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RESUMEN: EIl propdleos es un producto resinoso complejo producido por las &pigasellifera,el cual posee diversas
actividades biolégicas como inmunomodulador, antiinflamatorio, anticancerigeno, antiviral, antibacteriano, antioxidaotesentre
El propdsito del siguiente estudio fue realizar una evaluacién in vivo de las propiedades antiinflamatorias de un exopgéteade p
chileno, sobre el modelo de edema auricular inducido por 13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol (TPA) en pabellén auridular de rat
para posterior evaluacion y analisis histolégico. El extracto de prop6leos chileno (EEP) utilizado se obtuvo a partir eéadm mac
etandlico, rotaevaporado y liofilizado. Se observé que el EEP disminuyé el edema y el infiltrado inflamatorio de fornaisignific
Estos resultados sugieren que el extracto etandlico de propdleos chileno posee potenciales efectos antiinflamatorioses meldulado
sistema inmunolégico en edema auricular.
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INTRODUCCION

El propoleos es una sustancia de aspecto resinosoftndlicos, taninos, estilbenos y lignanos (Igetal, 2011).
bricado por la abejaApis melliferd a partir de las yemas de Dentro de los polifenoles podemos subdividirlos en dos gran-
plantas adyacentes a la colmena (Ngaal, 2011). Las abe- des grupos: flavonoides y no flavonoides. En el grupo de
jas mezclan estas sustancias obtenidas de los arboles colpsudlavonoides se encuentran las antocianinas, flavonoles,
saliva y forman el propdleos, el cual es utilizado para sellfiavanonas, flavonas, isoflavonas, proantocianidinas (taninos
los orificios presentes en la colmena y evitar de esta formaceindensados), entre otras (Changl, 2002; Takost al,
ingreso de microorganismos, ademas de ser principalme@®6). En los no flavonoides se encuentran los alcoholes
un antimicrobiano de origen natural (Abu-Me#&hl, 2012). monofendlicos, acidos fendlicos simples y estilbenos. De-
Dentro de los componentes del propdleos se encuentisido a esta variedad de compuestos, el propéleos ha sido
flavonoides, acidos organicos, fenoles, diversas enzimas, wiilizado por la medicina tradicional, debido a la presencia
taminas y minerales (Benkowvit al, 2007). Siendo confor- de diversidad de propiedades como antibacterial, antifiingico,
mado por un 50% de resina, 30% de saliva, 10% de aceitgsiviral, anti-inflamatorio, inmuno-estimulante y en el tra-
aromaticos y esenciales, 5% de poje5% de otras sustan- tamiento de patologias gastrointestinales, como Ulceras
cias que incluyen vitaminas como A, B (1, 2y 6), C, Dy EErejuwaet al, 2012; Mihaiet al, 2012; Valenzuelat al,

y otros como trazas de minerales. Dentro de estos compo45). El proposito del siguiente trabajo, fue evalugivo
nentes, debemos mencionar los polifenoles, estos se puedeittividad anti-inflamatoria de un propéleos chileno reco-
agrupar dependiendo del nimero de anillos fendlicos, legtado en la localidad de Mulchén, regién del Bio-Bio, en el
cuales pueden interactuar con anillos fendlicos adyacentemdelo de edema auricular de ratén inducido por TPA y el
Estos compuestos comprenden: flavonoides, acidasalisishistologico de estas muestras.
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MATERIAL Y METODO Histopatologia.Una vez fijadas las muestras en formol, fue-
ron lavadas en agua para eliminar el exceso de fijador. A
continuacion, se realizaron los cortes en un micrétomo de

Recoleccion de la muestra de propdleoka recoleccion de congelacion marca Leitz, con un grosor d@d0 las mues-

la muestra de propdleos chileno fue obtenida desde los canmas fueron montadas en portaobjetos para el consiguiente

pos alrededor (100 kilémetros a la redonda) de la ciudad @studio histolégico. A continuacion, se realizé la fijacion de

Mulchén (Region Bio-Bio, Chile). La muestra fue obtenidéas muestras durante 1 minuto en metanol, y finalmente te-

con el método tradicional de raspado con espatula de los falas con Hematoxilina-Eosina (15 y 5 min respectivamen-

nales de abeja. Posteriormente la muestra fue triturada yt&): Luego, los cortes fueron deshidratados con alcohol etilico
mizada para eliminar la madera y residuos de insectos. en concentracion ascendente (50°, 70°, 90°, etanol absolu-
to), finalizando con xilol-etanol (3 min) y xilol (5 min). Las

Preparacion de extracto de polifenoles de propdleosa muestras fueron montadas en un medio resinoso y evalua-

muestra de propéleos fue almacenada a 4 °C protegida déda con un microscopio 6ptico marca Leica.

luz, previo al andlisis. 15 g de propdleos fueron mezclados

con 50 mL de etanol absoluto, grado analitico (Merck). La Se realizaron diversas fotografias de las muestras

muestra fue macerada durante 7 dias, con dos periodohidologicas, las que fueron digitalizadas mediante el uso de

agitacion durante dos horas al dia. Terminado los 7 diasud®&a camara Canon (PowerShot A810) y un microscopio
maceracion, la muestra fue filtrada con papel filtro Whatmanarca Leica a un aumento final de 100X. Luego de la cap-

N° 1, método modificado de Barrienteisal. (2013). tura de las imagenes, estas fueron transferidas al programa
Image-pro Plus (demo), para realizar la medicion del dia-

Cuantificacion de polifenoles y flavonoidesl.a determi- metro de las muestras. Con la ayuda de un portaobjetos gra-

nacién de polifenoles y flavonoides totales presentes endelado, se tomaron 5 mediciones al azar de cada una de las

extracto etandlico de propodleos se realizd de acuerdo al masestras desde el extremo de epidermis a epidermis de for-
todo descrito por Lilleet al. (2016). ma transversal.

Animales de experimentaciénSe utilizaron ratones ma- Analisis estadisticoPara determinar si existen diferencias
chos adultos CD-I (25-30 g de peso corporal), obtenidsgnificativas entre las muestras en cada uno de los analisis,
desde el bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas destarealiz6 en ANOVA de un factor y posteriormente un test
Universidad de La Salle, México. Estos se mantuvieron ele Tukey con un nivel de significancia del 95%. Para el ana-
un ambiente controlado, con ciclos diarios de 12 horas lids estadistico se utilizé el programa Prisma 5.0 demo.
luz/oscuridad, temperatura ambiental dé @2/ comida y
aguaad libitum.

RESULTADOS
Edema auricular en raton inducido con TPA.El edema
auricular se indujo de acuerdo al método descrito por De
Young (1989) y modificado por Pagéal (1992). Los ani- Analisis de compuestos quimicos del propéleota
males fueron pesados y sedados mediante una dosiscdentificacion espectrofotométrica del extracto etanélico del
pentobarbital sédico IP (35-70 mg/kg PV). Comprobada suopdleos chileno evidencié una alta concentracién de
sedacion, se procedié a la aplicacién de una solucion de Tp#lifenoles (método de Folin Ciocalteu) y flavonoides tota-
(2,5 pgloreja) disuelto en etanol (21), siendo aplicado les (métodos colorimétricos de cuantificacion, ANCR,4
tépicamente en la superficie interna y externa del pabell@initrofenilhidrazina) (Tabla 1). Ambas técnicas
auricular de la oreja derecha, utilizando como control la orejalorimétricas permiten cuantificar diferentes grupos de
izquierda. A un grupo de ratones tratados con TPA, se Rsvonoides: flavonas y flavonoles; flavanonas, flavanonoles
aplicé un tratamiento con propdleos chileno (fi@fbreja) e isoflavonas respectivamente, presentes en la muestra de
disuelto en etanol (20L).Transcurridas 4 horas de aplica-propéleos.
dos los tratamientos, se sacrificaron los ratones con una
sobredosis de C@obre el 70%, realizando el reconocimienAnalisis histoldgico.El analisis histolégico presenté mar-
to de los signos de muerte (cese del latido cardiaco y regmelas diferencias en la evaluacion de los distintos tratamien-
racion, ausencia de reflejos ocular y descenso de la temjmes. La muestra de pabellén auricular normal (Figs. 1A, By
ratura corporal). Comprobada la muerte de los animales, &g corresponde a una muestra control sin tratamiento. Mien-
procedid a la obtencion de las muestras de cada pabellias que el control de inflamacion corresponde al tratamien-
auricular por sacabocado (6 mm de diametro), siendo depo-con TPA (Figs. 1 D, E y F), donde se observa bajo el
sitadas en formol al 10% a pH 7,4 por 48 horas. epitelio una vasodilatacion acentuada, marcado edema y
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congestion e infiltracion leucocitaria inicial. Mientras quese observa edema y congestion moderada, con menor infil-
en el tratamiento de propéleos mas TPA (Figs. 1 G, H y tjacién inflamatoria.

Tabla I. Cuantificacion espectrofotométrica de polifenoles totales de propéleos chileno.
Polifenoles Totales* (mg/g) AlCl31 (mg) 2,4-DNFH2(mg/g)

247+9 75,2 £4.1 118+ 11

Los resultados fueron expresados como el promeialesviacion estandar. *Contenido de
polifenoles totales = equivalentes de acido galjap iL?) x volumen total del extracto
etandlico (L)- masa de la muestra (g) x factor de dilucion. 1Contenido de flavonas y flavonoles
= equivalentes de quercetina u pinocembripg L. 2Contenido de flavanonas y
flavanonoles = equivalentes de pinocembrjrgrfiL?).

Fig. 1. Evaluacion de la actividad anti-inflamatoria de prop6leos chileno en cortes transversales de pabellon auricsilar tratado
con TPA. (A, B y C) Pabell6n auricular normal, control sin tratamiento. (D, E y F) pabellon tratado con induccion de inflama-
cién con TPA (2,5ug/oreja), se observa lesién inflamatoria con edema, congestion e infiltracion leucocitaria. (G, Hy I) Trata-
miento con propéleos chilenos (10§ oreja) y TPA (2,51g/oreja), se observa edema y congestion menos marcada, con dismi-
nucion del proceso inflamatorio. Las muestras fueron tefiidas con hematoxilina-eosina, el * indica capilares y las flanhas indic
el espacio entre la epidermis y el cartilago elastico (A, D y G 100X; B, E y H 400X; C, F y | 1000X).
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Medicién diametro de muestras histoldgicad.os resul- descrito la actividad antiinflamatoria de propéleos recogi-
tados muestran diferencias significativas en la medicion dibs de diversas regiones del mundo, el potencial del
diametro de los cortes histolégicos entre los tratamientpeopoéleos chileno no se ha explorado como antiinflamatorio
evaluados (Fig. 2). Se observé un aumento considerable @brenoet al, 2000; Naiket al, 2015). Siendo esta la pri-
diametro en la muestra tratada solo con TPA (0.48 mmmera evaluacidim vivo con evaluacion histologica que se
seguido por la muestra tratada con TPA mas propoleos (Or2aliza con un propodleos chileno.
mm) donde se observé una reduccién considerable del dia-
metro de la muestra, y por dltimo la muestra control (0.15 Nuestros resultados obtenidos en los ensianyaso
mm) es la que presentd el menor diametro. indicarian que el extracto de propdéleos chileno, disminuiria
el proceso inflamatorio agudo de forma significativa en una
0.6 lesion topica con TPA gracias a la alta concentracion de
polifenoles presentes en la muestra, disminuyendo el dia-
metro de la oreja inflamada de forma significativa. Estos
resultados son similares a los presentados por étaak
(2015), en propoleos Hindues, donde observaron que el ex-
tracto etandlico, sus fracciones y compuestos volatiles del
propdleos presentaban actividad antiinflamatoria topica sig-
nificativa disminuyendo el diametro de inflamacion. Diver-
sos propoleos chilenos se caracterizan por presentar una alta
concentracion de pinocembrina, sin embargo se presume que
la sinergia de los compuestos polifendlicos debidos a la di-
versidad de flora adyacente a la colmena estarian
involucrados en las diferentes actividades biolégicas aqui
reportadas (Herremt al, 2010).

0.4

Diametro (mm/oreja)

0.0 =

Fig. 2. Evaluacioén del diametro del edema auricular de raton induci- Ademas. nuestros resultados de la evaluacion

do con TPAy tratado con propoéleos chileno. Se puede observarmgtobgica nos permitieron observar los cambios en el teji-

aqmento considerable del diametro en Iq muestra tratada con T%, pudiendo determinar que el tratamiento con propoleos
mientras que la muestra tratada con propdleos presenta una disminu-

cién del diametro. Las medias con distintas letras indican diferefe! Mt el mantenimiento de la integridad del epitelio, dis-

cias significativas en la prueba de TukegQ@5). Control: Muestra Minuyendo la Congestiép y vasodillatacién en pequefios va-
sin tratamiento; TPA: Muestra tratada con TPA; Prop+TPA: Muest&0S Y €l ed.ema en eI. tejido conectivo, ademas de reducir la
tratada con extracto etanolico de propdleos y TPA. respuesta inflamatoria del tejido.

DISCUSION CONCLUSION. Los resultados obtenidos en este trabajo nos
permiten concluir que el extracto etandlico de propdleos chi-
leno presenta actividad antiinflamatoria sobre lesiones tépi-

La respuesta inflamatoria es una medida de protezas con inflamacion aguda generadas con TPA en pabellon

cion del cuerpo ante una injuria, que permite proteger alricular de raton, disminuyendo de forma significativa el dia-
huésped del agente agresor, con la finalidad de reestablenetro y los hallazgos histolégicos de la lesion generada por el
la homeostasis (Moreno, 2016). Sin embargo, una respugstaceso inflamatorio. Por lo tanto, estos datos podrian ser uti-
descontrolada del organismo, puede generar diversos sititados para profundizar sobre el potencial del propéleos chi-
mas dolorosos en los pacientes (Gautam and Jachak, 20680 en patologias asociadas a procesos inflamatorios.
Zhanget al, 2017). En la constante bdsqueda de nuevos
farmacos con actividad antiinflamatoria, los productos na-
turales nos brindan una gran diversidad de fitoquimicos, c&lGRADECIMIENTOS . Se agradece al Departamento de
una incomparable complejidad estructural y un gran pote@iencias Basicas, al Departamento de Ciencias Quimicas y
cial biolégico (Gomezt al, 2011). A nivel mundial, el Recursos Naturales de la Universidad de La Fronteray a la
propoleos ha sido utilizado por la medicina tradicional defacultad de Ciencias Quimicas de la Universidad La Salle
de la antigiiedad, esto gracias a sus diversas propieda@ééxico) por facilitar sus dependencias para este trabajo.
farmacolégicas entre las que se destaca su potencdhalemas, por la sustentacion econémica de la Beca Docto-
antiinflamatorio, sin embargo, su composicién y propiedaial Nacional y Beca de Apoyo de tesis CONICYT

des varian ampliamente de un lugar a otro. Aunque senf21120557 y 21140816.
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