién constante
etilico de 96°
\L 2|  Tratamiento en frio 8°C

Filtrado

L Tintura madre }

v

[ Evaporacion del solvente ]——) Bafio maria a 37°C

v

[ Extracto blando ]

Figura 5. Esquema de la obtencidén del extracto hidroaicohdlico del propdleo de
Apis mellifera “abeja" del distrito de Chalhuanca provincia de Aymaraes de la
regiébn de Apurimac.

46



Figura 6. Recoleccion del propdleo de Apis mellifera “abeja” en el distrito de
Chalhuanca provincia de Aymaraes de la regién de Apurimac.
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Anexo 3

Figura 7. Propdleo, maceracién, filtrado, tintura madre, concentracion y extracto
blando de la muestra.
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Anexo 4

Figura 8. Tubos de prueba con el tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohélico:
Leyenda:

Dragendorff (1), Mayer (2), Baljet (3), Bortrager (4), Lieberman-Burchard (5),
Catequinas (6), Resinas (7), Benedict (8), Ninhidrina (9), Cloruro férrico (10),
Espuma (11), Shinoda (12), Antocianidinas (13).
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Anexo 5

Tabla 4. Composicién del medio nutricio Tyrode®.

Componentes Cantidad

NaCl 80g
KCI 02g
CaClz 02g
NaHCOs 10g

NaH2P0O4.H:0 0,05¢g
MgCl2.6H20 02g
H.O csp. para 1 000 ml
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Anexo 6

Figura 9. Quimoégrafo automatizado Panlab Harvard.
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Cortar los anillos tragueales.

Fijar los anillos traqueales a los
ganchos del transductor.

Administrar la
droga.

Leer los datos
registrados en la
computadora.

Fijar los ganchos al transductor.

Figura 10. Flujograma del efecto broncodilatador del extracto hidroalcohélico de
propdleo de Apis mellifera “abeja” en anillos traqueales aislados de Cavia
porcellus “cobayos”.
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Figura 11. Anillos traqueales de cobayo en el bafio de 6rganos.
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Anexo 9

Tabla 5. Andlisis de varianza de la tension generada por la contraccién de los
anillos traqueales por efecto de los tratamientos.

Tension (g)
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 14,976 4 3,744 37,662  ,000
Intra-grupos 1,988 20 1099
Total 16,965 24
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Anexo 10

Tabla 6. Prueba de Tukey de la tension generada por la contraccion de los
anillos traqueales por efecto de los tratamientos.

HSD de Tukey
N Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3 4
15% 5 9,3700
10% 5 10,2060
5% 5 10,8180
Salbutamol 5 10,8520
Histamina 5 11,7030
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamario muestral de la media armoénica = 5,000.
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Anexo 11

Tabla 7. Andlisis de varianza del nimero de contracciones generada por la
contraccién de los anillos traqueales por efecto de los tratamientos.

B N° de contracciones

Suma de Gl Media T F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 1793,200 4 448,300 257,644 ,000
Intra-grupos 34,800 20 1,740
Total 1828,000 24
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Anexo 12

Tabla 8. Prueba de Tukey del nimero de contracciones generada por la
contraccion de los anillos traqueales por efecto de los tratamientos.

HSD de Tukey

N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4

15% 5 9,8000
10% E 15,4000
5% 5 19,2000
Salbutamol 5 21,4000
Histamina 5 35,2000
Sig. 1,000 1,000 ,101 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamario muestral de la media armdnica = 5,000.
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Anexo 13

Tabla 9. Analisis de varianza de la altura de las contracciones generada por la
contraccion de los anillos traqueales por efecto de los tratamientos.

Altura (mm)
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 38,698 4 9,675 372,100 000
Intra-grupos 520 20 ,026
Total 39,218 24
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Anexo 14

Tabla 10. Prueba de Tukey de la altura de las contracciones generada por la
contraccion de los anillos traqueales por efecto de los tratamientos.

HSD de Tukey
N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

15% 5 7,3000
10% 5 8,4200
5% 5 9,2400
Salbutamol 5 95200
Histamina 5 11,0600
Sig. 1,000 1,000 082 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armédnica = 5,000.
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Anexo 15
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Figura 12. Respuesta grafica de los anillos traqueales después de la aplicacion
de histamina y salbutamol.
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Anexo 16
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Figura 13. Respuesta grafica de los anillos traqueales después de la aplicacién
de histamina extracto hidroalcohdélico de propdleo al 5%.
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Anexo 17
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Figura 14. Respuesta grafica de los anillos traqueales después de la aplicacion
de histamina extracto hidroalcohélico de propéleo al 10%.
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Anexo 18
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Figura 15. Respuesta grafica de los anillos traqueales después de la aplicacion
de histamina extracto hidroalcohélico de propéleo al 15%.
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Anexo 19

Tabla 11. Matriz de consistencia.

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES MARCO TEORICO METODOLOGIA
Efecto iTendra efecto Objetivo general El extracto Variable Propdleo. Es un conjunto de sustancias Tipo de investigacién:
broncodilatador  proncodilatador  Evaluar el efecto  hidroalcohdlico independiente resinosas, gomosas y balsdmicas, de Basico— experimental.
del extracto g extracto  broncodilatador del de propolec de <El extracto consistencia viscosa es recogido de ciertas Poblacién: Propdleo de

hidroalcohdlico
de propélec de

Apis  mellifera
“abeja” en
anillos
traqueales
aislados de
Cavia porcellus
“cobayos”.

Ayacucho-2013.

hidroalcohélico
de propdleo de

Apis  meliffera
“abeja” en
anillos
traqueales
aislados de
Cavia porcellus
“cobayos™?

extracto hidroalcohdlico de

propdleo de Apis mellifera
“abeja” en anillos
tfraqueales aislados de

Cavia porcellus “cobayos’.

Obijetivos especificos:
*Determinar las
caracteristicas
organolépticas y fisico-

quimicas del propdleo de
Apis mellifera “abeja”.

« |dentificar la presencia da
metabolitos  secundarios
por medio del tamizaje
fitoquimico del propdleo de
Apis meliifera “abeja".

*Determinar la

Apis mellifara
“‘abeja” tiene
efecto
broncodilatador
en anillos
tragueales
aislados de
Cavia porcellus
‘cobayos”.

hidroalcohélico de
propéleo de Apis
mellifera  “abeja”.
Indicadores
*Concentraciones
5%, 10% y 15% del
extracto
hidroalcohdlico del
propolec de Apis
mellifera “abeja’.

Variable
dependiente
+Efecto
broncodilatador.
Indicadores

*Tension de las

partes de los vegetales, por las abejas Apis

~mellifera, que las transportan al interior de la

colmena, modificAndolas en parte con sus
secreciones,

Propiedades medicinales.

Posee actividad antitusigena protegen vy
desinflaman las vias respiratorias indicado en
el caso de afecciones respiratorias de las vias
altas como faringitis, laringitis, sinusitis
bronquitis y tos afecciones respiratorias.
Asma.

Es una enfermedad inflamatoria crénica de
las vias respiratorias que se manifiesta como
una obstruccién bronquial reversible en
respuesta a diversos estimulos.
Antecedentes

Existen investigaciones quimicas y

Apis mellifera “abeja" que se
produce en el distrito de
Chalhuanca, provincia de
Aymaraes de la regidn de
Apurimac.

Muestra: 2 kg de propéleo
de Apis mellifera “abeja” (en

bruto).
Animales de
experimentacion: 25

cobayos Cavia Porcellus,
machos de 600 +/- 50 g de
peso.

Determinacién del efecto
broncodilatador

El efecto broncodilatador
serd determinado segun el

concentracién mas eficaz contracciones. farmacologicas tanto de la misma especie método  propuesto  por
del extracta hidroalcohdlico *Numero de como de sus congéneres, entre las que Jagdish ef al,” que
de propoleo de Apis contracciones. destacan el efecto broncodilatador del consiste en induccion de
mellifera  “abeja” con «Altura de las extracto fluido de Menta aff. arvensis L. contracciones con histamina
mayor efecto contracciones. “hierba buena” en traquea aislada de Cavia en  anillos  traqueales
broncodilatador. porcellus ‘cobayo” y el estudio sobre la accién  aislados de cobayo.
*Comparar el efecto broncodilatadora y antiinflamatoria del 1,8- Anaélisis estadistico
broncodilatador del cineol en modelo experimental de asma en Se evaluara la existencia de
extracto hidroalcohdlico del cobayos. diferencias significativas de
propéleo de Apis meliifera Salbutamol. Es un agonista B2 selectivo de los diferentes tratamientos
“abeja" con un estandar en accién corta ampliamente utilizado para aliviar usando el andlisis de
anillos tragueales aislados sintomas de asma agudo severg y para la varianza seguido de la
de Cavia porcellus prevencion del asma Qocturfa W producida prueba de Tukey con un
“cobayos”. por el ejercicio. nivel de confianza del 95%.
N
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Efecto broncodilatador del extracto
hidroalcohélico de propodleo de Apis mellifera
“abeja” en anillos traqueales aislados de Cavia
porcellus “cobayes”. Ayacucho - 2013.

Britt Loayza Cuba' y Johnny Aldo Tinco Jayo'.
'Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

RESUMEN

El propdleo es usado en la medicina tradicional peruana para el tratamiento de diversas enfermedades
respiratorias como tos, bronquitis y asma. E! presente trabajo se realizé con e! propasito de determinar el
efecto broncodilatador del extracto hidroalcohdlico de propéleo de Apis mellifera “abeja” en anillos
traqueales aislados de Cavia porcellus “cobayos”, desarrollado en los laboratorios de
Farmacologia y Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de julio a diciembre del 2013. La muestra fue
recolectada en el distrito de Chathuanca provincia de Aymaraes de la region de Apurimac. Al
propoleo en bruto se le realizo la determinacién de sus caracteristicas organolépticas y fisico -
quimicas mientras que al extracto hidroalcohdlico, se le realizé el tamizaje fitoquimico. El efecto
broncodilatador se determiné mediante el método de Jagdish et al, modificado en anillos
traqueales, haciendo uso de un quimégrafo automatizado, Panlab Harvard; las contracciones
fueron inducidas por histamina 5x10™ M, registrandose el aumento de tension, namero y altura de
contracciones. Se usé como control salbutamol y se evalué el extracto hidroalcoholico de propoleo
a las concentraciones de 5%, 10% y 15%. El extracto hidroalcohélico de propéleo al 5% redujo la
tension a 10,818 g semejante a la del salbutamol (10,852 g), siendo menor al 10% y 15% a 10,206
gy 9,371 g respectivamente. El nimero y la altura de las contracciones fueron de 21,40 y 9,52 mm
con salbutamol; 19,20 y 9,24 mm al 5%, 15,40 y 8,42 mm al 10% y finalmente 9,80 y 7,30 mm al
15% respectivamente. El analisis estadistico mostré diferencias significativas en los diferentes
tratamientos (p<0,05%). Se concluye que el extracto hidroalcohélico de propéleo tiene efecto
broncodilatador, mostrando mayor efecto al 15%.

Palabras clave: Propoleo, extracto hidroalcohélico, efecto broncodilatador.
SUMMARY

Propolis is used in peruvian traditional medicine for the treatment of various respiratory as cough,
bronchitis, and asthma. The present work was carried out in order to determine the effect of
bronchodilator in the hydroalcoholic extract of propolis from Apis melfifera "bee" in tracheal rings
isolated from Cavia porcellus "cobayos”, developed in the laboratories of Pharmacology and
Pharmacognosy at the Faculty of Biological Sciences of the National University of San Cristobal
de Huamanga, during the months of july to december 2013. The sample was collected in
Chalhuanca district province of Aymaraes in the region of Apurimac. Raw propolis was performed
with the determination of its organoleptic characteristics and physical - chemical while the
hydroalcoholic extract, was made the phytochemical screening. The bronchodilator effect was
determined by the method of Jagdish er @/, modified in tracheal rings, making use of an automated
quimografo, Panlab Harvard; the contractions were induced by histamine 5x10™* M, registering
increasing tension, number and height of contractions. It was used as a control salbutamol and
assessed the hydroalcoholic extract of propolis to concentrations of 5%, 10% and 15%. The
hydroalcoholic extract of propolis 5% reduced voltage similar to 10,818 g of salbutamol (10,852
g), being less than 10% and 15% at 10,206 g and 9,371 g respectively. The number and height of
contractions were 21,40 and 9,52 mm with salbutamol; 19,20 and 9,24 mm at 5%; 15,40 and 8,42
mm 10% and finally 9,80 and 7,30 mm 15% respectively. Statistical analysis showed significant
differences in the different treatments (p<0,05%). We conclude that the hydroalcoholic extract of
propolis has bronchodilator effect, showing 15% greater effect.

Key words: Propolis, hydroalcoholic extract, bronchodilator effect.



INTRODUCCION

El propéleo es ampliamente utilizado en la
medicina tradicional ha sido empleado
extensamente desde tiempos antiguos
reconocida por sus propiedades terapéuticas
que se le han atribuido. En la medicina
tradicional peruana el propodleo es utilizado
en el tratamiento de afecciones respiratorias
entre ellos el asma, se han venido
resolviendo con el empleo alternativo de
resinas y/o balsamos; ademéas de plantas
medicinales, prictica que se ha transmitido
de generacién en generacion, ademés de que
continan siendo un valioso arsenal de
sustancias para la industria farmacéutica.
Segin la OMS,' mas de 235 millones de
personas en el mundo padecen de asma; en
la actualidad en todo el planeta, una de cada
250 muertes son causadas por el asma
ademas mas del 80 por ciento de las muertes
por asma ocurren en paises de ingresos bajos
y medio - bajos.

El propoleo es una sustancia resinosa,
gomosa y balsamica colectado por las abejas
obreras de la especie Apis mellifera “abeja”,
a partir de los exudados de las cortezas y
diversos tejidos de las plantas. Los
materiales colectados, son triturados,
humedecidos con saliva y secreciones
enziméaticas, mezclados con la cera
producida por las glandulas céreas ¥y
finalmente transportadas por las abejas hacia
la colmena, donde cumplen diversas
funciones®.

El propdleo es utilizado por la gran variedad
de compuestos que presenta entre ellos
compuestos fendlicos o polifenoles y
flavonoides que han sido reconocidos por su
amplio espectro de actividades bioldgicas,
tales como anticancerigenos, analgésicos,
antiinflamatorios, inmunomoduladores,
antibacterianos, y antioxidantes’.

El propdleo de Apis mellifera “abeja”, es
empleado por su propiedad broncodilatadora
en el asma y por esta razon se desarroll6 el
presente trabajo de investigacion que estuvo
orientado a conocer los principales
metabolitos secundarios responsables de
dicha actividad mediante un tamizaje
fitoquimico y corroborar el efecto
broncodilatador utilizando el modelo de
anillos traqueales aislados de cobayo in vitro
haciendo wuwso de un  quimografo
automatizado; este equipo tiene un
transductor y amplificador con conexién a
un computador que permitié registrar la
actividad muscular del 6rgano aislado de

manera mas precisa.

Por estas consideraciones, los objetivos del

presente trabajo de investigacion fueron los

siguientes.

Objetivo general
Evaluar el efecto broncodilatador del
extracto hidroalcohélico de propéleo de
Apis  mellifera  “abeja” en anillos
traqueales aislados de Cavia porcellus

“cobayos”™.
Objetivos especificos:
s Determinar las caracteristicas

organolépticas y fisico - quimicas del
propoleo de Apis mellifera “abeja".

o Identificar la presencia de metabolitos
secundarios del extracto hidroalcohdlico
de propoleo de Apis mellifera “abeja" por
medio del tamizaje fitoquimico.

e Determinar la concentracién mas eficaz
del extracto hidroalcohdlico de propdleo
de Apis mellifera “abeja" con mayor
efecto broncodilatador.

e Comparar el efecto broncodilatador del
extracto hidroalcoholico del propdleo de
Apis mellifera “abeja" con el estandar
salbutamol en anillos traqueales aislados
de Cavia porcellus “cobayos”.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del trabajo de investigacion

El presente trabajo de investigacion se
realizé en los ambientes de Farmacologia y
Farmacognosta, de la Escuela de Formacion
Profesional de Farmacia y Bioquimica de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, durante los meses de julio a
diciembre del 2013.

Materiales

Poblacion

Propéleo de Apis mellifera “abeja" que se
produce en el distrito de Chalhuanca una
altura de 2 897 m.sn.m. provincia de
Aymaraes de la region de Apurimac.
Muestra

Se utilizd dos kg de propdleo de Apis
mellifera “abeja” (en bruto) recolectado de
30 colmenas en el distrito de Chalhuanca
provincia de Aymaraes, el sistema de
muestreo fue por conveniencia.

Animales de experimentacién

Se extrajo la traquea de 15 cobayos Cavia
porcellus de la misma edad, sexo (macho)
entre 600 +/- 50 g, procedentes del Instituto
Nacional de Investigacion Agraria -
Ayacucho, los mismos que fueron
acondicionados con alimentacién balanceada



y agua a libertad en el bioterio del

Laboratorio de Farmacologia del area de
Farmacia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga.

Diseiio metodolégico: Basico-experimental.
Procedimiento metodolégico para 1Ia
recoleccion de datos.

Recoleccion, seleccion y secado de la
muestra

El propoleo se recolectd de la colmena en las
horas de la mafiana en un clima templado,
durante el mes de julio del 2013; empleando
el método de recoleccién raspado directo
con espitula de todos los lugares de la
colmena en los cuales las abejas hayan
depositado el propdleo tratando que el
producto permanezca en forma de escamas o
trozos.

La muestra recolectada se deposité en una
bolsa plastica oscura y luego procedi6 a la
limpieza minuciosa con ayuda de una pinza
para retirar los trozos de madera, astillas de
la colmena, abejas muertas, etc.

Una vez seleccionada la muestra se dejo
secar en la sombra en una habitacién
ventilada alejado de la luz en un recipiente
de vidrio, aproximadamente por 15 dias para
luego ser conservado en frascos de vidrio
color ambar a temperatura ambiente.
Preparacién de la tintura madre de
propdleo

Para la preparacién de la tintura madre
previamente se redujo a polvo toda la
muestra. Para facilitar la molienda se hizo un
tratamiento con frio, congelando (5 a 10°C)
como minimo 2-3 horas, con la cual se logroé
una consistencia solida, para luego ser
molido.

Posteriormente se sometio a una maceracion
del propoleo en  proporcion  1:l
peso/volumen, con alcohol etilico de 96°
durante 30 dias y agitando cada dia una
media hora aproximadamente.

Se procedic a filtrar en frio previa
refrigeracion a 8°C aproximadamente para la
remocion de ceras consiguiéndose asi la
tintura madre de propéleo.

Preparacién del extracto blando de
propéleo

Se concentro la tintura madre de propdleo en
bafio maria a 37°C aproximadamente. Una
vez obtenido el extracto blando, se envasd
en un frasco de vidrio herméticamente
cerrado la cual se embald con cinta negra
aislante para que no entrara la luz y se
conservd en la refrigeradora hasta su
empleo.

Evaluacion de las caracteristicas
organolépticas
La evaluacion de las caracteristicas
organolépticas se realizo en el Laboratorio
de Farmacognosia de la Escuela de
Formacién Profesional de Farmacia y
Bioquimica, cuyo analisis se efectud a través
de una evaluacién sensorial*.
Determinacidn de las caracteristicas fisico
- quimicas
Se realizo siguiendo los procedimientos
propuestos por Miranda y Cuellar®.
Determinacién de humedad
Se peso6 5 g de la muestra en una luna de
reloj, previamente tarada y secada; luego se
desecéd a 105°C, durante 3 horas, luego se
enfri6 a temperatura ambiente en un
desecador y se pesd, colocandolo
nuevamente en la estufa durante 1 hora y se
calculd mediante la siguiente formula:
Pérdida de peso(g)

% de humendad = Peso de 1a mucstra (g) x 100
Determinacion de cenizas
Se pesé 3 g del extracto hidroalcohdélico de
propéleo concentrado en un crsol de
porcelana previamente incinerado y tarado,
luego el crisol y la muestra se calentd
suavemente en una cocinilla hasta carbon,
luego se incineré a 500°C, en mufla por 3
horas se enfrié en el desecador, se pesé y se
calculé mediante la siguiente formula:
M = Masa del crisol vacio (g).

M; = masa del crisol con la porcién de
ensayo (g).
M, = masa del crisol con la muestra (g).
100 = Factor matematico para los calculos.
M, ~ M
9, i =
% de cenizas M, =M X 100

Determinacién de sélidos totales

Se colocd 5.0 ml de la muestra en una
capsula previamente tarada, luego se
evapord en una estufa a 105°C hasta peso
constante (aprox. 3 horas), se retiré la
capsula de la estufa y se colocd en una
desecadora hasta que alcance la temperatura
ambiente, luego se peso.

Se realiz6 el cilculo mediante la siguiente
formula:

Pr—P
St= x 100

Donde:

Pr =Masa de la capsula mas el residuo (g).
P  =Masa de la capsula vacia (g).

V  =Volumen de la porcion de ensayo.
100 =Factor matematico para el calculo.



Tamizaje fitoquimico

Las reacciones de identificacion de los

diferentes metabolitos secundarios del

extracto hidroalcoholico se realizé siguiendo
los procedimientos propuestos por Miranda

y Cuellar*.

Farmaco de referencia

Cien tabletas salbutamol de 4 mg, fabricado

por Laboratorios Medrock S.A.C., N° de lote

107312.

Preparacion de la solucién patrén

Se preparé la solucion patrén utilizando

como vehiculo agua destilada, en la cual se

peso 20 mg de salbutamol por cada 10 ml de
agua destilada.

Determinacién de la

broncodilatadora

Fundamento: La metodologia que se

empled para la determinacion de la actividad

broncodilatadora se basa en el método
utilizado por Jagdish er al.’ modificado.

Consiste en la induccion de

broncoconstriccion de los anillos traqueales

aislado de cobayos conservados en el medio

nutricio de Tyrode con histamina y

evaluacion del efecto broncodilatador con la

sustancia problema, utilizando como patron
de referencia salbutamol.

Materiales

+ Histamina, se prepard en agua destilada a
una concentracién de 5x10™*M.

» Cien tabletas de salbutamol 4 mg
(Laboratorios Medrock  Corporation
S.A.C)). Las cuales se ha preparado en
una proporcioén de veinte miligramos por
cada 10 ml de agua destilada y luego se
filtré6 obteniéndose asi la solucién patron
de salbutamol.

e Extracto hidroalcohélico de propoéleo
Apis mellifera “abeja” a diferentes
concentraciones: 5%, 10% y 15%, que se
prepararon con medio nutricio de
Tyrode.

Procedimiento:

Se suspendié la alimentacion de los animales

con 24 horas de anticipacion siendo

mantenidas con agua a voluntad. Para iniciar
el trabajo se encendid y calibré el
quimégrafo automatizado Panlab Harvad,
luego se sacnfico a los cobayos por
traumatismo encéfalo craneano, se abrnié la
cavidad toracica y se extrajo la traquea que
fue sumergida de inmediato en la solucién
nutricia Tyrode a 37°C, se lavd
cuidadosamente y luego se cortd
transversalmente entre los cartilagos para
dejar libres los anillos traqueales. Amarrar
estos anillos con seda quirdrgica por su parte

actividad

cartilaginosa y muscular incluido de tal
manera que formen una cadena con sus
partes musculares alternamente opuestas.
Transferir al bafio de 6rganos aislados los
cuales fueron fijados con seda quirirgica,
por un extremo a un transductor y por el otro
a la camara para organo aislado, con 25 ml
de solucién Tyrode, burbujeo constante y a
37°C. Se encendio el software (LarChart) y a
los 4 minutos aproximadamente se adiciond
1 ml de histamina 5x10* M y se dej6 en
observacion por 4 minutos aproximadamente
(Grupo I). Para el caso de los Grupos II, III
IV y V, se hizo un registro control durante 4
minutos aproximadamente y después se
agregd 1 ml de histamina al bafio que
permanecié en contacto con los anillos
traqueales durante 4 min aproximadamente,
luego se adicioné6 1 ml de salbutamol,
extracto al 5%, 10% y 15% respectivamente
para cada grupo y se dejé en observacién
durante 20 minutos mas. Todos los cambios
y movimientos fueron captados por un
transductor y registrados en la computadora.
Para cada uno de los grupos se utilizaron
tejidos recién obtenidos y se acondicionaron
aproximadamente por 10 min. Se realizaron
cinco repeticiones por grupo, la dosis 6ptima
de  histamina y de salbutamol se
determinaron en experiencias previas.
Diseiio experimental
Las diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de propoleo de Apis
mellifera “abeja” fueron sometidas a la
evaluacion del efecto broncodilatador. Los
animales de experimentacién se dividieron
utilizando un  disefio completamente
aleatorizado en cinco grupos de cinco
repeticiones cada una; procediéndose de la
siguiente manera:

e Grupo I: Tratado con 1 ml solucién de
Histamina 5x10™ M , blanco.

e Grupo II: Tratado con 1 ml solucién de
salbutamol 20mg/10ml, control

e Grupo II: Administrando 1 ml del
extracto hidroalcohélico de propéleo de
Apis mellifera a una concentraciéon al
5%.

o Grupo IV: Administrando 1 ml del
extracto hidroalcohdlico de propéleo de
Apis mellifera a una concentracion al
10%.

e Grupo V: Administrando 1 ml del
extracto hidroalcohélico de propdleo de
Apis mellifera a una concentraciéon al
15%.



Analisis de datos

Se determiné el promedio de las diferencias
de tension generada con histamina,
salbutamol y extracto hidroalcohélico de
“Apis mellifera “abeja” (5%, 10% y 15%).
También se calculé el promedio y los
valores de dispersién del nimero de las
contracciones y las alturas alcanzadas (mm)
por éstas para cada uno de los tratamientos.
Los resultados se presentaron
comparativamente en cuadros y graficos
estadisticos y fueron sometidos al anilisis de
varianza (ANOVA) que permitié determinar
la existencia de diferencias estadisticamente
significativas. Las diferencias intergrupos se
analizaron por la prueba de Tukey, para el
estudio se utilizé un nivel de confianza p<
0,05; el software estadistico SPSS wversion
20,0.

RESULTADOS

Tabla 1. Caracteristicas organolépticas del
propbleo de Apis mellifera “abeja"
recolectado en el distrito de Chalhuanca
provincia de Aymaraes de la region de
Apurimac.

Caracteristicas Descripcién

Aspecto externo  Enteras y granos briqueteados.

Estructura Heterogénea, presencia de
impurezas.

Color Pardo oscuro casi negro.

Olor Caracteristico, resinoso y
aromético.

Sabor Amargo picante.

Consistencia A temperatura superior a 20°C,

es viscoso, blando y pegajoso, a
temperatura menor de 15°C es
duro quebradizo.

Tabla 2. Caracteristicas fisico - quimicas del
propoleo de Apis mellifera “abeja"
recolectado en el distrito de Chalhuanca
provincia de Aymaraes de la region de
Apurimac

Caracteristicas Resultados
Humedad 4,264%
Cenizas totales 1,290%
Sélidos totales 17,188%

Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes
en el extracto hidroalcoholico del propoleo
de Apis mellifera “abeja" recolectado en el

distrito de Chalhuanca provincia de

Aymaraes de la region de Apurimac.

Metabolitos  Ensayo Resultados Observacion

secundarios
Triterpenos Lieberman- R Rosado
y/o esteroides  Burchand arojo
Catequinas Catequinas ++ Verde
carmelita
Resinas Resinas H+ Precipitado
Azicares Benedict 4+ Precipitado
reductores 10jo
Fenoles y/o Cloruro fémico 44+ Verde
Taninos azulado
Flavonoides Shinoda +H+ Rojo
Flavonoides Antocianidinas | Rojo a
marrén
Leyenda
(++) : Abundante
++ :  Moderado
() . Leve
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Figura 1. Tension (g) de la contraccion de
los anillos traqueales segin tratamientos.

Homina  Sekutamol 1 1% 1%
Traiamientos
Figura 2. Nimero de contracciones de los
anillos traqueales en respuesta a los

tratamientos.
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Figura 3. Altura de las contracciones de los
anillos traqueales en respuesta a los
tratamientos

DISCUSION

Para determinar el efecto broncodilatador de
extracto hidroalcohdlico de propéleo de Apis
mellifera “abeja” objeto del presente estudio
se procedi¢ a realizar la preparacion de
tintura madre el cual se sometid a
maceracion con alcohol etilico de 96° a
partir de ello se obtuvo el extracto blando de
propéleo con el cual se realizo el estudio. La
extraccion con etanol de 96° se hizo
teniendo en cuenta que es el disolvente mas
usado y adecuado para realizar la extraccién
de metabolitos presentes en el propdleo,
ademas de que se extrae la mayor diversidad
de compuestos quimicos presentes en las
drogas®.

Las caracteristicas organolépticas  del
propdleo en bruto segin estudio de diversos
autores varian segin el clima, el area
geografica, la latitud; asimismo estos
factores determinan las propiedades del
propbleo’.

En la Tabla 1 el propéleo presenta un
aspecto externo entero con  granos
briqueteados de estructura heterogénea con
presencia de impurezas, de color pardo
oscuro casi negro, olor caracteristico
resinoso y aromatico, sabor amargo picante.
La consistencia a temperatura superior a
20°C es viscoso, blando y pegajoso, a
temperatura menor a 15°C es duro
quebradizo.

En nuestro pais podemos encontrar
diferentes tipos de propdleo de acuerdo a la
ubicacion geografica de su produccion,
donde la altura de la zona de recolecciény la
escasa o nula contaminacién de la regién son
caracteristicas que le confieren un valor
agregado al propéleo peruano®.

Con respecto a las caracteristicas fisico -
quimicas del propoleo presentes en la Tabla
2 se observa la presencia de humedad de
4,264%, cenizas totales 1,290% y solidos
totales 17,188%; estos valores indican que la
muestra analizada cumple con la normativa
vigente del Ministerio de Agricultura de
Brasil,” que indica que la humedad no debe
ser superior al 8%, cenizas totales 5% vy
sOlidos totales 40%. Ademas afirma
Martinez,'® que entre menos humedad
contenga la muestra presentara mayor
concentracion de compuestos bioactivos.

En el tamizaje fitoquimico, los metabolitos
presentes en el extracto hidroalcohdlico de
propoleo se determinaron utilizando pruebas
especificas de coloracién y precipitacién,’
donde se encontré abundante presencia de
triterpenos  y/o  esteroides, catequinas,
resinas, fenoles, y/o taninos y flavonoides;
Chong,“ sefiala la presencia de resinas,
flavonoides, compuestos fendlicos
antocianinas y cumarinas, pero en el
presente estudio no se evidencio la presencia
de cumarinas como afirma Chong,

Medina,’ evidencié6 mediante ensayos
cromatograficos (CCF) y UV - visible la
presencia de flavonoides como crisina,
galangina, pinosembrina y  apigenina
aislados de propoleo.

La presencia de flavonoides en el propéleo
permite sospechar que debe de existir una
actividad bioldgica en las células debido a
las propiedades conocidas por estos
compuestos'?.

Asi mismo segin Ferré en el 2004, algunos
de los componentes fendlicos del propéleo,
como el acido caféico y el éster del acido
fenil - etil caféico, la quercetina y la
naringenina, ejercen efectos
antiinflamatorios y actian sobre la
produccién de eicosanoides, tanto in vitro,
suprimiendo la generacion de
prostaglandinas y de leucotrienos en
macrofagos peritoneales, como in vivo, en la
inflamacién peritoneal aguda inducida por la
zimosina®”.

El propdleo por via oral suprime de forma
significativa fa via de la lipooxigenasa en el
metabolismo del acido araquidénico y, el
éster del Acido fenil - etil caféico es, de entre
los componentes conocidos del propdleo, el
modulador mas potente de la cascada del
acido araquidonico. Ambos productos
disminuyen la actividad de la ciclooxigenasa
en macroéfagos, medida en funcién de la
produccion de prostaglandina E,, y protegen,
al tejido cartilaginoso y a los condrocitos



humanos, de los dafios producidos por la
interleuquina-18".

Este es el caso de la miricetina y la
quercetina  que, a  concentraciones
relativamente altas, son capaces de bloquear
in vitro los mecanismos de accién de la
ciclooxigenasa y la lipoxigenasa, mientras
que a concentraciones bajas inhiben sélo la
accion de la lipoxigenasa. Estas propiedades
antiinflamatorias también se han demostrado
in vivo para numerosos flavonoides en
distintos modelos de inflamacién aguda y/o
cronica. Entre ellos cabe mencionar: la
nepetina,  apigenina, rutina,  crisina,
quercetina, quercitrina y luteolina’®,

Por lo expuesto se puede inferir que el
propoleo no tiene un mecanismo especifico
de ser un broncodilatador, pero la presencia
de flavonoides y compuestos fenélicos son
los que le confieren propiedades
terapéuticas.

El ensayo farmacoldgico se realizé teniendo
en cuenta que los anillos traqueales aislados
de cobayo mantienen su funcién de
contraccion y relajacion cuando se
encuentran  inmersos en  soluciones
adecuadas Jagdish et al,’ por tal motivo los
anillos traqueales se mantuvieron todo el
tiempo inmerso en la solucién de Tyrode a
37°C con una adecuada oxigenacion
constante en todo momento desde su
aislamiento. Los resultados se observaron en
la computadora gracias al software
(LabChart) la que muestra la contraccién y
relajacion del organo aislado la cual
modifica la tension mecanica que ejerce, la
que es convertida en sefial eléctrica mediante
un transductor de tensién; esta sefial es
ampliada y registrada para cuantificar los
cambios de tension ejercida por el oérgano
aislado.

En la Figura 1, se observé que el extracto
hidroalcohdlico de propoleoc a la
concentracion de 5% redujo a 10,818 g la
tension generada por la  histamina
presentando un efecto similar a la del
salbutamol (10,852 g), a diferencia de las
que presentaron las concentraciones de 10%
y 15% que redujeron aun mas la tension a
10,206 g y 9,371 g respectivamente.
Estableciéndose asi una relacion dosis -
respuesta puesto que a mayor dosis se
obtuvo una mayor disminucién de la tensién
generada. La prueba de Tukey corrobora lo
mencionado, donde el extracto de propdleo
al 5% y el salbutamol poseen el mismo
efecto farmacolégico con respecto al grado
de tension.

Mientras en la Figura 2 se observa el numero
de contracciones generados por los
tratamiento en la que se ve, que el
salbutamol disminuye el nimero de
contracciones generada por la histamina en
un namero de 21,40 seguida por el extracto
de propbleo al 5% en 19,20 y de las
concentraciones de 10% y 15% con 15,40,
9,80 respectivamente. La prueba de Tukey
demuestra que el extracto de propéleo al 5%
y el salbutamol tienen semejante efecto
farmacoldgico con respecto al nimero de
contracciones.

En la Figura 3, se observa que las alturas
alcanzadas por las contracciones son mas
pequefias en los tratamientos con salbutamol
(9,52 mm) y las concentraciones al 5%, 10%
y 15% que muestran alturas de 9,24; 8,42 y
7,30 mm respectivamente, a comparacion
del tratamiento con histamina que alcanzod
una altura de 11,06 mm. Con respecto a la
prueba de Tukey muestra que el salbutamol
y el extracto de propdleo al 5% tienen
respuestas estadisticamente semejantes.

Con respecto al analisis de varianza del
grado de tension, el nimero y altura de
contracciones  muestran que  existen
diferencias significativas en los diferentes
tratamientos, mostrando que las tres
concentraciones trabajadas tienen efecto
broncodilatador.

Bautista, " determiné el efecto
broncodilatador del extracto fluido de Menta
aff. arvensis L. “hierba buena” en traquea
aislada de cobayo y reportd que el extracto
fluido al 10% y 15% presentan valores de
disminucién estadisticamente similares. El
extracto fluido al 20% y el salbutamol
2mg/5ml presentan uma disminucién de la
respuesta contractil estadisticamente
similares (p>0,05),". En el presente trabajo
el extracto de propdleo al 5% es
estadisticamente similar al salbutamol
(20mg/10ml), ademas que el extracto de
propéleo al 15% disminuye ain mas el
numero de contracciones (Figura 2), pero
también se observa un inconveniente que
conforme va pasando el tiempo va
disminuyendo el nimero y la altura de
contracciones; esto podria deberse a que no
presenta mucha afinidad a los receptores
histaminérgicos o presenta otro tipo de
receptores.

La histamina es uno de los principales
mediadores de la inflamacién en la fase
inmediata del asma, causando la incapacidad
de respuesta de las vias respiratorias
produciendo hiperinflamacién de las vias



bronquiales. Chhaya er al.,'® determiné que
en los modelos del musculo liso en PAL
posee eficacia inhibitoria por 100% (1 pg),
133% (2 ug) v 126% (4 pg) en el ileon de
cobayo frente a 1 pg de histamina; mieniras
en cadena traqueal el 86% (1 pg), 100% (2
pg) y 106% (4 pg) frente a 1 pg de
histamina y en tira de fondo del ojo de rata
50% (1 ug), 75% (2 pg) y 100% (4 ug)
frente a un pg de SHT.

Esto nos permite corroborar que el conejillo
de indias es altamente sensible a la
histamina debido a la presencia de
receptores histaminérgicos en el ileon y en el
musculo liso traqueal.

También se puede mencionar que Jagdish es
al,’ demostré la actividad antiasmatica de
Leptadenia reficulata (Retz) Wt & Am
leaves. Demostrandose asi que 10 pg/ml de
histamina produce contraccion del ileon
aislado y el tratamiento con el extracto
hidroalcoholico de Leptadenia reticulata a
una concentracion 0,8 mg/ml inhibié
significativamente  (p<0,01) el efecto
contractil de la histamina. Asi como también
Ia histamina a ia misma dosis administrada
en cadena traqueal con el mismo extracto a
una dosis de 1,2 mg/ml inhibid
significativamente  (p<0,01) el efecto
contractil de la histamina. La actividad
biolédgica se hace responsable a la presencia
de flavonoides y saponinas identificadas en
el extracto.

En el estudio in vitro se han encontrado que
el 1,8 - cineol tiene  efectos
farmacolégicamente importantes: relaja los
musculos lisos de la traquea de cobayos
manteniéndolas un bajo tono basal, tiene
propiedades antiinflamatorias significativas
a través de su capacidad para reducir los
niveles de los marcadores de procesos
inflamatorios en las wvias respiratorias.
Cuando se realizo la respuesta contractil con
la histamina se realizd en traquea aislada de
cobayos el 1,8 - cineol era capaz de relajar la
contraccion lo que indica que su efecto
relajante muscular también puede estar
presente en la fase inicial
broncoconstrictora'”.

Finalmente a condiciones experimentales el
extracto hidroalcohélico de propoleo de Apis
mellifera “abeja” ha evidenciado tener
efecto broncodilatador a la concentracion de
5% el cual presenta un efecto similar al del
salbutamol; pero debe tenerse cuidado ya
que a medida que pasa el tiempo va
disminuyendo ain mas el namero de y altura
de contracciones.

1.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Organizacién Mundial de la Salud
[OMS] datos sobre el asma [revista en
internet]. 2011 [acceso, 20 de Octubre
del 2013]; Disponible en
http://www.who.int/features/factfiles/ast
hma/es/index.html.

Castaldo S, Capasso F.Propolis, an old
remedy used in modern medicine.
Fitoterapia [revista en internet]. 2002
[acceso, 22 de setiembre del 2013]; 73
Suppl. 1, SI1-86. Disponible en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1
24957.

Gomez C, Gomez R, Arraez R, Segura
C, Femandez G, Advances in the
analysis of phenolic compounds in
products derived from bees. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. [revista en internet]. 2006
[acceso, 22 de Setiembre del 2013]; 4
(3):728-736. Disponible en
http://www.scienced
rect.com/science/article/pii/S073170850
6002536.

Miranda M, Cuellar A. Manual de
Practicas de Laboratorio:
Farmacognosia y Productos Naturales.
Cuba: Instituto de Farmacia vy
Alimentos. Universidad La Habana,
2000.

Jagdish B, Sandip A. Antiasthmatic
Activity of Leptadenia reticulata (Retz)
Wt & Am leaves. International
Conference on Applied Mathematics
and Pharmaceutical Sciences (ICAMPS)
[revista en internet].2013 [acceso, 14
agosto del 2013]; 3: 335-339.
Disponible en
http://webcache.googleusercontent.com/
search?q=cache:jE0J8DFH%%oJ:www.re
searchgate. net/publication/252931633 _
Antiasthmatic_activity_of the_methano
lic_extract_of Physalis_angulata_Linn/
file/3deec51f57638a%e2.pdf+&cd=1&
hl=es&ct=clnk&gl=pe&client=firefox-
a

Luna L. Estudio del efecto de dos
promotores inmunolégicos de origen
natural (propdleo, polen) y su incidencia
en la produccién de pollos de engorde,
en el sector el Tejar, provincia de
Imbabura. [Tesis pregrado]. Ecuador:
PUSE-SI; 2011.

Medina A. Flavonoides aislados de
propoleos chilenos y  bioactividad.

[Tesis pregrado]. Chile: Universidad


http://www.vsho.int/features/factfiles/ast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://rect.com/science/article/pii/S073170850
http://webcache.googleusercontent.com/
http://searchgate.net/publication/25293

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Austral de Chile; 2012.

Reyes C. Actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de propéleo
peruano sobre cultivos de bactenas
anaerobias frecuentes en pacientes con
periodontitis cronica. [Tesis pregrado].
Lima: UNMSM; 2010.

Ministerio de Agricultura del Brasil.
Instrugdo Normativa n® 3 - ANEXO VI
Regulamento técnico para fixagdo de
identidade e qualidade de propolis.
Diario Oficial da Republica Federativa
do Brasil, 19 jan. 2001. [Acceso 18 de
noviembre del 2013] Disponible en
http://www.apacame.org. br/mensagem
ce/60/normas htm.

Martinez G. Caracterizacion fisico -
quimica y evaluacion de la actividad
antifingica de propodleos recolectados
en el suroeste antioquefio. [Tesis de
Maestria]. Colombia:  Universidad
Nacional de Colombia sede en
Medellin; 2009.

Chong A. Formulacién y evaluacion de
la actividad antitusigena del jarabe
elaborado a base de extracto
hidroalcohdlico de propdleo de Apis
mellifera “abeja”. [Tesis pregrado].
Ayacucho: UNSCH; 2008.

Angel C. Evaluacién de la actividad
genotoxica de propoleos recolectados en
diferentes apiarios de Cundinamarca y
Boyaca. [Tesis de maestria]. Colombia:
UN; 2012.

Farré R. Frasquet 1 Sanchez A. El
propolis y la salud. Ars Pharmaceutica
[revista en internet]. 2004 [acceso 18 de
noviembre del 2013] 45:1,21 - 43,
Disponible en
http://digibug.ugr.es/bitstream/10481/28
176/1/Ars%20Pharm%202004%3B45(1
)21-43 pdf.

Bonkanka T. Evolucién farmacoléogica
de terpenos y flavonoides de origen
vegetal. {Tesis de doctorado]. Espaiia:

Universidad de la Laguna - Caja
Canarias; 2007.
Bautista L. Evaluacion del efecto

broncodilatador del extracto fluido de
Mentha aff. arvensis L. “hierba buena”
en traquea aislada de Cavia porcellus
“cobayo” [Tesis pregrado]. Ayacucho:
UNSCH; 2012.

Chhaya K, Shobharam S, Lokesh D,
Actividad antiasmatica del extracto
metandlico de Physalis angula Linn.
Revista internacional Journal of
Medicinal Plants Research. [revista en

17.

internet]. 2011 [acceso, 18 de Julio de
2013]; Vol. 5(22), pp. 5351-5355.
Disponible en
http://webcache.googleusercontent.com/
search?g=cache;JEOJ8DFH%o0J.www.re
searchgate net/publication/252931633_
Antiasthmatic_activity_of the methano
lic_extract_of Physalis_angulata_Linn/
file/3deec51f57638a%¢e2 pdf+&cd=1&
hi=es&ct=clnk&gl=pe&client=firefox-
a.
Vasco P. Accion Broncodilatadora y
antiinflamatoria del 1,8 - cineol en
modelo experimental de asma en
cobayos. [Tesis de doctorado]. Brasil:
Universidad Federal de; 2009,


http://www.apacame.org.br/mensagem
http://digibug.ugr.es/bitstream/l
http://webcache.googIeusercontent.com/
http://searchgate.net/publication/25293

