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RESUMEN

El presente trabajo tiene por objetivo determinar el efecto broncodilatador del extracto hidroalcoholico de propoleo de
Apis melliféera “abeja” en anillos traqueales aislados de Cavia porcellus “cobayos’. El propoleo fue recolectado en el distrito de
Chalhuanca, provincia de Aymaraes de la region Apurimac. Se determinaron las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas
del propdleo en bruto, y se realizé el tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico. El efecto broncodilatador se determiné
mediante el método de Jagdish et al. modificado, utilizando anillos traqueales y haciendo uso de un quimdgrafo automatizado,
Panlab Harvard; las contracciones fueron inducidas por histamina 5 x 10* M, registrandose el aumento de tension, nimero y
altura de contracciones. Como control positivo se usé salbutamol, el extracto hidroalcohdlico se ensayo a las concentraciones
de 5, 10 y 15%. El extracto hidroalcoholico de propoleo al 5% redujo la tensidn a 10,818 g, semejante a lo logrado con salbutamol
(10,852 g), obteniéndose mejores resultados al 10 y 15%, 10,206 y 9,371 g, respectivamente. El nimeroy altura de las contracciones
fueron de 21,40y 9,52 mm con salbutamol; con extracto: 19,20 y 9,24 mm al 5%; 15,40y 8,42 mm al 10%y 9,80 y 7,30 mm al 15%.
El andlisis estadistico mostré diferencias significativas en los diferentes tratamientos (p<0,05%). Se concluye que el extracto
hidroalcohdlico de propdleo tiene efecto broncodilatador, mostrando mayor efecto al 5%.

Palabras clave: Propdleo, extracto hidroalcohdlico, efecto broncodilatador, Apis mellifera, Cavia porcellus.

SUMMARY

The present work was carried out in order to determine the effect of bronchodilator of hydroalcoholic extract of propolis from
Apis melliféera "bee" in tracheal rings isolated from Cavia porcellus "cobayos". The sample was collected in Chalhuanca district,
Aymaraes province Apurimac region. Were determinated organoleptic and physical-chemical characteristics of raw propolis, and
was realized phytochemical screening of hydroalcoholic extract. The bronchodilator effect was determined by the method of
Jagdish et al. modified in tracheal rings, using an automated kymograph, Panlab Harvard; contractions were induced by histamine
5 x 10* M, registering increasing tension, number and height of contractions. It was used as control salbutamol and assessed
the hydroalcoholic extract of propolis to concentrations of 5%, 10% and 15%. The hydroalcoholic extract of propolis 5% reduced
tension to 10,818 g similar to salbutamol (10,852 g), getting better results to 10% and 15%, 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 at 10%
and finally 9,80 and 7,30 mm at 15%. Statistical analysis showed significant differences in the different treatments (p<o,05%). Was
conclude that the hydroalcoholic extract of propolis has bronchodilator effect, showing greater effect at 5%.

Keywords: Propolis, hydroalcoholic extract, bronchodilator effect, Apis mellifera, Cavia porcellus.

INTRODUCCION un valioso arsenal de sustancias para la industria
1 propodleo ha sido ampliamente utilizado farmaceu’tlca. o )

E en la medicina tradicional desde tiempos Seguin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),

antiguos, reconocido por las propiedades mas de 235 millones de personas en el mundo padecen

terapéuticas que se le han atribuido. En la medicina de asma, siendo una de cada 250 muertes, causada por

tradicional peruanaesusado enafeccionesrespiratorias ~ €Ste mal. Las estadisticas también indican que mas

—incluyendo asma-, para las que suelen emplearse del 80% de las muertes por asma ocurren en paises de
; . . s i i io-bajos

ademas resinas, balsamos y plantas medicinales, N8resos bajos y medio-bajos .

en practicas terapéuticas que se han transmitido El propdleo es una sustancia resinosa, gomosa y

de generacion en generacion, y que han preservado balsamica, obtenido por las abejas obreras de la especie
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Apis melljféra, a partir de los exudados de las cortezas y
diversos tejidos de las plantas. Los materiales colectados,
son triturados, humedecidos con saliva y secreciones
enzimdticas, mezclados con la cera producida por las
glandulas céreas y finalmente transportadas por las abejas
hacia la colmena, donde cumplen diversas funciones .

Es utilizado por la gran variedad de compuestos
que presenta, entre estos 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 ©.

Porsu propiedad broncodilatadora, esempleadoenel
tratamientodelasma;porestarazonsedesarrolléel presente
trabajo de investigacion que estuvo orientado a conocer
los principales metabolitos secundarios responsables de
dicha actividad mediante tamizaje fitoquimico, asi como
corroborar el efecto broncodilatador in vitro utilizando el
modelo de anillos traqueales aislados de cobayo, haciendo
uso de un quimografo automatizado; este equipo tiene un
transductor y amplificador con conexién a un computador
que permitio6 registrar la actividad muscular del érgano
aislado de manera mas precisa. Por estas consideraciones,
el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto
broncodilatador del extracto hidroalcoholico de propodleo
de Apis melliféra “abeja” en anillos traqueales aislados de
Cavia porcellus “cobayos”.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizo
en los laboratorios de Farmacologia y Farmacognosia
de la Escuela de Formacion Profesional de Farmacia 'y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga,
durante los meses de julio a diciembre de 2013.

Animales de experimentacion. Se extrajeron lastraqueas
de 15 cobayos Cavia porcellus de 18a misma edad, machos,
peso 600 +/- 50 g, procedentes del Instituto Nacional
de Investigacion Agraria - Ayacucho, los 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 Bioldgicas de
la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

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

Solucién patrén. Se prepard una solucién con 20
mg/10 mL de agua destilada y se filtré para obtener la
solucion patron de salbutamol.
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Extracto hidroalcohélico de propdleo. Preparado a
concentraciones de 5, 10 y 15%, con medio nutricio de
Tyrode.

Histamina. Se prepar6 en agua destilada a una
concentracidén de 5x10™* M.

Diseiio metodoldgico. Basico-experimental.

Recoleccion, seleccion y secado de la muestra. El
propdleo de Apis melljféra fue producido en el distrito de
Chalhuanca, a 2897 m de altura, provincia de Aymaraes,
region Apurimac. Se utilizaron dos muestras de propoleo
en bruto. El sistema de muestreo fue por conveniencia.
Se recolectd de 30 colmenas en las mananas de clima
templado, durante el mes de julio del 2013, mediante
raspado directo con espatula de todos los lugares de la
colmena en que estuviera depositado, tratando que el
producto permanezca en forma de escamas o trozos.

La muestra recolectada se coloco en bolsas plasticas
oscuras y luego se procedié a limpiar minuciosamente
con ayuda de una pinza para retirar los trozos de madera,
astillas de la colmena, abejas muertas, etc. El producto
seleccionado se dejo secar alejado de la luz, en habitacién
ventilada, en recipiente de vidrio, aproximadamente por
15 dias, para luego ser conservado en frascos de vidrio
color ambar a temperatura ambiente.

Preparacion de la tintura madre de propdleo. El
producto, congelado entre 5-10°C de 2 a 3 horas para
alcanzar consistencia solida, fue reducido a polvo
mediante molienda, para luego ser sometido a maceracién
en etanol de 96°, en proporcion 1:1 peso/volumen, durante
30 diasy agitando cada dia media hora aproximadamente.
Finalmente, previa refrigeracion a 8°C, se filtré en frio para
remover las ceras, consiguiéndose asi la tintura madre.

Preparacién del extracto blando de propdleo. El
extracto blando se obtuvo colocando la tintura madre
en bafio mariaa 37°Cy luego se envasé herméticamente
en frasco de vidrio, embaldndose adicionalmente con
cinta negra aislante para evitar el ingreso de la luz. Se
conservo en refrigeracion hasta su empleo.

Evaluacion de las caracteristicas organolépticas

Se realizé en el Laboratorio de Farmacognosia de
la Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y
Bioquimica, mediante evaluacién sensorial .

Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas

Se realizé siguiendo los procedimientos propuestos
por Miranda y Cuellar .

Determinacion de humedad. Se desecaron 5 g
del extracto a 105°C durante 3 horas. Se dejo enfriar
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a temperatura ambiente y se volvié a pesar para
nuevamente colocarlo) en la estufa durante 1 hora. Se
calcul6 mediante la siguiente formula:

Pérdida de peso (g)

[0) —
/0 de humedad = Peso de la muestra (g)

X 100

Determinacion de cenizas. Se pesaron 3 g del extracto
concentrado en un crisol de porcelana, previamente
incineradoy tarado, luego se calentaron suavemente en
una cocinilla hasta carbonizacion, se incineré a 500°C
en mufla por 3 horas, se enfrié en desecador, se pesd 'y
se calculé mediante la siguiente formula:

M,-M

o .
% de cenizas (MZ—M)/(Ml—M)

X 100

Doénde:

M = Masa del crisol vacio (g)

M, = Masa del crisol con la porcion de ensayo (g)
M, = Masa del crisol con la muestra (g)

100 = Factor matematico para los calculos

Determinacién de sélidos totales. Se colocaron 5,0
mL del extracto en una capsula previamente tarada, se
evaporo en estufa a 105°C hasta peso constante (aprox.
3 horas), se llevé a desecadora hasta que alcanzé
la temperatura ambiente, luego se peso. Se calculo
mediante la siguiente formula:

Pr-P

St v

X 100

Doénde:

Pr = Masa de la cdpsula mas el residuo (g)
P = Masa de la cépsula vacia (g)

V = Volumen de la porcién de ensayo

100 = Factor matemadtico para el calculo

Tamizaje fitoquimico
Las reacciones de identificacién de los diferentes
metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico se

realizaron siguiendo los procedimientos de coloraciény
precipitacion propuestos por Miranda y Cuellar @,

Determinacion de la actividad broncodilatadora

Se modificé el método de Jagdish et al. ® para
determinar la actividad broncodilatadora, de modo
que se indujo la broncoconstriccion de los anillos
traqueales aislados de cobayos, conservados en el
medio nutricio de Tyrode con histamina, y se evaluo
el efecto broncodilatador con la sustancia en estudio,
utilizando como patrén de referencia salbutamol.

Los animales de experimentaciéon se dividieron
aleatoriamente en cinco grupos:
* Grupo I: tratado con 1 mL de solucién de histamina
5x10™* M. Blanco.
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Grupo II: tratado con 1 mL solucién de salbutamol
20 mg/10 mL. Control.

Grupo III: recibié 1 mL del extracto hidroalcohdlico
de propoleo de Apis mellifera al 5%.

Grupo IV: recibié 1 mL del extracto al 10%.

Grupo V: recibio 1 mL del extracto al 15%.

Se suspendioé la alimentacion de los animales
24 horas antes del inicio del procedimiento, siendo
mantenidos con agua a voluntad. Luego de calibrar
el quimdgrafo, se sacrificaron los cobayos por
traumatismo encéfalo craneano y se les extrajo la
traquea, colocandola en solucién de Tyrode a 37°C.
Luego de lavarlas, se cortd transversalmente entre los
cartilagos liberando los anillos traqueales para atarlos
con seda quirdrgica por su seccidon cartilaginosa y
muscular, de modo que formen una cadena con su
partes musculares alternamente opuestas. Después
fueron transferidos a un bafio de 25 mL de solucion
de Tyrode en burbujeo constante a 37°C, siendo fijados
con seda quirurgica a un transductor y a la cadmara
para organos aislados. Aproximadamente 4 minutos
después de encender el software LarChart, se agrego 1
mL de histamina 5 x 10™* M y se observé por 4 minutos
para el grupo I. Para los demads grupos se hizo un
registro de control durante 4 minutos, se agregd 1
mL de histamina al bafio en que estaban inmersos
los anillos traqueales y luego de 4 minutos mas se
adiciono, segun correspondiera a cada grupo, 1 mL de
salbutamol o extracto al 5, 10 y 15%, respectivamente,
manteniéndose en observacion por 20 minutos.

Se hicieron 5 repeticiones por grupo. Todos
los cambios y movimientos fueron captados por el
transductor y registrados en la computadora.

Para el analisis de datos, se determin6 el promedio
de las diferencias de tensién generada con histamina,
salbutamol y extracto hidroalcohdlico de (s, 10 y 15%).
También se calcul6 el promedio y los valores de dispersion
del ntimero de las contracciones y las alturas alcanzadas
(mm) por éstas para cada uno de los tratamientos. Los
resultados, presentados comparativamente en tablas
y figuras, fueron sometidos al andlisis 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 utilizé un nivel de confianza p<o,05. Se emple6
el software estadistico SPSS version 20,0.

RESULTADOS

Los resultados se encuentran en las tablas 1-3 y
las figuras 1-3.



Carhuapoma M, Loayza B, Tinco ], Lépez S, lannacone ], Chdvez M.

Tabla 1. Caracteristicas organolépticas del propdleo de Apis melliferarecolectado en

el distrito de Chalhuanca, provincia de Aymaraes, regién Apurimac.

Caracteristicas Descripcion

Aspecto externo  Enteras y granos briqueteados

Estructura Heterogénea, presencia de impurezas
Color Pardo oscuro casi negro

Olor Caracteristico, resinoso y aromatico
Sabor Amargo picante

Consistencia

A temperatura superior a 20°C, es viscoso, blando y pegajoso,
a temperatura menor de 15°C es duro quebradizo
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del propdleo.

Caracteristicas Resultados (%)

Humedad 4,264
Cenizas totales 1,290
Solidos totales 17,188

actividad de la ciclooxigenasa en macrofagos
-medida en funcién de la produccién de
prostaglandina E2- y protegen al tejido

DISCUSION

El extracto en estudio se prepar6 con alcohol
etilico 96°, por ser éste el mas usado y adecuado ya
que extrae la mayor cantidad de compuestos quimicos
presentes en drogas ©).

Seguin diversos autores, el clima y la ubicacion
geografica determinan las propiedades del propoleo
bruto, incluyendo sus caracteristicas organolépticas .

Las caracteristicas fisicoquimicas determinadas
para el propdleo (tabla 2) cumplen con la norma vigente
del Ministerio de Agricultura del Brasil -humedad < 8%,
cenizas totales 5% y soélidos totales 40%-— ©® 9. El bajo
porcentaje de humedad hallado en el producto indica
mayor concentracion de compuestos bioactivos 9.

En el tamizaje fitoquimico se encontré abundante
presencia de triterpenos y esteroides, catequinas,
resinas, fenoles, taninos y flavonoides, coincidiendo
con lo indicado por Chong 9, excepto por la ausencia
de cumarinas en la muestra estudiada.

Medina I, evidencié en propdleo, mediante
ensayos cromatograficos CCF y UV-visible, la presencia
de flavonoides como crisina, galangina, pinosembrina
y apigenina.

Los flavonoides presentes en el propoleo sugieren
actividad biolodgica relacionada con ellos (2.
Segun Ferré (%, algunos de los componentes

cartilaginoso y a los condrocitos humanos de
losdafiosproducidosporlainterleuquina-1§ *. Sesabe que
la miricetinay quercetina, a concentraciones relativamente
altas 72 vitro, bloquean la accion de la ciclooxigenasa y la
lipoxigenasa, mientras a concentraciones bajas inhiben
solo a esta ultima. Estas propiedades antiinflamatorias
también se han demostrado in vivo para numerosos
flavonoides en distintos modelos de inflamacion aguda o
crénica. Entre estos cabe mencionar: nepetina, apigenina,
rutina, crisina, quercetina, quercitrina y luteolina 4.

De esto se infiere que el propdleo no tiene
un mecanismo broncodilatador especifico siendo
los flavonoides y compuestos fenolicos quienes le
confieren propiedades terapéuticas.

El ensayo farmacolodgico se realizé teniendo en
cuenta que los anillos traqueales aislados de cobayo
mantienensu funcionde contracciényrelajacion cuando
se encuentran inmersos en soluciones adecuadas,
Jagdish et al. ®, por tal motivo se mantuvieron inmersos
en solucion de Tyrode a 37°C con adecuada oxigenacion
constante desde su aislamiento. Los resultados fueron
recogidos por el software LabChart que registra la
tension mecanica de la contraccidn y relajacion del
organo aislado para convertirla en sefial eléctrica.

En la figura 1, se observa que el extracto
hidroalcohdlico de propdleo 5%, redujo a 10,818 g

Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico del propéleo.

fenodlicos del propdleo, como &cido caféico, Metabolitos T Resultados Observacién
éster del acido fenil-etilcaféico, quercetina y REL L.

naringenina, ejercen efectos antiinflamatorios  estoengee” /0 Lieberman-Burchard t RO?S,%”
y actue.ln sgbre la pr'od.ucaon de elcosap?ldes, Catequinas Catequinas s Verde
tanto in vitro, suprimiendo la generacién de carmelita
prostaglandinasyde leucotrienosen macrofagos — Resinas Resinas et Precipitado
peritoneales, como in vivo, en la inflamacién o
peritoneal aguda inducida por zimosina (%), EI ~ Azicares reductores Benedict =+ Pre?opjgado
proPoleo porvia qral suprime mgmﬁcahyarnente Fenoles y/o Taninos Cloruro férrico s Verde

la via de la lipooxigenasa en el metabolismo del azulado
acido araquidonico, siendo el éster del acido  Flavonoides Shinoda ot Rojo
fenil-etilcaféico el modulador mds potente Roi

de la cascada del 4cido araquidénico. Tanto el ~ Flavonoides Antocianidinas S matrén

propdleo como los flavonoides disminuyen la

(+++) Abundante,

(++) Moderado, (-) Leve
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Figura 1. Tension (g) de la contraccion de los anillos traqueales segin
tratamientos.

la tension generada por histamina; efecto similar al
salbutamol (10,852 g). Las concentraciones de 10 y
15% redujeron atin mas la tension llegando a 10,206 y
9,371 g, respectivamente. Se establecio asi una relaciéon
directa dosis-respuesta, puesto que a mayor dosis se
obtuvo mayor disminucion de la tension generada.

La figura 2 muestra el nimero de contracciones
generada por cada tratamiento. Salbutamol disminuye
el nimero de contracciones generadas por la histamina
a 21,40, seguido por el extracto de propdleo al 5% con
19,20, mientras que a concentraciones 10 y 15% se
obtuvieron 15,40 y 9,80; respectivamente.

Lafigura3 muestra, quelaalturadelas contracciones
son menores respecto de la alcanzada con histamina.

Para estos tres parametros, la prueba de Tukey mostro
que el extracto al 5%y salbutamol tienen efectos similares.

El andlisis de varianza para el grado de tension, el
nameroy altura de contracciones, muestra que existen
diferenciassignificativasen losdiferentes tratamientos,
evidenciando que las tres concentraciones trabajadas
tienen efecto broncodilatador.

Otras especies también tienen potencial
broncodilatador. Segiin Bautista %), el extracto fluido de
Mentha arvensis L. "hierba buena” al 10 y 15%, presenta
este efecto en traquea aislada de cobayo con valores de
disminucion estadisticamente similares a los obtenidos
aqui con propdleo, mientras que al 20% presenta una
disminucion de la respuesta contractil estadisticamente
similar al salbutamol 2 mg/s ml (p>o0,05) #5109,

Figura 2. Numero de contracciones de los anillos traqueales en respuesta
alos tratamientos.

=
=
o
S

N
=
o
o

©
o
o

N 842

Altura de contracciones (mm)

Salbutamol 5%
Tratamientos

Histamina 10% 15%

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

CONCLUSIONES

A condiciones experimentales, se demostréo que
la actividad broncodilatadora del extracto de propodleo
al 5% es estadisticamente similar a la del salbutamol
(20mg/10ml), y que a la concentracién 15% disminuye atin
mas el nimero de contracciones (figura 2).

También se observa un inconveniente, conforme
pasa el tiempo, disminuye el numero y la altura de
contracciones; esto podria deberse a la falta de afinidad
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con los receptores histaminérgicos o a que se utiliza
otro tipo de receptores.

En el estudio in vitro se encontré que el 1,8-cineol

tiene efectos farmacologicamente importantes, relajalos
musculos lisos de la traiquea de cobayos manteniéndolos
en tono basal, y disminuye los marcadores de procesos
inflamatorios en las vias respiratorias.
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