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Resumen

Los productos naturales debido a su estructura quimica muestran un fuerte potencial de union
contra una amplia variedad de enzimas. La miel de abejas sin aguijon es un producto natural
muy valorada debido sus numerosos efectos benéficos a la salud. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar los parametros fisicoquimicos, compuestos bioactivos y actividad
antioxidante de extractos de miel de abejas sin aguijon (Melipona beecheii) frente a tres
enzimas (ureasa, elastasa y R-glucuronidasa) como indicadoras de los efectos gastroprotector,
antiinflamatorio y hepatoprotector respectivamente mediante pruebas in vitro. Se utilizaron
cinco mieles en este estudio, proporcionadas por el Sistema de Produccion de Abejas Nativas
del estado de Veracruz, México. Se determinaron los parametros de humedad, pH, acidez
libre, conductividad eléctrica, °Brix, indice de refraccion y color, por medio de distintos
métodos analiticos. El contenido de fenoles y flavonoides totales mediante el método de
Folin-Ciocalteu y el método de Tricloruro de aluminio respectivamente. La capacidad
antioxidante se determind mediante la inhibiciéon de los radicales libres ABTS y DPPH.
Finalmente se hicieron pruebas de inhibicion contra las enzimas ureasa, elastasa y R-
glucuronidasa. Los resultados para el contenido de humedad oscilaron entre el 24.25 y
29.66%, pH 3.33 hasta 4.46, acidez libre de 23.52 a 56.70 meq/kg, conductividad eléctrica,
°Brix e Indice de refraccion fueron de 174.67 al 521.67 uS/cm™, 71 al 47 g/100g y 1.46 al
1.47 respectivamente y colores blanco, ambar claro y ambar oscuro, se obtuvieron valores
entre 9.27-31.80 mg EAG/100 g y 1.98-4.14 mg EQ/100 g de miel para fenoles y flavonoides,
porcentajes de inhibicion frente a los radicales ABTS y DPPH de 16.60-47.08% y 31.74-
50.67% y valores de inhibicion para las enzimas ureasa (45-85%), elastasa (40-27%) y -
glucuronidasa (>80%), se concluyo que las mieles de abejas sin aguijon poseen diferentes
variaciones en cuanto a su composicion fisicoquimica, el contenido de compuestos bioactivos
de estas se ven afectados por el origen floral, clima, estacion del afio y forma de cosecha, asi
mismo la actividad antioxidante se relaciond al efecto sinérgico de varios de sus componentes
y no unicamente al contenido de fenoles y flavonoides. Finalmente la actividad inhibitoria
de los extractos de miel se relacioné al efecto sinérgico de los fenoles y flavonoides asi como
de otros componentes de la miel tales como, &cidos organicos, aminoacidos, enzimas y

minerales.



Abstract

Due to their chemical structure, natural products demonstrate a strong binding potential
against a wide variety of enzymes. Honey derived from stingless bees is a highly valued
natural product due to its numerous beneficial health effects. The aim of the present was to
evaluate the physicochemical parameters, bioactive compounds and antioxidant activity of
honey extracts from stingless bees (Melipona beecheii) against three enzymes (urease,
elastase and R-glucuronidase) was in order to determine the anti-inflammatory,
gastroprotective, and hepatoprotective effects through in vitro assays. Five honeys were
utilized in this study, provided by the Native Bee Production System of the state of VVeracruz,
Mexico. The parameters of humidity, pH, free acidity, electrical conductivity, °Brix,
refractive index, and color were determined by means of different analytical methods. The
content of phenols and total flavonoids were quantified using the Folin-Ciocalteu method
and the aluminum trichloride method. Antioxidant capacity was evaluated through the
inhibition of free radicals, ABTS and DPPH. Inhibition tests were conducted against the
enzymes urease, elastase and -glucuronidase. The results for the moisture content ranged
from 24.25 to 29.66%, with a pH of 3.33 to 4.46, free acidity from 23.52 to 56.70 meqg/Kkg,
electrical conductivity from 174.67 to 521 puS/cm, °Brix from 17.46 to 52.10, and refractive
index from 1.46 to 1.47. The electrical conductivity was 0.67 puS/cm, the moisture content
was 71%, the pH was 4.7, and the free acidity was 1.46 to 1.47. The honey exhibited white,
light amber, and dark amber colors, with values between 9.27 and 31.80 mg EAG/100 g and
1.98 and 4.14 mg. The results indicated that the honey samples exhibited varying levels of
phenols and flavonoids, with inhibition percentages against ABTS and DPPH radicals
ranging from 16.60 to 47.08% and 31.74 to 50.67%, respectively. Additionally, the inhibition
values for the enzymes urease, elastase, and R-glucuronidase exhibited considerable
variability, with values ranging from 45 to 85%, 40 to 27%, and >80%, respectively. The
content of bioactive compounds is affected by the floral origin, climate, season of the year
and method of harvest. Likewise, the antioxidant activity was related to the synergistic effect
of several of its components and not only to the content of phenols and flavonoids. Finally,
the inhibitory activity of honey extracts was found to be related to the synergistic effect of
phenols and flavonoids, as well as other components of honey, including organic acids,

amino acids, enzymes, and minerals.
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1. INTRODUCCION

Se ha visto que persiste el aumento de enfermedades no transmisibles en la poblacion
mundial, inclusive se han detectado nuevas prevalencias hacia padecer otras enfermedades
como las gastricas, inflamatorias y hepaticas. Estas enfermedades tienen su etiologia en
diversos factores, siendo las mas comunes el estilo de vida, los malos habitos alimenticios,
el consumo excesivo de sustancias nocivas y ciertos medicamentos, incrementando asi el
desarrollo de ulceras, gastritis, dafios hepaticos, e inflamaciones en multiples tejidos. Como
respuesta, se ha optado por aumentar el consumo de alimentos naturales con propiedades
terapéuticas y funcionales con la finalidad de prevenir y tratar algunas de estas enfermedades
y que por medio de estos se contribuya a reducir el consumo de medicamentos y mejorar el
estado de salud de la poblacion(Encinas Sotillos et al., 2017; Hernandez Cortez et al., 2019;
Leoz et al., 2016).

Los productos naturales debido a su estructura quimica muestran un fuerte potencial de union
con algunas estructuras biologicas, lo que les permite interactuar y unirse a una amplia
variedad de enzimas (Pereira et al., 2017), pudiendo ser efectivos para la inhibicion de

algunas enzimas involucradas en algunos procesos patolégicos como los antes mencionados.

Dentro de las abejas productoras de miel, existen dos grandes grupos: las abejas
pertenecientes a los géneros Apis y Meliponini, estas Gltimas son mejor conocidas como
“abejas sin agujon” o “abejas nativas”. La miel de estas abejas ha sido muy valorada por
diferentes paises en donde se produce y cosecha, debido a que, le son atribuidos numerosos
efectos benéficos a la salud, por lo que su uso ha sido exclusivamente con fines terapéuticos
y medicinales(Costa dos Santos et al., 2021). Tradicionalmente se le ha empleado para tratar
desde quemaduras y heridas, hasta infecciones, trastornos gastrointestinales y enfermedades
oculares. La investigacion cientifica que se ha realizado en torno a este tipo de mieles va
principalmente relacionada a su composicion quimica y funcional, donde se ha encontrado
gue posee caracteristicas Unicas a comparacion de la miel comercial proveniente de Apis

mellifera (Pimentel et al., 2022).

Ademas algunos estudios ya han comprobado su caracter funcional evaluando distintas
propiedades como antibacterianas, antiinflamatorias antidiabéticas y antioxidantes (Avila
10



et al., 2019a; Biluca et al., 2017, 2020). Sin embargo la produccién y comercializacion de la
miel de abejas sin aguijon se ve disminuida por el abandono de la meliponicultura debido a
la introduccion de las abejas meliferas, asi como a diversos factores ambientales, la falta de
normalizacion y estandarizacion de la misma, y el desconocimiento cientifico acerca de sus
demas propiedades curativas. Por lo que, el seguir investigando las propiedades medicinales
de la miel de abejas sin aguijon contribuiria a la revalorizacion de este producto.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los pardmetros fisicoquimicos, compuestos
bioactivos y actividad antioxidante de extractos de miel de abejas sin aguijon (Melipona
beecheii) frente a tres enzimas (ureasa, elastasa y 3-glucuronidasa) como indicadoras de los
efectos gastroprotector, antiinflamatorio y hepatoprotector respectivamente mediante

pruebas in vitro.
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2. MARCO TEORICO
2.1  Miel

Diversos autores han definido a la miel como una sustancia elaborada por las abejas a partir
del néctar de las plantas, secreciones de estas o excreciones de algunos insectos chupadores
de savia, las abejas transforman estos componentes en su estomago con ayuda de algunas
sustancias especificas, la invertasa contribuye en el proceso de formacion de ésta
hidrolizando la sacarosa en sus dos monosacéaridos glucosa y fructosa obteniendo asi la miel,
que posteriormente serd depositada en celdas o compartimientos donde pasara por un proceso

de maduracién y deshidratacion (Codex Alimentarius, 1981).

La miel es un producto natural que se caracteriza por ser una solucién altamente concentrada
de una mezcla compleja de diferentes azUcares, asi como de otros constituyentes como
péptidos, vitaminas, minerales, enzimas, acidos organicos, acidos fendlicos, flavonoides
entre otros. Esta composicion es bastante variable y depende principalmente de su origen
floral, factores ambientales, estacion del afio, método de cosecha y almacenamiento asi como
de la especie de abeja, también se ha visto que todas estas variables pueden influir en su
contenido de compuestos bioactivos y efectos bioldgicos de la miel (Aljadi & Kamaruddin,
2004; Bertoncelj et al., 2007)

2.1.1 Clasificacion

Dentro de la literatura se clasifica a la miel por su origen floral en: miel de flores: elaborada
a partir del néctar proveniente de flores; miel de mielada: elaborada a partir de secreciones
de insectos generalmente del género Rhynchota los cuales perforan los tejidos vegetales,
succionan la savia y luego la secretan nuevamente; miel monofloral: elaborada
exclusivamente de un solo tipo de planta y de la cual recibira el nombre de la planta de
procedencia y miel multifloral: elaborada de diferentes fuentes florales y donde ninguna es

predominante dentro de su composicion (Codex Alimentarius, 1981).
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2.2 Abejas sin aguijon

Las abejas sin aguijon pertenecen a la familia Apidae, dividiéndose a su vez en dos géneros,
Meliponini y Trigona, estas forman parte de una pequefia fraccion de las mas de 20,000
especies de abejas en el mundo. Estas abejas se caracterizan por ser mas pequefias y
resistentes a enfermedades y condiciones climaticas extremas que afectan a su contra parte
(Apis mellifera), presentan vellosidades en la parte superior del térax y cabeza, ademas de no
poseer un aguijon funcional por lo que reciben el nombre de “abejas sin aguijon”, siendo
estos factores los que hacen mas facil su cria y manejo (Ortiz-Reyes et al., 2022). Habitan en
zonas con climas tropicales y subtropicales, pudiéndose encontrar en paises como Asia,
Africa, Australia y América, en este Gltimo se extienden desde México hasta Brasil. Dentro
del género Melipona se han reportado mas de 500 especies distintas y descritas en 32 géneros
(Nordin et al., 2018), de las cuales, el 26% de éstas son endémicas de México, habitando

desde la region costa del pacifico, el golfo y sureste del pais.

Al manejo de estas abejas se le conoce como “meliponicultura”, actividad que se ha llevado
a cabo principalmente por diferentes etnias y comunidades indigenas desde tiempos muy
antiguos, esta actividad les ha permitido criarlas y cultivarlas obteniendo principalmente miel
y otros sub productos de la colmena como polen, cera y prop6leo. La importancia de dicha
practica tiene una trascendencia multifactorial teniendo impactos econdémicos, culturales y
principalmente ambientales. La meliponicultura forma parte de una de las principales
actividades realizadas en su mayoria por mujeres, asi como también se ha utilizado con fines
medicinales y religiosos en diferentes practicas dentro de estos grupos sociales, ademas, de
que en las regiones donde habitan fungen como polinizadoras de una diversidad de plantas y
cultivos a nivel mundial, de la misma manera en que forman simbiosis con plantas,
artrépodos y bacterias manteniendo un equilibrio ecoldgico (Maia-Silva et al., 2020; Roubik,
2023)
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2.2.1 Cultivo de abejas sin aguijon en México

La cria de abejas sin aguijon ha formado parte de la historia de México junto con el
crecimiento de las grandes civilizaciones, con el pasar de los afios esta practica fue en
decadencia debido a diferentes factores, uno de ellos como consecuencia de la introduccién
de abejas europeas, cuya produccion de miel es mayor a comparacion de las abejas nativas
mexicanas, aproximadamente una colmena de Meliponas puede producir alrededor de 1 kg
de miel por colmena al afio, mientras que las abejas europeas de 15-20 kg, sin embargo aun
perdura la relacién intrinseca de estas abejas con la sociedad por su valor cultural, su rol en
la economia local u porO su importancia ambiental y ecologica (Baena-Diaz et al., 2023;

Roubik, 2023), pero sobre todo, por sus propiedades medicinales.

Dada la importancia de dicha interaccion es que se inicié el manejo sistematico y controlado
de diversas especies nativas (Meliponicultura) dentro del territorio mexicano, principalmente
en los estados de Yucatan, Campeche, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz, Chiapas, Guerrero,
Michoacan, Jalisco, Nayarit y Oaxaca (Ayala et al., 2013; Sanchez-Tolentino et al., 2019).

La meliponicultura es una actividad econdmicamente viable que no requiere de grandes
costos de implementacion ni mantenimiento, ademas de que se ha vuelto una actividad en
donde las mujeres pueden participar activamente gracias a que los meliponarios se instalan
cerca de sus hogares (Fernandes et al., 2020; Marquez-Osuna, 2024). En México estan
reportadas alrededor de 46 tipos de abejas sin aguijon y dentro del estado de Veracruz se han
reportado 24 de estas especies (Zepeda, 2022), entre los afios 2019-2021 alrededor de 12,968
colmenas productoras fueron registradas en este mismo estado, siendo el municipio de
Atzalan el que cuenta con la mayor cantidad de estas contando con cerca de 5,225 colmenas
distribuidas entre 203 meliponicultoras pertenecientes al colectivo de mujeres el Gachupinate
con una produccion de 1,222 L por afio, siendo las especies trabajadas Melipona beecheii,
Nannotrigona perilampoides, Scaptotrigona mexicana y Plebeia spp.(Alvarez-Velazquez et
al., 2024; SEMARNAT, 2022).

En los ultimos afios se ha incrementado la demanda de miel de abejas sin aguijon y otros de

sus subproductos retomando el interés por la meliponicultura, debido a sus propiedades
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medicinales, sin embargo esta actividad requiere de mayor investigacion y difusion de
informacion acerca de los posibles efectos sobre la salud existentes de este tipo de mieles.

2.2.2 Composicion quimica de la miel de abejas sin aguijén

La miel de abejas sin aguijon posee cualidades Unicas en comparacion a la miel de Apis
mellifera, como lo son textura fluida, cristalizacion lenta, mayor acidez, y una amplia
variedad de colores, sabores y aromas. Siendo constituida por aproximadamente mas de 200
compuestos diferentes (Abd Jalil et al., 2017). Los azucares son el mayor constituyente de la
miel (Figura 1), encontrdndose en mayor concentracion los monosacéridos glucosa y
fructosa, los cuales representan aproximadamente el 85% de los solidos totales, también se
encuentran en cantidades menores sacarosa, maltosa, arabinosa, turanosa, erlosa, y trehalosa
(Ngaini et al., 2023). Una de las caracteristicas mas notables es su elevado contenido de
humedad, que viene determinada por el origen boténico del néctar, el clima y condiciones de
cosecha. La miel madura de abejas sin aguijén normalmente presenta un contenido de
humedad por encima del 18.5% (Biluca et al., 2016)., debido a esta caracteristica la miel de
abejas sin aguijon también tiene la peculiaridad de fermentar debido al crecimiento de
levaduras asmofilicas, este proceso de fermentacion va a ser en parte responsable de su aroma
y sabor caracteristico, el pH de la miel de abejas sin aguijon oscila entre 2.5-3.8, debido a la
presencia de acidos organicos como el acido glucénico, acético y malico otorgandole mayor
acidez (Nordin et al., 2018).

El contenido de proteinas en la miel es relativamente bajo (0.5%), conteniendo
principalmente, fracciones de proteinas, algunos aminoécidos y enzimas. En la miel
encontramos enzimas como la a-amilasa, la RR-glucosidasa y la glucosa oxidasa que
contribuyen a la transformacion del néctar en miel, asi como de los cambios que ocurren
durante este proceso, dentro de los aminoacidos la prolina es el mas abundante seguido por
la lisina, el &cido glutdmico y el acido aspartico y en menores cantidades asparagina, serina,
glicina, arginina, treonina, alanina, tirosina, valina leucina, isoleucina, fenilalanina y
triptéfano (Biluca et al., 2019). Dentro de su composicion también se encuentran vitaminas

y minerales como K, Na, Ca, Mg, Mn, P, Cu, Fe, Zn (Hungerford et al., 2020).
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Figura 1 Composicion quimica de miele de abejas sin aguijon

Fuente: Elaboracion propia 2024

2.2.3 Compuestos bioactivos presentes en la miel de abejas sin aguijon

Los compuestos bioactivos son producto del metabolismo secundario de las plantas que
utilizan como mecanismo de defensa ante el estrés abidtico y bidtico, estos compuestos
pueden ser clasificados en terpenoides, tioles y compuestos fendlicos, estos Gltimos se
caracterizan por poseer un anillo aromético dentro de su estructura enlazados a uno o mas
grupos hidroxilo (-OH), la presencia y cantidad de estos grupos funcionales se relaciona a la
actividad antioxidante de estos compuestos. Los compuestos fenolicos se pueden clasificar
en distintas categorias dividiéndose en acidos fendlicos, lignanos, estilbenos y flavonoides
(Urrialde et al., 2022).

El contenido de compuestos bioactivos en las mieles depende principalmente del origen del

néctar y polen que las abejas utilizan para su elaboracion. De acuerdo con algunos estandares

establecidos para la miel de abejas sin aguijén , los compuestos bioactivos representan un

indicador importante para determinar la calidad de la miel, estudios han reportado la
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presencia de al menos 14 compuestos fendlicos establecidos para la miel de abeja Melipona
beecheii (Tabla 1), los compuestos mayormente presentes son el &cido benzoico, acido
fenilpropano, el acido 4-hidroxibenzoico, acido vanilico, &cido protocatecuico, leuteolina y
acido p-cumarico, la presencia de este ltimo se ha relacionado directamente como indicador
de buena calidad en la mie (Avila et al., 2019a; Ngaini et al., 2023; Ruiz-Ruiz et al., 2017).

Tabla 1 Compuestos bioactivos presentes en la miel de abejas sin aguijon

Grupo Compuesto

Acidos fenélicos Acido cumarico, acido benzoico, acido vainilico, acido cafeico,
acido transferulico, acido siringico, acido sinaptico, acido
clorogénico, &cido rosmarinico, acido galico, acido elagico,
acido cindmic, epigenin y sus isomeros, 0

Flavonoides Quercetina, narigenina, isorhamnetina, taxifolina, miricetina,
catequina, rutina, kaempferol, hesperetina, crisina, pinocembrina
Terpenos, a-felandreno, totarol, a-pineno, , RB-cariofileno, muuroleno,
sesquiterpenos, cadieno, cadieno, a-cubebeno, a-amirina, B -amirina,
diterpenos
Acidos organicos Acido gluconico, 4cido galico, acido malico, 4cido citrico, acido
acetico,

Fuente: Tomado de (Ngaini et al., 2023; Ramanauskiene et al., 2012; Santos et al., 2021)

2.2.4 Efectos benéficos a la salud de la miel de abejas sin aguijon

La miel ha sido utilizada como terapia medicinal para tratar diversas enfermedades y
lesiones, sus propiedades curativas se han visto relacionadas a su composicion la cual esta
determinada por diversos factores como el origen floral, derivado de esto se ha informado
que la miel podria actuar como un vehiculo acarreando las propiedades medicinales de las

plantas a su composicion (Santos et al., 2023).

Como parte de la medicina tradicional la miel de abejas sin aguijén se ha utilizado para
combatir infecciones respiratorias, en la cicatrizacion de heridas, curacion de quemaduras,
disminucion de cataratas oculares, asi como en el tratamiento de Ulceras de diferente etiologia
incluidas las gastricas (Alvarez-Suarez et al., 2014), la razdn por la cual la miel posee estos
diversos efectos terapéuticos y medicinales es debido a sus propiedades antioxidantes,

antibacterianas, antiinflamatorias e inmunoreguladoras, sin embargo la miel de abejas sin
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aguijon también se ha utilizado para la investigacion in vitro para evaluar propiedades como
anticancerigenas, antimutagénicas, antidiabéticas, antihipertensivas (Avila etal., 2019a;
Costa dos Santos et al., 2021b; Eteraf-Oskouei & Najafi, 2013; Ruiz-Ruiz et al., 2017; Santos
etal., 2023).

2.2.5 Antecedentes acerca de la miel de abejas sin aguijon

La miel de abeja sin aguijon ha sido muy valorada y utilizada a lo largo del tiempo y
actualmente se sigue utilizando debido a su composicién nutricional pero sobre todo porque
le han atribuido numerosas cualidades curativas y medicinales, sin embargo, no fue hasta
hace algunos afios que se empezaron a estudiar de manera cientifica la composicion y
propiedades funcionales de este tipo de mieles. Se ha encontrado que, de las investigaciones
realizadas en torno a su caracterizacion fisicoquimica, se determinaron el contenido de
humedad, azucares totales y reductores, proteinas, acidez libre, pH, hidroximetil furfural,
diastasa, color y cenizas (Biluca et al., 2017; Fernandes et al., 2020; Gomes et al., 2017;
Villacrés-Granda et al., 2021), asi como también el andlisis de su origen botanico y como es
que este influye en su composicion y contenido de compuestos bioactivos (Alvarez-Suarez
et al., 2018; Avila et al., 2019) en cuanto a estos ultimos, se han determinado el contenido de
fenoles, flavonoides y carotenoides principalmente, (Braghini et al., 2019). Algunas otras
propiedades ya reportadas y que van en relacién con su contenido de compuestos bioactivos
es su capacidad antioxidante, los analisis mas frecuentes para determinar dicha actividad han
sido ensayos de FRAP, DPPH, ABTS y ORAC (Abu Bakar et al., 2017; Majid et al., 2020;
Sousa et al., 2016), inclusive se han realizado estudios comparativos en mieles de abejas sin
aguijéon donde se han reportado mayor cantidad de compuestos bioactivos y actividad
antioxidante que en las mieles provenientes de Apis mellifera (Alvarez-Suarez et al., 2018;
Nweze et al., 2017). A su vez, se ha probado la actividad antimicrobiana de distintas mieles
de abejas sin agujon sobre aproximadamente 60 especies bacterianas dentro de las cuales
encontramos Gram positivas y Gram negativas como Staphylococcus aureus, Streptococcus
alactolyticus, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Klebsiella pneumonio aeruginosa,

Salmonella cholerauis parahemolyticus, Salmonella typhimurium y Pseudomonas
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aeruginosa (Avila et al., 2019b; Ramon-Sierra et al., 2020; Tuksitha et al., 2018), otros
estudios evaluaron el efecto antimicrobiano de este tipo de mieles con la finalidad de
utilizarlas en el tratamiento de heridas, Ulceras y quemaduras, mostrando efectos positivos
(Zamora & Arias, 2011).

En cuanto a la actividad bioldgica se ha evaluado el efecto prebidtico de este tipo de mieles
hacia las cepas Lactobacillus aciophilus y Bifidobacterium animalis de manera in vitro
(Melo, 2020). Otra de las actividades bildgicas reportadas es su potencial antiinflamatorio y
su uso en el tratamiento de algunas enfermedades causadas por inflamacion como
arterosclerosis, artritis y cancer (Ruiz-Ruiz et al., 2017)de la misma manera se encontraron
estudios acerca de la posible actividad antidiabética de la miel de abeja sin aguijon mediante
la inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa de manera in vitro. Sin embargo la
mayoria de estas investigaciones provienen de Asia 0 Sudamérica y se ha reportado muy
poco acerca de las mieles mexicanas (Ali et al., 2020).

2.3  Enfermedades gastricas

Se ha investigado en los Gltimos afios la prevalencia de desarrollar algunas enfermedades de
caracter gastrico en la poblacion mexicana, las mas frecuentes han sido gastritis, Ulceras
gastroduodenales, gastroenteritis y cancer gastrico (Murillo-Zavala et al., 2023), dichas
enfermedades afectan considerablemente la calidad de vida de los mexicanos debido a que
su etiologia se debe a multiples factores principalmente relacionados con el estilo de vida
como, el consumo de alimentos y sustancias irritantes, la automedicacion con agentes
alcalinos y la infeccidn por Helicobacter pylori. Se estima que aproximadamente del 70.1 al
84.7% de la poblacion mexicana esta infectada por dicha bacteria (Hernandez-Reyes et al.,
2020).

Helicobacter pylori es una bacteria patdgena, Gram negativa, flagelada, curva o espiralada,
cuya caracteristica mas importante es la produccion de ureasa Figura 2, debido a la accidn
de esta enzima es que puede colonizar la superficie del epitelio gastrico por medio de la
transformacion de la urea en amoniaco y dioxido de carbono, la presencia de amoniaco en el
estdmago eleva el pH gastrico y favorece su proliferacion causando inflamacién y dafios en

la mucosa y tejidos (Baltas et al., 2017).
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Figura 2 Produccion de ureasa por Helicobacter pylori y su incidencia en el desarrollo de
enfermedades gastricas

Fuente: Elaboracion propia 2024

La infeccion por Helicobacter pylori se ha visto implicada en varios de los procesos
inflamatorios relacionados con algunas enfermedades gastricas, por lo que es la responsable
del 80% de los casos de Ulceras gastricas, el 95% de Ulceras duodenales, el 90% de los casos
de gastritis cronica y del 90% de desarrollar carcinoma gastrico (Bosques-Padilla et al.,
2018). Aun no estan bien establecidos los factores de virulencia de esta bacteria debido a que
existen una variedad de acontecimientos a los que se le puede estar relacionada, sin embargo
se sugiere que la transmisién puede darse por contacto fecal-oral u oral-oral a través de agua
y alimentos contaminados y condiciones de higiene deficientes (Meza-Junco & Montano-
Loza, 2016; Ramirez Ramos et al., 2002).

Los malos habitos alimenticios por parte de la poblacidn, su facil infeccion y colonizacion
en el estbmago, aunado a que su deteccién temprana es complicada por ser de caracter
asintomatica, conlleva a que se busquen alternativas para poder erradicar o prevenir su
infeccion. Se han utilizado distintas pruebas para identificar su presencia Diagrama 1, sin
embargo aun no se ha establecido un método de deteccion éptimo teniendo que utilizar en

ocasiones dos de estas pruebas (Chahuan et al., 2022).

Los tratamientos establecidos hasta ahora para combatir la infeccion por Helicobacter pylori

se centran en la combinacion de distintos antibidticos (claritromicina y la amoxicilina) con
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inhibidores de la bomba de protones (omeprazol, pantoprazol, metronidazol) sin embargo
este tipo de tratamiento puede traer consigo problemas como la resistencia antimicrobiana y

fallas en el tratamiento (Icaza-Chavez et al., 2020).
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Diagrama 1 Pruebas mas utilizadas para la identificacién de Helicobacter pylori en
humanos

Fuente: Adaptado de (Chahuan et al., 2022)

2.4 Enfermedades inflamatorias

La inflamacién es un proceso de respuesta y defensa ante cualquier cambio drastico o
afeccion en las células y tejidos del cuerpo actuando como un mecanismo homeostatico para
adaptar al organismo ante éstas situaciones. Este proceso se puede presentar por lesiones,

traumatismos, infecciones, reacciones toxicas autoinmunes entre otras (Ahmed, 2011).

La respuesta inflamatoria del cuerpo generalmente es breve y especifica en la zona del dafio,

sin embargo si la inflamacion es constante y por periodos largos de tiempo se denomina
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inflamacién cronica. La clasificacion de la inflamacion (Diagrama 2) depende de distintos
factores tales como su duracion, caracter, caracteristicas morfologicas y localizacion
(Villalba Herrera, 2014).
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Diagrama 2 Clasificacion de la inflamacion

Fuente: Adaptado de (Villalba Herrera, 2014)

Estudios sugieren que la inflamacion desregulada promueve el desarrollo de cancer,
relacionando con cerca del 25% de los casos de neoplasia maligna con algun tipo de
inflamacion cronica (Multhoff et al., 2012). Dentro de los posibles mecanismos por los cuales
se desencadena el proceso inflamatorio se ven implicados los mediadores pro inflamatorios
y tumorigénicos, donde participan citocinas, quimiocinas, enzimas y células inmunitarias

(Chai et al., 2015). Los neutrofilos son un tipo de globulos blancos muy abundantes en la
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sangre, estos participan activamente durante los procesos inflamatorios ya que modulan su
actividad por medio de la secrecion de sustancias dentro de ellos reduciendo o promoviendo
la respuesta inflamatoria (Keitelman, 2019), asi mismo algunos estudios han relacionado la
actividad desmedida de los neutrofilos con el desarrollo de enfermedades producidas por
inflamacién, ya que producen especies reactivas de oxigeno (ROS) debido a que los
desordenes inflamatorios provocan fallas en la eliminacion de células apoptdticas y también
son una fuente de produccion de otras sustancias como citoquinas pro inflamatorias y
enzimas que pueden dafar los tejidos como la elastasa de neutréfilos o la catepsina-G (Silva
O et al., 2015; Soehniein et al., 2017).

Si bien la inflamacion se crea como una medida de defensa del organismo también tiene
influencia sobre la generacion de diversas enfermedades como cardiovasculares, trastornos
neurodegenerativos  (Alzheimer), obesidad, diabetes, asma, artritis reumatoide,
inflamaciones gastrointestinales (Ulceras, colitis), enfermedades renales, esclerosis multiple
y cancer, sin embargo los alimentos naturales y la dieta en general juega un papel importante
para la regulacion de la inflamacion cronica por medio de la ingesta de nutrientes y
compuestos bioldgicamente activos que podrian contribuir a remediar dicho proceso (AsUs
etal., 2019).

2.5 Enfermedades hepaticas

El higado es el 6rgano encargado de la metabolizacion de carbohidratos, lipidos y proteinas
dentro del cuerpo pero también se encarga de la biotransformacion de ciertas sustancias y
agentes quimicos como farmacos y xenobidticos, debido a esta labor es susceptible a
desarrollar toxicidad hepatica (Garcia-Cortés et al., 2005), la reacciones adversas que sufre
el cuerpo a causa de la absorcion de estas toxinas suele ser idiosincrética, por lo que es dificil
detectar una intoxicacion de este tipo en etapas tempranas, lo que significa que en aquellas
personas que reciben medicacion con dosis cronicas de distintos compuestos quimicos y
farmacos podrian generar metabolitos toxicos, provocando su acumulacion en el higado
(Paniagua et al., 2017).

Algunas de las hepatotoxinas generadas afectan directamente a los hepatocitos y otras por

medio de la formacién de compuestos toxicos producidos durante el metabolismo de dicha
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sustancia, la finalidad del proceso de biotransformacion es la eliminacion de productos
toxicos dentro del organismo mandandolas a los rifiones o al sistema biliar (Moreno Otero,
2002), sin embargo en ocasiones los productos considerados no toxicos para el higado pueden
convertirse en compuestos hepatotoxicos provocando lesiones en el 6rgano que con el tiempo
producen enfermedades hepéaticas como el higado graso no alcohdlico, cirrosis o carcinoma
hepético (Tejada Cifuentes, 2010).

Las reacciones de biotransformacion (Figura 3) en el organismo pueden clasificarse en
reacciones de tipo I: donde se introduce un tipo de grupo funcional (OH, NH2, SH)
convirtiendo el compuesto original en moléculas méas polares para su posterior eliminacion
y reacciones de tipo Il: en donde si los compuestos formados no se excretan el grupo
funcional se une a un sustrato como el acido glucuronico, sulfurico, glicina o glutation para
formar conjugados, en donde posteriormente seran excretados en la bilis u orina o se
transportaran del higado a otros tejidos (Encinas Sotillos et al., 2017). La fase Il es importante
para evitar la toxicidad de los metabolitos generados en la biotransformacion enzimatica de
la fase I, pero en ocasiones los productos conjugados en la fase 1l suelen ser mas toxicos que
el propio producto original por lo que la reabsorcion de estos compuestos conjugados en el
higado en lugar de su eliminacién lleva a desarrollar toxicidad (Ayyadurai et al., 2023).

Los medicamentos como los antibidticos, antiinflamatorios no esteroideos, anti
convulsionantes y antineoplasicos parecieran ser los responsables de producir reacciones
hepatotoxicas en el higado, no obstante, el riesgo exacto de hepatotoxicidad por farmacos
sigue en investigacion, pero al mismo tiempo siguen incrementando los casos de
hepatotoxicidad crdnica entre la poblacion, la ausencia de medios de identificacion precisos
y tratamientos terapéuticos adecuados para prevenir la hepatotoxicidad de diferentes
sustancias abre camino hacia nuevas investigaciones enfocadas en evitar la reabsorcion de

compuestos en el higado (Rios Choque, 2023) .
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Fuente: Elaboracion propia 2024

2.6  Enzimas implicadas en enfermedad

Las enzimas funcionan como biomarcadores y se evalUan para determinar si su presencia en
el cuerpo es signo de un proceso normal o anormal proporcionando un diagndstico médico o
un indicio de enfermedad, sin embargo al ser estructuras que producen cambios bioquimicos
especificos dentro del organismo pueden causar en algunos casos problemas ocasionando o

influyendo en el desarrollo de ciertas enfermedades (Guevara Tirado, 2024).

2.6.1Ureasa

La ureasa es una enzima producida y utilizada por maultiples organismos, desde plantas,
hongos, algas y bacterias. Esta es una metaloenzima de multiples subunidades que se
caracteriza por contener iones niquel (Ni™) en su estructura, ésta cataliza la hidrolisis de urea
en carbamato y amoniaco(Aktas Karagelik & Sahin, 2018). En el caso de las bacterias

ureoliticas como Helicobacter pylori, la urea generada en grandes cantidades por el higado
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es secretada en los intestinos proporcionandole un suministro de nitrégeno para su
supervivencia dentro del cuerpo, la reaccion que se lleva a cabo por la colonizacion de
Helicobacter pylori dentro del estdmago da como resultado un aumento de pH en el entorno,
alterando la funcionalidad de este y dafiando la mucosa gastrica, produciendo gastritis,
Ulceras gastricas, doudenales y cancer gastrico (Kumar et al., 2021), debido a esto junto con
la gran prevalencia de infeccion por dicha bacteria en la poblacion es que se estan buscando
alternativas para contrarrestar dicho problema, sin embargo los tratamientos propuestos no
han sido los mejores debido al desarrollo de resistencia antimicrobiana, por lo que se esta
implementando el uso de inhibidores inorganicos de la ureasa, demostrando que el &cido
hidroxamico y sus derivados (Al-Rooqi et al., 2023) prometer ser inhibidores viables y de
unién lenta con la ureasa vegetal y microbiana, desafortunadamente estos inhibidores
presentan una gran cantidad de efectos adversos para la salud, por lo que actualmente se
buscan inhibidores de la ureasa provenientes de en fuentes naturales como extractos herbales
o alimentos que proporcionen dicha inhibicion y con ello tratar las enfermedades causadas

por bacterias productoras de ureasa como Helicobacter pylori (Kafarski & Talma, 2018)

2.6.2 Elastasa

La elastasa es una enzima perteneciente a la familia de las serina proteasas que degrada
algunos componentes bioldgicos como la elastina, el colageno, proteoglicanos, fibronectina
y componentes de la matriz extracelular, esta se encuentra e los lisosomas de algunas células
incluidos los leucocitos macréfagos y neutréfilos humanos (Doring, 1994), su liberacion por
estas células en el organismo puede deberse a diversos factores como la infeccion por virus
y bacterias, reacciones inmunitarias, y otros multiples estimulos y lesiones fisicas como
heridas y traumatismos, se ha probado que la sobreactividad de esta enzima (cuando existe
un desequilibrio entre la elastasa y si inhibidor la antitripsina) en el cuerpo provoca lesiones
en diferentes tejidos y 6rganos. Durante el proceso de inflamacion los neutrofilos son atraidos
al tejido dafiado por medio de las sustancias quimoatrayentes que permiten su adherencia y
posterior salida del endotelio liberando elastasa, fosfolipasas y colagenasas, la liberacion de
estas enzimas se ha visto implicada en varios procesos inflamatorios conicos (Figura 4) y en
procesos de muerte celular, formacion de citoquinas proinflamatorias y quimosinas (Salvador

etal., 2013). Los tratamientos para estas enfermedades provocadas por inflamacion se
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centran unicamente en disminuir el dolor y los sintomas, sin embargo la inflamacion persiste,
ocasionando que haya una constante segregacion de elastasa por parte de los neutrofilos y
macrofagos. Actualmente se han desarrollado farmacos para inhibir la elastasa y disminuir
su actividad durante el proceso de inflamacién sin mucho éxito debido a la superposicion de
esta enzima con las de otras serina proteasas, aunado al hecho de que traen consigo diversos
efectos secundarios que podrian afectar ain més dichas enfermedades, ocasionando que el
desarrollo de farmacos sintéticos sea complicado, de ahi la importancia de recurrir a otras
medidas para tratar de inhibir la actividad de la elastasa en el tratamiento de enfermedades

degenerativas inflamatorias (Narayanaswamy et al., 2015).
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Figura 4 Efecto de la elastasa sobre el desarrollo de inflamacion cronica.

Fuente: Elaboracion propia 2024

2.6.3 3-Glucuronidasa
La B-glucuronidasa pertenece a la familia de las hidrolasas lisososmales, participa en el
metabolismo y biotransformacion de metabolitos, sustancias quimicas y farmacos dentro del
higado, siendo clave para la detoxificaion del organismo (Sekikawa et al., 2002). Esta enzima

es responsable del proceso de glucuronidacion donde convierte los metabolitos y sustancias
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quimicas en compuestos mas polares a través de la hidrélisis del acido glucurénido y su
posterior conjugacién con el metabolito para después ser excretados, sin embargo algunos de
estos compuestos también llamados glucurdnidos, no se liberan (Oleson & Court, 2008). Este
proceso de glucuronidacion forma parte importante de la Fase Il del metabolismo de las
toxinas en el higado, y la reaccion opuesta a este proceso es la desglucuronidacion, en la
cual los glucuronidos formados anteriormente se reabsorben en el higado en lugar de
excretarse dando como resultado toxicidad hepatica, la desglucuronidacion es catalizada por
la enzima B-glucuronidasa la cual se encuentra presente en diversos 6rganos y tejidos como
el higado , el bazo, el epitelio gastrointestinal, y dérganos enddcrinos. La actividad
incrementada de la R-glucuronidasa promueve la desconjugacion de glucuronidos formando
consigo bilirrubinato de calcio en el higado lo que a su vez junto con la reabsorcidn de toxinas
incrementa el dafio hepético (Figura 5) (Liew et al., 2020). Por lo cual la inhibicion de la
enzima R-glucuronidasa en el higado podria servir como un mecanismo hepatoprotector

previniendo el dafio hepatico por toxicidad.
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Figura 5 Implicacion de la 3-glucuronidasa en la toxicidad hepatica

Fuente: Elaboracién propia 2024
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3 JUSTIFICACION

La prevalencia de enfermedades cronicas representa una constante amenaza para la salud,
representando 41 millones de muertes a nivel mundial; lo que las sitia como la principal
causa de muerte y discapacidad en el mundo, lo que equivale al 71% de los fallecimientos
que se producen debido a su etiologia multifactorial (INSP, 2021), asi mismo se ha visto un
incremento en el desarrollo de otras enfermedades como las gastricas, hepaticas e
inflamatorias, las cuales se caracterizan por ser dificiles de detectar en etapas tempranas. Los
tratamientos existentes se centran en el consumo de diversos farmacos como antibi6ticos,
antiacidos, antiinflamatorios no esteroideos y algunos inhibidores enzimaticos sintéticos, sin

embargo estos tratamientos traen consigo efectos secundarios nocivos para la salud.

Las abejas sin aguijon producen una miel muy valiosa con caracteristicas Unicas y abundantes
propiedades medicinales, por lo que ha despertado gran interés desde el punto de vista
medicinal, farmacoldgico y alimenticio aumentando considerablemente su demanda en
paises del oriente medio, asi mismo representa una actividad en continuo crecimiento en
algunos estados de México, donde antiguamente ya se le reconocian dichos beneficios a la
salud. A pesar de esto, la mayoria de las investigaciones realizadas en torno a este tipo de

mieles provienen de Asia y hay poca investigacion acerca de mieles mexicanas.

Por lo anterior es que se deben de investigar mas a fondo las propiedades medicinales de las
mieles de abejas sin aguijén mexicanas y con ello crear un respaldo cientifico que contribuya

a la revalorizacién de la meliponicultura del pais.
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4 HIPOTESIS

La miel proveniente de abejas sin aguijon podria tener efecto inhibitorio relacionado a su
composicion fisicoquimica y compuestos bioactivos sobre las enzimas ureasa, elastasa y -

glucuronidasa como indicadoras del efecto gastroprotector, antiinflamatorio y

hepatoprotector respectivamente.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar los parametros fisicoquimicos, contenido de compuestos bioactivos (fenoles,
flavonoides) y actividad antioxidante de extractos de miel de abejas sin aguijon (Melipona
beecheii) para determinar el efecto antiinflamatorio, gastroprotector, y hepatoprotector por

medio de ensayos in vitro.

5.2 Objetivos especificos

e Determinar los pardmetros de humedad, pH, acidez libre, conductividad eléctrica,
°Brix, indice de refraccion y color, por medio de distintos métodos analiticos como
parte de la caracterizacion de las mieles

e Determinar el contenido de fenoles y flavonoides totales de cada extracto mediante
el método de Folin-Ciocalteu y el método de Tricloruro de aluminio.

e Determinar la capacidad antioxidante de los extractos provenientes de miel de abejas
sin aguijon (Melipona beecheii) mediante la inhibicion de los radicales libres ABTS
y DPPH.

e Determinar la capacidad gastroprotectora, hepatoprotectora y antiinflamatoria de

cada extracto mediante pruebas in vitro.

31



6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de la muestra

Se utilizaron cinco mieles en este estudio, las cuales fueron proporcionadas por el Sistema
de Produccion de Abejas Nativas del estado de Veracruz, México, cuya informacion de
codificacion georreferencia, municipio de procedencia, tipo y fecha de cosecha se muestran
en la Tabla 2. Posteriormente, las mieles fueron trasladadas al laboratorio de
Aprovechamiento Agroalimentario Integral del Instituto de Ciencias Agropecuarias, y fueron
almacenadas en condiciones de oscuridad y a temperatura de 4° C hasta su posterior
utilizacion.

Tabla 2 Informacion de las mieles de abejas sin aguijon del estado de Veracruz, utilizadas

en este estudio

Muestra Georreferencia Edo, municipio y Tipo de Fecha de

localidad miel cosecha

M26 19.4600 N, -93.855278 O La Estanzuela, Emiliano Multiflora Mayo, 2022

Zapata, Veracruz

M16 19.87632 N, -97134454 O El Progreso, Atzalan, Multiflora Octubre, 2022
Veracruz

M19 19.9228 N, -96.99887 O San lisdro, Atzalan, Multiflora  Septiembre, 2022
Veracruz

M23 19.88151 N, -97.140361 O Tepantepec, Atzalan, Multiflora Marzo, 2022
Veracruz

M29 19.39372 N, -96.91977 O Teocelo, Teocelo, Multiflora Enero, 2023
Veracruz

6.2 Preparacion de extractos

La obtencién de los extractos se realiz6 siguiendo la metodologia establecida por Pelaez-
Acero et al. (2021), con algunas modificaciones. Se pesaron 3 g de miel en tubos de plastico
con tapa y se les afiadi6 agua estéril en proporcion 1:10, se homogeneizaron durante 2 min y
posteriormente se colocaron en un bafio ultrasénico (Branson, 3510R-DTH, Estados Unidos)
durante 20 min a 20°C (40kHz). Una vez sonicadas, las muestras se centrifugaron a 6000
fuerzas g, durante 15 min a 4°C en una centrifuga (HERMLE, Z36 HK, Alemania),
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finalmente se recuperd el sobrenadante y se almacend en condiciones de oscuridad a

temperatura de 4°C hasta su posterior anélisis.

6.3 Caracterizacion fisicoquimica
6.3.1 Humedad

El contenido de humedad de las muestras de miel se determiné por refratometria, en donde
se coloco una gota de miel en el plato muestra del refractometro digital (ATAGO, modelo
MASTER-100H, Bellevue, WA, USA). para después cubrirlas y registrar las lecturas
correspondientes. Los resultados se calcularon como 100-°Brix = contenido de humedad (en
un rango de 0-85% Brix) (Chuttong et al., 2016).

6.3.2 pH

Para determinar los valores de pH de las muestras de miel se sigui6 la metodologia descrita
por Gela et al (2021), se pesaron 5 g de cada una de las muestras de miel y se disolvieron en
35 mL de agua destilada y se homogeneizaron, después se introdujo el electrodo del
potenciémetro HI 98130 (Hanna Instruments) previamente calibrado en las soluciones de

miel y se esperd hasta tener las lecturas de pH.

6.3.3 Acidez libre

En cuanto a la acidez libre se utiliz6 la misma metodologia previamente descrita por Gela et
al (2021), las soluciones de miel se valoraron con hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 M hasta
alcanzar una lectura constante de pH=8.3 después del inicio de la valoracién, tomando como
lectura los mL de hidroxido gastados. La acidez de la miel se expreso en miliequivalentes de
acido por kg de muestra de miel (meg/kg).
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6.3.4 Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica se midi6 por medio del uso de un conductimetro (Basico Crison
30), paraello se prepararon soluciones de las muestras de miel al 20% (p/v), una vez calibrado
el equipo la celda de conductancia se suspendio en las soluciones de miel previamente
preparadas y se prosiguio a tomar las lecturas correspondientes expresandose en (uS/cm™)
(Chuttong et al., 2016).

6.3.5 °Brix

Los sélidos solubles totales de las muestras de miel se determinaron por refratometria, en
donde se coloco una gota de miel en el plato muestra del refractometro digital (ATAGO,
modelo MASTER-100H, Bellevue, WA, USA), para después cubrirlas y registrar las lecturas
correspondientes. Los resultados se expresaron en ° Brix = % de solidos solubles/100 gramos
de miel (Chuttong et al., 2016).

6.3.6 indice de refraccion

Para la medicion del indice de refraccion de las muestras de miel se utilizo un refractémetro
digital (ATAGO, modelo MASTER-100H, Bellevue, WA, USA)., colocando una gota de
miel liquida y perfectamente homogeneizada directamente sobre el prisma del aparato, la
medicién se llevo a cabo a una temperatura de 25° C aproximadamente de acuerdo con lo
establecido por Gela et al (2021)

6.3.7 Color

La determinacién del color en las muestras de miel se realizé6 por medio de una técnica
espectrofotométrica de acuerdo con Quintero-Lira et al. (2019), el cual consisti6 en preparar
soluciones de miel y agua al 50% (p/v) y medir la absorbancia 635 nm en un
espectrofotometro (Jenway, Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) las lecturas obtenidas se

clasificaron de acuerdo con la escala de Pfund (Tabla 3).
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Tabla 3 Clasificacién del color de las mieles de acuerdo con la escala de Pfund

Absorbancia Escala de Pfund Color de la Miel
(hm) (mm)
0.140-0.125 <8 Blanco agua
0.125-0.148 9-17 Extra blanco
0.148-0.195 18-34 Blanco
0.195-0.238 35-50 Extra ambar claro
0.238-0.333 51-85 Ambar claro
0.333-0.411 86-114 Ambar
>0.411 >114 Ambar Oscuro

6.4 Determinacion de compuestos bioactivos
6.4.1 Fenoles Totales

El contenido de Fenoles totales en las mieles fue determinada siguiendo el método de Folin-
Ciocalteu, descrito por Singleton et al. (1999), con algunas modificaciones. Se preparo el
reactivo de Folin-Ciocalteu (F9252 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) en una
concentracion de 0.2N y carbonato de sodio (Na.COz, 17903 Fermont, Monterrey, NL,
Meéxico) al 7.5%. Se tomaron 0.5 mL de cada uno de los extractos y se mezclaron con 2.5
mL del reactivo de Folin-Ciocalteu, cada ensayo se hizo por triplicado y se dejé reposar en
oscuridad durante 10 min. Posteriormente se agregaron 2 mL de carbonato de sodio y se dejo
reaccionar durante 2 h en oscuridad. Finalmente se midié la absorbancia en un
espectrofotometro (Jenway, Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) a 760 nm usando como
blanco agua destilada.

Los resultados se interpretaron haciendo uso de una curva de calibracion de 0-160 pum/mL
utilizando &cido gélico (C7HeOs, 03251 Fermont, Monterrey, NL, México) como estandar de
referencia. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de &cido galico/100 g de muestra
(mg EAG/100 g de muestra).
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6.4.2 Flavonoides Totales

El contenido de Flavonoides totales en las mieles se determind haciendo uso del método
descrito por Quintero-Lira et al. (2019) , con algunas modificaciones. Se prepard tricloruro
de aluminio (AICIs, 0455 Meyer, Tlahuac, CDMX, México) a un 2% de concentracion en
metanol puro. Se tomaron 1 mL de cada extracto y se les afiadié 1 mL de la solucion de
tricloruro de aluminio, cada ensayo se realizd por triplicado y se dejo reaccionar durante 20
min en oscuridad. Posteriormente se midio la absorbancia en un espectrofotometro (Jenway,

Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) a 415 nm usando como blanco metanol puro.

Los resultados se interpretaron haciendo uso de una curva de calibracion de 0-40 pg/mL
utilizando quercetina (Q4951 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) como estandar
de referencia. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de quercetina/100 g de

muestra (mg EQ/100 g de muestra).

6.5 Determinacion de la Capacidad Antioxidante
6.5.1 Inhibicién del radical DPPHe

La inhibicién del radical DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) se determind siguiendo la
metodologia descrita por Pimentel-Gonzélez et al. (2016) con algunas modificaciones.
Primero se realizo la preparacion del reactivo DPPH a una concentracion de 0.2 Mm, para
ello se pesaron 7.9 mg de radical DPPHe (D9132 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados
Unidos) y se disolvieron en 100 mL de metanol al 80%, esta disolucion se dejo en agitacion
durante 2 horas en oscuridad, una vez transcurrido el tiempo se estandarizé ajustando la
absorbancia a 0.7 + 0.01 a 515 nm en un espectrofotometro (Jenway, Modelo 6715 UV/Vis,
Reino Unido) utilizando metanol al 80% como blanco.

Después se tomaron 500 puL de cada extracto y se les afiadieron 2.5 mL de radical DPPH
estandarizado anteriormente, este procedimiento se realiz6 por triplicado y se dejaron

reaccionar durante 30 min en oscuridad. Finalmente se midi6 la absorbancia a 515 nm.

Los resultados se interpretaron haciendo uso de una curva de calibracion de 0-30 pg/mL

utilizando (+) Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox, 238813
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Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) como estandar de referencia y los resultados
se expresaron en mg equivalentes de Trolox/100 g de muestra (mg ET/100 g de muestra).

6.5.2 Inhibicion del radical ABTSe+

La inhibicion de radical ABTSe+ [acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] se
realizd de acuerdo con la metodologia descrita por Pimentel-Gonzalez et al. (2016) con
algunas modificaciones. Primero se prepararon 10 mL de ABTS<" (A1888 Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, Estados Unidos) a una concentracién de 7 mM en agua destilada, después se
agregaron 10 mL de persulfato de potasio (K2S20g, 55842 FERMONT, Monterrey, NL,
México) 2.5 mM y se dejo reaccionar en agitacion constante durante 16 horas en oscuridad,
una vez transcurrido el tiempo se estandarizo ajustando la absorbancia a 0.7 £ 0.01 a 734 nm
en un espectrofotometro (Jenway, Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) utilizando como
blanco etanol al 20 %. Posteriormente se tomaron 100 pL de cada extracto y se les afiadieron
3 mL de radical estandarizado anteriormente, cada ensayo se realizé por triplicado y se
dejaron en reposo durante 2 h en oscuridad. Finalmente se midid la absorbancia a 734 nm en

el espectrofotometro.

Los resultados se interpretaron haciendo uso de una curva de calibracion de 0 - 60 pg/mL
utilizando Trolox (238813 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) como estandar
de referencia y los resultados se expresaron en mg equivalentes de Trolox/100 g de muestra
(mg ET/100 g de muestra).

6.6 Evaluacién de la inhibicion enzimatica de los extractos
6.6.1 Inhibicion de la enzima ureasa como indicadora del efecto
gastroprotector de los extractos de miel
La evaluacion del porcentaje de inhibicion de la enzima ureasa se realizo siguiendo el método
de Tanaka et al. (2004), con algunas modificaciones. Primero se prepard una solucion madre

de sustrato que contenia urea 150 mM, tampon fosfato 100 mM a pH 6.8, y rojo fenol al

0.002%. Se utiliz6 la enzima ureasa de Canavalia ensiformis (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
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Estados Unidos) y esta se prepar6 a una concentracion de 4U en tampon fosfato a pH 6.8.
Para el ensayo de inhibicion se mezclaron en tubos de 5 mL, series de 50-500 pL de cada
extracto y 100 pL de ureasa, estos se preincubaron en un bafio con agitador horizontal
(Scorpion Scientific, CDMX, México) durante 10 min a 37 °C, posteriormente se agregaron
500 uL del sustrato previamente preparado y tampon fosfato y se dejaron incubar durante 30
min. Se observo el cambio de coloracion de la solucion de levemente amarillo a rosado
intenso, pasado este tiempo se midio la absorbancia a 570 nm en un espectrofotometro
(Jenway, Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) y se realizaron los calculos del porcentaje de

inhibicion de la enzima mediante la Férmula 1.
Formula 1. Porcentaje de Inhibicidn enzimatica

L Abs Control — Abs Muestra
%Inhibiciion = bs Comtrol x 100

6.6.2 Inhibicidbn de la enzima elastasa como indicadora del efecto

antiinflamatorio de los extractos de miel

La evaluacidn del porcentaje de inhibicion de la enzima elastasa se realiz6 de acuerdo con la
técnica espectrofotométrica de la elastasa pancreatica porcina de acuerdo al método
modificado de Lee et al. (1999) cada ensayo de inhibicion se hizo por triplicado. Para ello se
utiliz6 N-succinil-(Ala) 3-p-nitroanilina (PPE tipo IV, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
Estados Unidos) como sustrato en una concentracion de 1.015 M, esta se disolvié en Tris-
HCI (PHGO0002 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) en concentracion de 0.1 M
a pH 8. Después se disolvieron 0.01 mg/mL de elastasa (E1250 Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, Estados Unidos) con buffer Tris-HCI 0.2 M (pH 8). Posteriormente se llev6 a cabo la
reaccion utilizando tubos de 5 mL, a éstos se les agrego series de 50-500 pL de cada extracto,
100 pL de elastasa, 100 pL del sustrato previamente preparado y 150 puL de Tris-HCI 0.2 M
(pH 8), estos se incubaron en un bafio con agitador horizontal (Scorpion Scientific, CDMX,
México) por 40 min. Se observo el cambio de coloracion de la solucion de levemente amarillo
a amarillo intenso. Finalmente se midié la absorbancia a 410 nm en un espectrofotometro
(Jenway, Modelo 6715 UV/Vis, Reino Unido) y se realizaron los célculos correspondientes

mediante la Formula 1.
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6.6.3 Inhibicion de la enzima R-glucuronidasa como indicadora del efecto

hepatoprotector de los extractos de miel

La evaluacion del porcentaje de inhibicion de la enzima B-glucoronidasa se realizé utilizando
la técnica descrita por Karak et al. (2017), con algunas modificaciones. En tubos de 5 mL se
colocaron series de 50-500 pL de extracto y se les afadieron 200 pL de solucion de B-
glucuronidasa (G7396 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos). Posteriormente se
pre incubaron a 37 °C durante 15 minutos en un bafio con agitador horizontal (Scorpion
Scientific, CDMX, México). Luego de la preincubacion se agregaron 120 uL de 4-nitrofenil-
B-D-glucurdnido (N1627 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) como sustrato y se
dejaron en incubacion durante 50 min a 37 °C, se utilizo &cido sacérido 1,4 lactona (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) como control. Se observé el cambio de color de la
solucion de incoloro a amarillo Finalmente se realizaron los calculos correspondientes

mediante la Formula 1

6.7 Analisis Estadisticos

Se llevo a cabo un disefio experimental totalmente al azahar, los ensayos se realizaron por
triplicado y los resultados fueron analizados bajo un andlisis de varianza ANOVA de una
sola via, con un nivel de significancia de (p<0.05) entre las muestras junto con una prueba

de comparacion de medias de Tukey y una Correlacion de Pearson.

Se empled el software IBM SPSS Statics para realizar las pruebas estadisticas

correspondientes y los graficos se hicieron en el software SigmaPlot.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion fisicoquimica

Las mieles de abejas sin aguijon presentan valores diferentes a los establecidos para la
composicion fisicoquimica proveniente de Apis mellifera, sin embargo aun no se han
establecido valores propios para estas mieles dentro de la normatividad mexicana por lo que
suelen ser comparados con los valores establecidos por la Comision Internacional de la Miel
(IHC). El estudio de los parametros fisicoquimicos de las mieles de abejas sin aguijon
evaluadas en este estudio comprendieron humedad, pH, acidez libre, conductividad eléctrica,

°Brix, indice de refraccion y color, los cuales se muestran en la Tabla 5.

Los resultados para el contenido de humedad de las mieles, oscil6 entre el 24.25 y 29.66%,
de acuerdo con algunos estandares de Malasia, las mieles de abejas sin aguijon comprenden
un porcentaje de humedad por arriba del 18.5%, para el pH se obtuvieron valores del 3.33
hasta 4.46 y para acidez libre de 23.52 a 56.70 meq/kg, en cuanto a la conductividad eléctrica,
°Brix e Indice de refraccion fueron de 174.67 al 521.67 uS/cm™, 71 al 47 g/100g y 1.46 al
1.47 respectivamente, por ultimo los resultados obtenidos mostraron que las mieles
presentaron colores que van desde el extra blanco, &mbar claro y &mbar oscuro de acuerdo

con la escala de Pfund (Tabla 3).

Debido a que no existe una regulacién oficial acerca de los estandares de calidad para las
mieles de abejas sin aguijon, algunos autores han recolectado bases de datos para este tipo
de mieles alrededor del mundo, siendo una de las mas reconocidas los estandares establecidos
en Malasia asi como los elaborados por otros autores como Vit et al (2004). Asi mismo los
resultados obtenidos en este estudio se encuentran dentro de los estandares de calidad antes
mencionados para la miel de abejas sin aguijon (ver Tabla 4) en los parametros de humedad,
°Brix y acidez libre, también se logra distinguir la diferencia entre la composicion de este
tipo de mieles contra las mieles de Apis mellifera en donde se obtuvieron mayor contenido
de humedad y menor contenido de solidos solubles totales, revelando la relacion que existe
entre estos dos parametros en comparacion, de la misma manera se observo una acidez libre
mayor (56.70 meqg/100g) en una de las muestras al estandar de referencia para las mieles de

Apis mellifera cuyo valor maximo es de 50 meqg/100g, los niveles altos de acidez libre en las
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mieles de abejas sin aguijon se ven influenciados por el proceso de fermentacion

caracteristico de las mismas debido a que las levaduras transforman los azucares presentes

en la miel en acidos organicos teniendo tambien influencia en el pH (Nordin et al., 2018).

Tabla 4 Estandares de calidad para las mieles de abejas sin aguijon

Parametro Estandares Vit et al. Estandares de
IHC (2004) Malasia
Humedad (g/100) Méaximo 20 Méaximo 30 Méaximo 35
Acidez libre (meq/100g) Maximo 50 Minimo 85 No aplicable
Contenido de cenizas (g/100g)  Méaximo 0.5 Méaximo 0.5 Méaximo 1.0
pH No aplicable  No aplicable 2.5-3.8
°Brix Minimo 60 Minimo 50 Maximo 85
HMF (mg/kQg) Méaximo40 Méaximo40 Méaximo40

Tomado de (Nordin et al., 2018)

Chuttong et al (2016), Vit (2009) y da S. Sant'ana (2020) evaluaron las caracteristicas

fisicoquimicas de distintas especies de abejas sin aguijon provenientes de Brasil, Venezuela

y Tailandia, en donde encontraron valores similares a los encontrados en este estudio,

reportaron valores de humedad elevados comprendiendo desde el 19.3 hasta el 31%, pH
promedio de 3.24 hasta 4.49, acidez libre de 25-592, 16.92-248.52 y de 16-37 meqg/kg ,
conductividad eléctrica de 0.24 — 2.14, 0.24 — 2.14 y de 0.794 — 1.1 mS/cm y para °Brix se

reportd un promedio de 71.2 a 77.7 g/100g en los tres estudios.

Tabla 5 Pardmetros fisicoquimicos de las mieles abejas sin aguijon (Melipona beecheii)

Humedad pH Acidez libre  Conductividad °Brix indice de Color
(%) (meg/kg) (uS/cm'?) (9/100 g) refraccion  (mm/Pfund)
M26  29.66+0.30° 4.46+0.66% 31.42+0.85° 521.67+0.29¢ 71.00+0.43%  1.46+0.08%  134.33+7.78
M16  25.27+0.37* 4.12+0.13° 56.70+0.10° 413.00£0.21° 74.00+£0.40°  1.47+0.04®®  71.00+0.82
M19  24.25+0.36° 4.26+0.56° 48.74+1.21¢ 341.33+0.01° 73.50+0.36° 1.47+03° 82.33+4.041
M23  27.17+0.46° 3.33t+0.67*  38.87+0.66° 434.67+0.50¢  72.83+0.28% 1.47+0.3° 78.33+1.154
M29  26.33+0.16° 3.68+0.90° 23.52+0.60° 174.67+0.28% 73.67+0.28° 1.47+0.5° 17.33+2.30

Las letras diferentes (a-e) muestran diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo con la prueba de

comparacion de medias de Tukey
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También se han realizado estudios acerca de la composicion fisicoquimica en mieles de abejas sin
aguijon en México, pertenecientes a las especies Melipona beecheii en los estados de Yucatan,
Veracruz, y Chiapas, en donde las mieles con mayor contenido de humedad se reportaron en las
provenientes del estado de Chiapas (31.4%) y con el menor contenido en las de Yucatan (25.3%)
mientras que en las mieles evaluadas se reportd como valor méximo de humedad 29.66%, estas
variaciones se deben a que el contenido de humedad de las mieles de abejas sin aguijon esta
determinada por las condiciones climaticas, debido a que habitan en zonas tropicales suelen estar
mas expuestas a la lluvia y humedad del ambiente influyendo en el proceso de maduracion de la
miel y su posterior almacenamiento, también depende del contenido del agua del néctar y de las
précticas apicolas de cada regién (Albores-Flores et al., 2020).

En pH se reportaron los valores mas bajos para las mieles de Chiapas (2.2) seguidas por las de
Yucatan (2.6) y encontrandose con valores similares ambas mieles provenientes del estado de
Veracruz (3.3-3.2), asi mismo el valor mas alto de acidez libre se encontré en las mieles de Chiapas
(206 meqg/kg), sequidas por las de Yucatan (71.3 meq/kg) y Veracruz (56.7 meg/kg) (Ramirez-
Miranda et al., 2021) el pH de estas mieles como se ha visto suele ser bajo y esta relacionado con
el contenido de acidez libre, en este parametro el principal responsable de la acidez es el &cido
gluconico y otros &cidos libres como el acético que se forma como consecuencia de la fermentacion
de la miel, el acido malico, citrico, formico, oxalico, piravico y succinico, se ha demostrado que
el contenido de estos acidos varia de acuerdo al origen botanico de la miel, en donde se ha visto
que la miel de mielada presenta mayor acidez que la miel de flores. Otros &cidos que contribuyen
en la acidez de la miel son los &cidos volatiles (caproico) y los acidos fenélicos (Martinez et al.,
2022).

En el contenido de °Brix se encontrd que las mieles de Yucatan presentaron un valor ligeramente
menor (73.3 g/100g) a las mieles de Veracruz evaluadas en este estudio (74 g/100g) (Moo-Huchin
etal., 2015). En cuanto al color las mieles de Yucatan presentaron coloraciones Blanco, Ambar
claro, Ambar y Ambar oscuro de acuerdo con la escala de Pfund, mientras que las mieles evaluadas
presentan tonalidades mas bajas como la Extra blanco, el color de las mieles depende de su origen
botanico que esta relacionado a su vez con el contenido de minerales, estos estan presentes en la
miel y provienen casi exclusivamente del néctar, estos reaccionan con la materia organica
formando compuestos pardos y a mayor cantidad de materia mineral mayor es la cantidad de
compuestos y mayor es el color (Ortiz-Reyes et al., 2022). También se ha establecido la relacion
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entre el contenido de minerales y la conductividad eléctrica, en la cual también influyen el
contenido de iones inorgénicos, algunos aminoécidos y &cidos orgéanicos en solucion los cuales
son capaces de conducir electricidad cuando se someten a un campo eléctrico y se usa

generalmente para el analisis del origen botanico.

7.2 Determinaciébn de los Compuestos Bioactivos y Actividad

Antioxidante

Los resultados del contenido de Fenoles y Flavonoides presentes en las cinco mieles
evaluadas se muestran en la Tabla 6. Los resultados variaron entre 9.27-31.80 mg EAG/100
gy 1.98-4.14 mg EQ/100 g de miel para fenoles y flavonoides respectivamente. El contenido
de fenoles y flavonoides se encuentran dentro de lo reportado por otros autores (Shamsudin
etal., 2019; Sousa et al., 2016). EI margen de variacion entre los resultados obtenidos podria
deberse a que el contenido de compuestos bioactivos de las mieles se ve afectado por el
origen floral, la fuente del néctar, el clima y la temporada del afio en que se recolecta la miel,
asi como las condiciones de cosecha. Por lo que el contenido de compuestos bioactivos

diferird en cada tipo de miel.

En cuanto a la actividad antioxidante, los porcentajes de inhibicion frente a los radicales
ABTS y DPPH (Tabla 6) fueron de 16.60-47.08% y 31.74-50.67% respectivamente, Abu
Bakar et al. (2017), reportaron valores de inhibicion contra el radical ABTS, que oscilaron
entre el 22.9-59.02%, Jiménez et al. (2016), evaluaron la actividad antioxidante en miel de
abejas sin aguijon mexicanas, encontrando porcentajes de inhibicién para DPPH de 0.8-
46.9%.

Comunmente se relaciona la capacidad antioxidante de un alimento con su contenido de
compuestos bioactivos, siendo los fenoles y flavonoides los responsables de dicha actividad.
En este estudio se encontro que los fenoles tienden a influir en la inhibicion del radical DPPH
(0.35) y los flavonoides en el radical ABTS (0.28). Sin embargo ambas proporciones no se
consideran tan significativamente altas como para ser las Gnicas responsables de la actividad
antioxidante de las mieles evaluadas. De acuerdo con Shamsudin et al. (2019), la capacidad

antioxidante de la miel esta dada por la interaccion de varios de sus componentes, como
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pueden ser compuestos bioactivos, &cidos organicos, azlcares, aminoacidos, enzimas, entre
otros, pudiendo provocar entre ellos un efecto sinérgico potenciando asi la actividad

antioxidante.

Tabla 6 Contenido de flavonoides, fenoles y actividad antioxidante de las muestras de miel

de abejas sin agujon (Melipona beecheii)

Muestra Flavonoides Fenoles ABTS DPPH
(mg EQ)* (mg EAG)** (Yo)*** (%) **=*
M26 3.87+0.27 ® 25.57+0.99 P 47.08+0.59°2 31.74+0.22¢
M16 3.27+0.89° 31.80+0.75 28.41+0.46 © 41.77+0.04 ¢
M19 3.48+0.49° 28.85+0.27° 36.51+0.93° 44.93+0.26°
M23 4,14+ 0.37°2 23.95+0.26° 33.80+04.78°¢ 50.67+0.042
M29 1.98+0.44°¢ 9.27+0.67°¢ 16.60+0.52¢ 37.19+ 0.59¢

*(mg EQ) mg equivalentes de quercetina /100 g de miel. ** (mg EAG) mg equivalentes de acido
galico/100 g de miel. *** (%) porcentaje de inhibicidn.

Las letras diferentes (a-d) muestran diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo con la prueba de
comparacion de medias de Tukey

7.3 Ensayos de inhibicién Enzimética

Todos los extractos de miel de abejas sin aguijon evaluados en este estudio mostraron valores
de inhibicion para la enzima ureasa que oscilaron entre 45 y 85%, siendo la miel M26 la que
obtuvo valores de inhibicion més bajo de las cinco muestras y la miel M23 el valor més alto
de inhibicién (Figura 6). Matongo y Nwodo (2014) realizaron un estudio in vitro para inhibir
la ureasa de Helicobacter pylori utilizando fracciones de miel, obteniendo porcentajes de
inhibicion del 45-48% en mieles de abejas sin aguijon provenientes de Turqui. Aunque se ha
visto que la inhibicion de lagunas enzima esta ligada al contenido de fenoles y flavonoides y
mas especificamente a la formacion de un enlace covalente entre los grupos funcionales —
OH de los flavonoides al sitio activo de la enzima (Kafarski & Talma, 2018), en este estudio
no se encontrd correlacion significativa entre el contenido de fenoles (0.22) y para los
flavonoides se encontrd una relacion negativa (-0.53) (Tabla 7).
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Sin embargo hay algunos otros componentes en la miel de abejas sin aguijon que también
podrian interferir con la inhibicion enzimatica. Sanchez-Chino (2019) informé que algunos
componentes de la miel, como los &cidos organicos y algunos péptidos, podrian actuar como
agentes quelantes de metales, esto debido a su capacidad de formar multiples enlaces con los
iones metélicos, la ureasa al ser una metaloenzima dependiente de niquel podria estarse
viendo afectada por dicha actividad, lo que explicaria el alto porcentaje de inhibicion de las
mieles evaluadas y la baja correlacion con los compuestos bioactivos a pesar de que algunas
de las muestras presentan un alto contenido de fenoles y flavonoides, sin embargo no se
descarta la posibilidad de que también pudiera deberse a un efecto sinérgico y disminuir asi

la actividad de la ureasa en este ensayo.

Ureasa

120
@ Dosis vs Control
—O— Dosis vs M16
—%— Dosis vs M19
A Dosis vs M23
—— Dosis vs M26
O Dosis vs M29

100 A

80

% Inhibicion
1]

40

20

0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Extracto (uL)

Figura 6 Porcentaje de inhibicion de la enzima Ureasa con respecto a la dosis de extracto

Con respecto a la enzima elastasa, se obtuvo un valor de inhibicion maximo de 47% para la
miel M29, las mieles M16 y M19 obtuvieron valores similares (44-43%) a la misma
concentracion de extracto y un minimo de 27% para la miel M23 (Figura 7). Wittenauer et
al. (2015), obtuvieron valores de 20-97-41.48%, para esta misma enzima probando la
capacidad inhibitoria del frijol negro (Glycine max), de igual manera Bahadir-Acikara et al.
(2019) obtuvieron valores de 37.5-51.7% para la actividad inhibitoria de Podospermum

canum sobre las enzimas colagenasa, elastasa y hialuronidasa, atribuyéndole estos efectos al
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contenido de compuestos bioactivos presentes en dichas plantas, principalmente de los
flavonoides

Se han realizado varios estudios entorno al contenido de compuestos bioactivos en distintas
mieles de abejas sin aguijon (da S. Sant’ana et al., 2020; A. C. dos Santos et al., 2021a),
encontrando principalmente fenoles, flavonoides y acidos orgénicos, los cuales podrian
interferir en la actividad inhibitoria dela elastasa. Jakimuik et al. (2021), le atribuyeron el
potencial inhibitorio de estos compuestos a la saturacion del doble enlace que poseen algunos
flavonoides presentes en la miel para acoplarse y unirse a la elastasa producida por
neutréfilos humanos, inhibiendo su actividad enzimatica, lo que corrobora la hipétesis de que
los flavonoides presentes en la miel estan relacionados de manera directa (0.66) con el

potencial inhibitorio contra la elastasa.

Tabla 7 Correlacién entre el contenido de compuestos bioactivos, actividad antioxidante y
potencial inhibitorio de los extractos de miel de abejas sin aguijon (Melipona beecheii)

Variables B- Elastasa  Ureasa DPPH ABTS  Flavonoides Fenoles
glucuronidasa

Fenoles 0.18 -0.47** 0.22 0.35 -0.54** -0.23 -

Flavonoides 0.25 0.66***  -0.53** -0.12 0.28 -

ABTS 0.31 0.22 -0.3 -0.62*** -

DPPH -0.53** 0.05 0.42* -

Ureasa -0.58*** -0.51** -

Elastasa 0 -

i- -

glucuronidasa

Cerca de +1 o0 -1 indica una relacién fuerte y cerca de 0 indica una relacidn debil/sin relacion

Todas las mieles mostraron un potencial inhibitorio >80% contra la enzima R-glucuronidasa
(Figura 8), siendo las mieles M29 y M19 las que mostraron mayor inhibicion.
Gholamhoseinian et al. (2021), probaron el potencial inhibidor de 120 extractos de plantas
sobre la enzima B-glucuronidasa, obteniendo porcentajes de inhibicion del 65% o menos,

inclusive en algunos extractos no se reportd ningun efecto inhibitorio contra esta enzima
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Figura 7 Porcentaje de inhibicion de la enzima Elastasa con respecto a la dosis de extracto

En otro estudio realizado por Sun et al. (2020) midieron el efecto de 36 flavonoides sobre la

R-glucuronidasa mostrando un potencial inhibidor del 70-90%.

Esto podria indicar que los flavonoides serian los posibles responsables de dicha actividad
en este estudio, tal como lo describen Liew et al. (2020), identificando el mecanismo de
accion de los flavonoides sobre la actividad de la R-glucuronidasa al unirse estos por medio
de los anillos A y C al sitio activo de la enzima formando enlaces covalentes entre si. Sin
embargo, no se encontrd una correlacion significativa (0.18 y 0.25) entre el contenido de
fenoles y flavonoides respectivamente de las mieles evaluadas con respecto a la actividad
inhibitoria de la enzima, lo que posiblemente indicaria que existen otros componentes que
estan influyendo para lograr dicha inhibicion. Ayyadurai et al (2023), probaron el efecto
hepatoprotector de la suplementacion de acido D-glucénico para reducir los niveles de [3-

glucuronidasa en ratas teniendo resultados positivos.

La miel de abejas sin aguijon posee caracteristicas Unicas, como una mayor acidez que la
miel convencional de Apis mellifera (Al-Hatamleh et al., 2020). Esto se debe a que durante
el proceso de elaboracion y maduracion de la miel las abejas secretan algunas enzimas, como
la glucosa oxidasa, esta enzima transforma las moléculas de glucosa en acido glucénico, este

acido organico es uno de los mas abundantes dentro de la composicién de la miel de abejas
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sin aguijon (Shamsudin et al., 2019). Este tipo de &cido asi como algunos otros también

pudieran estar interactuando sinérgicamente junto con los flavonoides para lograr la

inhibicidn de la R-glucuronidasa en este estudio.
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Figura 8 Porcentaje de inhibicion de la enzima R-glucuronidasa con respecto a la dosis de
extracto
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8 CONCLUSIONES

Las variaciones en la composicion quimica de las mieles de abejas sin aguijon dependen de distintos
factores, se identificaron valores bajos de pH, de solidos solubles totales y conductividad eléctrica,
alto contenido de humedad, acidez libre y distintas tonalidades de colores entre las muestras
evaluadas, asi mismo de encontrd que los parametros fisicoquimicos evaluados estaban dentro de los

estandares establecidos para las mieles de abejas sin aguijon.

La miel de abejas sin aguijon evaluadas en este estudio presentaron variaciones en cuanto al contenido
de compuestos bioactivos, estas se deben a factores como origen floral, clima, estacion del afio y
forma de cosecha, asi mismo la actividad antioxidante de las mieles de abejas sin aguijon se relacion6
al efecto sinérgico de varios de sus componentes y no Unicamente al contenido de fenoles y

flavonoides.

Los extractos de miel mostraron un porcentaje de inhibiciéon promedio aproximada de >50% a una
concentracion de 250 pL para la ureasa y un maximo de 85% de inhibicion en dos de las muestras
atribuyéndole el efecto sinérgico de los flavonoides y otros componentes de la miel como 4cidos

organicos y aminoacidos que pudieran actuar como agentes quelantes

En cuanto a la actividad antiinflamatoria por medio de los extractos de miel, se observ6 una actividad
media de la inhibicion de la elastasa (40-47%), atribuyéndole esta actividad a la afinidad de los

flavonoides presentes en la miel para acoplarse al sitio activo de la enzima.

El efecto hepatoprotector de los extractos contra la enzima p-glucuronidasa, pudiera estar
correlacionada a la sinergia entre los flavonoides y los acidos organicos presentes en las mieles,

logrando inhibir casi por completo esta enzima mostrando una inhibicién concentracion dependiente.
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