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El propdleo y su capacidad cicatrizante. / Propolis and its healing capacity.

ABSTRACT

A wound is defined as a cut or rupture in the continuity of any tissue. The wound healing
process can be compromised by infection, inadequate oxygen supply, malnutrition, and oxidative
processes. In pursuit of alternatives to aid the healing process, we evaluated the healing and
antioxidant activity of ethanolic extract of propolis (EEP). The propolis underwent processing,
yielding EEP at different concentrations in ug/mL. The total polyphenol content, antioxidant
capacity using various methods (ABTS, DPPH, and FRAP), reactive oxygen species (ROS)
and nitric oxide (NO) levels, and healing activity using the Scratch Wound Healing technique,
were assessed. At 1000 pg/mL, the EEP exhibited a concentration of 754.36 mgEAG/gbs of
total polyphenols. The antioxidant capacity, measured by DPPH, ABTS, and FRAP methods at
5000 pg/mL, showed concentrations of 41.33 mgET/gbs, 60.53 mgET/gbs, and 280 uyMET/gbs,
respectively. The concentration of ROS and NO at 300 ug/mL exhibited inhibition percentages of
32.96 % and 39.93 %, respectively. The highest healing percentage was observed at 600 pg/mL.
The polyphenols, along with the antioxidant activity of EEP, show promise, potentially linked to the
observed acceleration of the healing process.

KEY WORD S :Healing, propolis, antioxidants, cellular repair.

Introduccién

La piel es una membrana fibroelastica, considerada la “envoltura viva del cuerpo” (Guarin-
Corredor et al., 2013). Es el rgano mas extenso del cuerpo humano, con una superficie aproximada
de 1.6 m? y un peso de unos 4 kg, lo que equivale al 6 % del peso corporal total (Tresguerres
et al., 2009). Su principal funcién es constituir una barrera protectora contra microorganismos,
rayos UV, perdida de fluidos, estrés de fuerzas mecanicas y al mismo tiempo sirve como principal
organo sensitivo o de comunicacion hacia el exterior (Huether & McCance, 2015) al ser la capa
mas externa es susceptible a procesos mecanicos que pueden ocasionar heridas en este tejido.

Una herida se puede definir como un corte o ruptura en la continuidad de cualquier
tejido, también incluyen una averia en la funcién protectora de la piel, la pérdida de continuidad
del epitelio, con o sin pérdida del tejido conjuntivo subyacente a la piel después de la lesién
(Gunde, 2018).

Posterior a la lesion se desencadena un proceso complejo y dinamico de restauraciéon

de las estructuras celulares y las capas de tejido de la piel u otros 6rganos del cuerpo, este
proceso es conocido como cicatrizacion (Agyare et al., 2014; Schencke et al., 2016; Al-Waili,
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2018). De manera normal la cicatrizacion se divide en cuatro etapas las cuales son: Coagulacion,
inflamatoria, proliferativa y reepitelizacion.

El proceso de curacion de heridas puede verse comprometido por infecciones, suministro
inadecuado de oxigeno, desnutricion y procesos oxidativos (Al-Waili, 2018). Una consideracion
importante en la curacion fisiolégica de heridas es el suministro de oxigeno en el lecho de la
herida (Darby et al., 2014).

La cicatrizaciéon de heridas es un proceso crucial para la regeneracion de la piel y la
recuperacion de tejidos dafiados. Ademas de los tratamientos médicos convencionales, existen
remedios naturales como el propdleo que pueden ayudar a acelerar este proceso (Arcos et al.,
2019), por lo que las estrategias a implementar son muy variadas.

Gran parte de su actividad bioldgica y terapéutica se debe a la presencia de flavonoides
en su composicion, (Darby et al., 2014; Delgado Aceves et al., 2015; Chaa et al., 2019) la cual
varia en funcion del origen geografico (Farrér et al., 2004; Somerville, 2008; Eyng et al., 2015;
Chaa et al., 2019; Elkhenany et al., 2019).

Se ha estudiado el papel que juegan las propiedades antioxidantes en la cicatrizacion de
las heridas. La adicion de estos antioxidantes se ha evaluado en apdsitos e hidrogeles (Frykberg
& Jaminelli, 2015; Fu et al., 2020). Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son reguladores
cruciales de varias fases de la cicatrizacion de heridas. De hecho, se requieren bajos niveles de
ROS para la lucha contra el dafo externo (Dunnill et al.,, 2017). Sin embargo, el estrés oxidativo
excesivo en los tejidos y la disminucion de la capacidad antioxidante dan como resultado un
desequilibrio redox, que es una de las principales causas de las heridas que no cicatrizan
(Sanchez et al., 2018). Por ello, se debe revertir este estrés oxidativo con un aumento en el uso
de compuestos antioxidantes (Frykberg & Jaminelli, 2015; Fu et al., 2020).

En esta investigacion se propone el uso del propdleo, ya que desde hace muchos afios
se conoce del empleo de este para la curacién de heridas; (Barron & Wynn, 2011; Asgharpour
et al., 2019; Baygar, 2020; Belvedere et al., 2020) de la misma manera, presenta propiedades
antitumorales y antioxidantes, (Harnaj et al., 1978; Agyare et al., 2014) diversos efectos sobre
bacterias, hongos, parasitos y virus (Castillo, 2018; Carter & Skilbeck, 2014).

Es precisamente este punto el que hace particularmente interesante este estudio debido
a que el propdleo contiene atributos que pueden coadyubar en los procesos de cicatrizacion
de heridas. Por tal motivo, el objetivo de este estudio es evaluar la actividad cicatrizante y la
capacidad antioxidante del extracto etandlico de propdleo.

Material y Métodos

El procesamiento del propdleo para la obtencion del extracto etanolico, la cuantificacion
de polifenoles totales y las determinaciones de la capacidad antioxidante por los tres métodos,
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que se describen posteriormente, fueron realizados en el laboratorio de Farmacia y Productos
Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas, unidad Gémez Palacio, del estado de Durango,
México, dependiente de la Universidad Juarez del Estado de Durango en el periodo de enero a
julio del 2020.

La concentracién de ROS y ON, asi como, la cicatrizacién in vitro por |la técnica de Scratch
Wound Healing Assay, se realiz6 en el departamento de Bioquimica del Centro de Investigacién
Biomédica, de la Universidad Autbnoma de Coahuila, unidad Torredn en el periodo de agosto-
diciembre del 2020.

Propdleo

El Propdleo se obtuvo de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en el
municipio de Torredn, Coahuila, México en el mes de enero del 2020, bajo las condiciones de
obtencion establecidas por el Departamento de Biologia. UAAAN Unidad Regional Laguna.

Fibroblastos

Las lineas celulares denominadas: Primary Dermal Fibroblast Normal; Human, Neonatal
(HDFn) y Fibroblastos de raton 3T3, se obtuvieron del laboratorio de Biologia Molecular del cancer
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Elaboracion del extracto etandlico de propdleo

Se preparo el extracto considerando 25 g de propdleo con 250 mL de etanol absoluto
como solvente, manteniéndolo a temperatura ambiente en un lugar seco, fresco y alejado de la
luz; luego de 24 horas en agitador orbital (Heathrow Scientific, Modelo Sea Star 1.11) a 150 rpm,
se filtré con un embudo Buchner con papel filtro de poro grueso (Whatman No. 1) aunado a un
matraz Kitasato mismo que lleva a cabo su funcion junto a una bomba de vacio (AutoSciencie,
Modelo AP-9950) hasta que el residuo obtenido fue lo mas claro posible. Enseguida, se sometio
al rotavapor (Buchi, Modelo R-210) a 100 rpm, 50 °C por 30 min hasta lograr que el propéleo
presentara una consistencia semisolida; este fluido semisélido se dividié en tres cajas Petri, que
posteriormente se colocaron en una estufa de vacio (Napco, Modelo 5831) con condiciones
de 40 °C y 20 atm, purgada cada hora, durante 24 horas. Una vez obtenido el material seco
totalmente, se pesaron las cajas en balanza analitica (Adventurer Ohaus, Modelo AR2140) para
cuantificar el rendimiento del extracto etandlico de propdleo.

Rendimiento del extracto etandlico de propdleo

Para establecer el rendimiento de los extractos de propdleo se establecié se utilizo la
siguiente ecuacién (ecuacion 1):
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Ecuacion 1. Rendimiento de los extractos de propdleo

Rendimisnto (%) = (Px1007)/m

P= Peso de extracto seco (g)

m= Peso seco de muestra (g)

Contenido de polifenoles totales en el extracto etandlico de propdleo

La cuantificacion de los polifenoles totales se realizé mediante el método de Folin
Ciocalteu (Cortés-Chitala et al., 2021). Los extractos se diluyeron a 5000, 1000, 620 y 320 ug/
mL y la reaccion se llevo a cabo mezclando 0.5 mL de reactivo Folin 0.67 Ny 0.5 mL de Na,CO,
1.9 M. Después de 1 h de reposo, las muestras se leyeron a 760 nm en un espectrofotometro
UV/Visible utilizando acido galico (GA) como patrén de referencia. Para establecer el contenido
de polifenoles se utilizé la siguiente ecuacién (ecuacion 2):

Ecuacion 2. Contenido total de polifenoles expresados en miligramos equivalentes de
acido galico

mgEAG L de extractn
Contenide total de polifenoles (—————) = ppm
gbs g muestra

ppm= concentracién en mg/mL,
L= volumen en litros de la solucién

g= gramos de muestra seca del extracto.

Actividad antioxidante del extracto etandlico de propdleo
Acido 2,2'-azino-bis-3- etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS)

La capacidad de eliminacion de radicales libres por el método del ABTS se realizé segun
lo descrito por (Re et al., 1999), con alguna modificacion.

El radical ABTS+ se forma afiadiendo ABTS 7 Mm y persulfato de potasio 2.25 mM. Dicha
mezcla se dejé reaccionar durante 12-16 horas en la oscuridad, a temperatura ambiente. Se
diluyé el radical con etanol y agua (75:25). Las muestras se realizaron mezclando 10 pL del
extracto etandlico de propdleo (5000, 1000, 620 y 320 ug/mL) con 190 ul de la solucién de ABTS+
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y la absorbancia se midié después de 30 minutos a 740nm. Los resultados fueron expresados
como la capacidad antioxidante equivalente a porcentaje de inhibicién. El porcentaje de inhibicion
del radical ABTS+ se calculé de acuerdo con la ecuacion 3.

Ecuacioén 3. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS+

8 Fribi i (ABS control — ABS muestra 100
% Inhibicidn = ABS confrol *

ABS= Absorbancia

1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

Lacapacidad antioxidante de los extractos se determiné mediante espectrofotometria visible
en presencia del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH) a 518 nm en un espectrofotémetro
UV/Visible. Se tomaron 2 mL de metanol al 80 % (blanco) y 2 mL de extractos diluidos a diferentes
concentraciones (5000, 1000, 620 y 320 pg/mL). A cada uno se le anadieron 2 mL de DPPH 2.5
mM recién preparado. La lectura del blanco y las muestras se realizaron después de 30 min. El
porcentaje de inhibicién se calculé de acuerdo con la ecuacién descrita por Cortés-Chitala et al.
(2021) (ecuacion 4).

Ecuacion 4. Porcentaje de inhibicion para la prueba de DPPH en donde se consideran las
absorbancias (Abs) del control y muestra.

ABR3 muestra
U0 fmhibicion = 1 —m x 100
COIero

ABS= Absorbancia

Poder reductor del hierro (FRAP)

El ensayo FRAP, se realizd de acuerdo con el procedimiento utilizado por Serra y Lacalle
(2010).

Se preparo el reactivo TPTZ mezclando 2.5 mL de TPTZ (0.01 M), 2.5 mL de FeCl,*6H,0
(0.02 M) y 25 mL de solucion buffer (pH 3.6).

Para las muestras se tomé 10 pL de cada concentracion de extracto etanolico de

propoleo (5000, 1000, 620 y 320 ug/mL) y se le adicioné a cada uno 190 uL de reactivo FRAP,
posteriormente se incubd la mezcla durante 30 minutos y se midié su absorbancia a 595 nm. Se
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realizé una curva de trélox en viales protegidos de la luz, se hicieron las diluciones necesarias
para obtener concentraciones de 0, 25, 50, 100, 200, 300 ppm. Finalmente, el resultado se
expreso como umol equivalentes a trélox/ gramos de base seca en base a la siguiente ecuacion
(ecuacion 5):

Ecuacion 5. pmol equivalentes a trélox/ gramos de base seca

wmalET (ppm) (LJ(DF)
ghs  gdepropoles

ppm= Partes por millén
L= Litros
DF= Factor de dilucion

g= gramos

Analisis de la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y éxido
nitrico (ON) en macréfagos de ratéon

Se realiz6é una induccién de macréfagos mediante un lavado peritoneal en dos ratones
machos Swiss de 8 semanas de edad, inyectados con 1mL de tioglicolato [17.5 ppm] por 72h. Las
muestras fueron extraidas (1 mL) después de un masaje abdominal y centrifugadas a 1,500 rpm
por 10 min. La viabilidad celular se realizé resuspendiendo los botones de las muestras en RPMI-
1640, se afadieron 10 L de células y 90 uL de azul de tripano en una camara de Neubauer para
la obtencion del conteo celular total. Los macréfagos fueron cultivados por triplicado expuestos
a 20 pL de reactivo NBT e incubados durante 18 h a 37 °C y 5 % de CO,. Se utilizé6 como blanco
una solucion de 500 yL de medio RPMI con 20 pyL de NBT, un control positivo de células con la
adicién de LPS, control negativo sin LPS y un control tratamiento con EEP a una concentracién
de 300 pg/mL. Después se adicionaron 92 uL de DMSO y 108 uL de KOH. Se centrifugaron a 10,
000 rpm por 3 min y se leyeron a una absorbancia de 620 nm.

En el caso del oxido nitrico se realizé una curva de NO, [100 ugM] en concentraciones
de 0, 1.5, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pL manteniéndolas en condiciones de 4 °C protegido
de la luz y mezclando antes de realizar las lecturas colorimétricas, Se emplearon alicuotas de
25l de las muestras de los ratones y se les agregé a todos los tubos 500 pL de solucion de
Griess concentrada, luego fueron puestas a incubacién por 10 min a temperatura ambiente y
en oscuridad. Posterior a esto, se afadieron 500 pL de solucion de Griess diluida repitiendo las
condiciones anteriormente mencionadas y se leyeron finalmente a una absorbancia de 540 nm.
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Cicatrizacion in vitro por técnica Scratch Wound Healing Assay.

Los cultivos celulares fueron mantenidos alrededor de 15 dias antes de realizar los
experimentos en los cuales se monitore6 diariamente la adaptacion de las células a través de la
formacién de la monocapa, realizandose cambio de medio cada 3 dias.

Se evaluo la cicatrizacién in vitro a través de la técnica de Scratch Wound Assay, en la
cual se valoran los factores que alteran la motilidad y/o el crecimiento de las células lo que puede
aumentar o disminuir la tasa de “curacion” de la brecha (Lampugnani, 1999).

Para determinar la cicatrizacion in vitro se utilizaron fibroblastos humanos y de ratén: se
sembraron 1x108 células en placas de cultivo con 96 pocillos por triplicado hasta alcanzar una
confluencia del 90 %. Tras tener la confluencia adecuada se realizé un rasguno en el centro de
la placa con una puntilla amarilla de pipeta automatica con un diametro de 0.9 mm. En seguida
se aplicaron los cuatro tratamientos (0, 300, 450 y 600 ug/ml) del extracto de propdleo en medio
DMEM suplementado con FBS 2 %.

Se utilizé como control negativo solo medio DMEM y como control positivo medio DMEM
suplementado con 10 % de FBS. Después de realizar la exposicion se tomaron fotografias a las
0, 6,12, 24, y 48 h. Se realizé un analisis de los datos con el analizador de ImageJ.

Diseino experimental

Para la experimentacion in vitro se utilizé un disefio experimental 4 x 4 con tres repeticiones,
donde corresponde a las cuatro pruebas establecidas para la capacidad antioxidante: ABTS,
DPPH, FRAP y contenido total de polifenoles (4) por las concentraciones de extracto etandlico
de propdleo (4).

Para la determinacion de ROS y ON en macrofagos de ratén, se utilizé una concentracién
de 300 pyg/mL de EEP con un disefio 1x2, con tres repeticiones.

Se utilizaron fibroblastos humanos y de ratdén para la experimentacién de la cicatrizacion
in vitro dentro de un disefio experimental 3 x 5 con tres repeticiones, donde corresponde a las
concentraciones del extracto etandlico de propdleo establecidas (3) por el tiempo de monitoreo (5).

Analisis de datos

Los valores fueron expresados como % para determinar el rendimiento del extracto e
inhibicién de radicales libres en la evaluacion de capacidad antioxidante, asi como medidas
de tendencia central (medias), para determinar la concentracion de polifenoles, capacidad
antioxidante, niveles de ROS y ON. Para la medicion de las imagenes de monitoreo celular
(% de cicatrizacion) se utilizé el programa Imaged y GraphPad Prism 9 para comparar las
medias de los niveles de cicatrizacion de las lineas celulares de fibroblastos humanos y de
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raton en diversos intervalos de concentracion y diferentes tiempos de exposiciéon. Lo anterior,
mediante un ANOVA de dos vias con un post-hoc de Dunnett, considerando una p < 0.001 como
estadisticamente significativa.

Resultados y Discusion

En la Tabla 1, se representan el peso inicial, final y porcentaje de rendimiento del EEP
luego de ser expuesto a una estufa de vacio a 40 °C. Los datos obtenidos arrojaron un rendimiento
de 47.51 %, segun la formula utilizada para el porcentaje de rendimiento del extracto etandlico
de propodleo. Aunque la NOM-003-SAG/GAN-2017 para la produccién y especificaciones en el
procesamiento del propdleo, no cuenta con un parametro establecido para dicho resultado; un
alto porcentaje de rendimiento puede indicar una mayor posibilidad de obtener mayor cantidad de
componentes activos como los son polifenoles a los que se les atribuye propiedades antioxidantes.

Rodriguez et al. (2020), encontraron similitudes en EEP de Michoacan con un 43 % de
rendimiento. Esta asociacién contradice a lo establecido en la literatura, ya que, a pesar de que
ambos propoleos tienen distinta procedencia, flora, fauna circundante, entre otros factores, la
diferencia de rendimientos es minima. De igual manera, es importante sefalar que la proporcion
de compuestos bioactivos tales como los polifenoles, terpenoides, esteroides y aminoacidos,
pueden variar por las razones anteriormente mencionadas.

En otro estudio realizado por Delgado Aceves et al. (2015) en Jalisco México, se encontré
un rendimiento de 33 %. De igual manera el propdleo de este estudio demostrd tener un mejor
porcentaje frente a otro cuya procedencia es muy diferente. Siendo el porcentaje de rendimiento
un indicador muy importante ya que en este recae la calidad de la materia prima, cuanto mayor
sea el valor de esta fraccidn, mejor sera el producto final, debido a que es en ella donde estan
los compuestos de interés. Por consiguiente, se hace evidente que todo lo anterior sugiere una
actividad biolégica sinérgica de los diferentes compuestos.

Tabla 1. Diferencia del rendimiento del extracto etanélico de propdleo
en gramos de base seca (gdb).

Peso inicial (g) Peso final (g) Porcentaje de rendimiento
25 11.879 47.51

Contenido total de polifenoles del extracto etandlico de propdleo
La presencia de compuestos polifendlicos en un extracto esta directamente relacionada ala

capacidad antioxidante debido a que son una de las principales clases de metabolitos secundarios
de los vegetales a los cuales se les atribuye esta propiedad (Rodriguez Pérez et al., 2020).
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El valor de contenido de polifenoles totales del EPP entre 5000 y 320 ug/mL se muestra
en la Tabla 2, mismo en el que el resultado de las concentraciones oscil6 entre 3771.8 y 241.39
mgEAG/gbs.

Tabla 2. Contenido en miligramos equivalentes de acido galico
(mgEGA)/gramos de base seca (gdb) de las concentraciones del
extracto etandlico de propéleo (EPE).

Concentracién (ug/mL) mgEGA/gdb
5000 3771.8
1000 754.36
620 467.70
320 241.39

Karapetsas et al. (2019), indicaron que el EEP griego a concentraciones similares, es decir,
entre 5000 y 100ug/mL contenia de 4114 hasta 107.73 mgEAG/gbs. Aunque comparten factores
en la determinacion de estos componentes como el método de recoleccion, almacenamiento,
solvente utilizado y método de extraccion; existen otros que influirian de manera crucial en el
resultado observado como la zona geografica de la que provienen ademas de la temporada
en la que ambos fueron recolectados, ya que mientras el propdleo griego fue almacenado en
época primaveral, el obtenido en este estudio fue en la invernal, por lo que las temperaturas
representarian segun la literatura un impacto importante en el contenido total de polifenoles y por
consiguiente en su capacidad antioxidante. Sin embargo, los factores ambientales no fueron una
limitante ya que presentan capacidades antioxidantes similares.

Otro estudio realizado por Talla et al. (2014), con propéleo de Camerun, Africa, haciendo una
comparacion entre diferentes solventes, encontraron en extractos etandlicos una concentracién
de 4510 mgEAG/gbs. Si bien este no fue el solvente con mejor resultado en contenido polifendlico
en la investigacion, estas observaciones concuerdan con otras realizadas por distintos autores,
lo que supondria el papel destacado tanto del solvente utilizado para el extracto, asi como su
método de extraccion en la determinacién de contenido total de polifenoles.

Actividad antioxidante del extracto etandlico de propdleo
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Para la IC, en el radical DPPH monitoreando su reduccion por un antioxidante con la
disminucion en absorbancia y cambio de coloracion de morado a amarillo, se obtuvo el resultado
de 4020 uyg/mL (Tabla 3). Dicho resultado fue obtenido en base a la Ecuacién 4. Se observa
ademas una correlacion entre la determinacién de polifenoles totales y la actividad antioxidante
en los métodos de DPPH y ABTS, asi como también se aprecia que el porcentaje de inhibicién
de ambos métodos aumenta a medida que aumenta la concentracion del extracto de propéleo.
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Tabla 3. Contenido en porcentaje (%) y miligramos equivalentes a
trolox (mgET)/gramos base seca (gdb) de las concentraciones del
extracto etandlico de propéleo (EPE).

Concentracion (ug/mL) Inhibicion (%) mgET/gdb
5000 62.13 41.33
1000 12.42 8.26
620 7.70 5.12
320 3.97 2.64

En estudios comparativos entre propdleos mexicanos, se encuentra el realizado por
Rodriguez et al. (2020) en el estado de Veracruz, en el cual observaron una concentracion
inhibitoria media en 950 ug/mL. Si bien, resalta el hecho de que ambas zonas pueden ser
consideradas como extremos geograficos del pais y por consiguiente vegetacion, clima y tipo de
especie de abeja recolectora distinto, serian motivos a los cuales atribuirles el variado resultado.

ABTS (2, 2-Azinobis-3-etil-benzo-tiazolina-6-acido sulfénico)

La decoloracion del radical ABTS por presencia de compuestos antioxidantes en el
extracto se realizé mediante la férmula para porcentaje de inhibiciéon y mgET/gbs (Tabla 4). La
IC,, se report6 en 4800ug/mL. El porcentaje de inhibicion fue evaluado mediante la ecuacion 3.

Los resultados del extracto etandlico de propoleo para ABTS se muestran en el Tabla 4,
en donde las concentraciones de 5000 a 320 ug/mL oscilaron entre 60.53 y 3.87 mgEAG/gbs.

Aunque en este estudio, los datos encontrados en el contenido total de polifenoles y DPPH
presentan una relacion proporcional con el método de ABTS, comparando nuestros resultados,
con los de otros estudios realizados en Latinoamérica, se han observado marcadas diferencias,
principalmente en esta técnica. Un ejemplo, es la realizada por Benavidez (2017), con propdleo
peruano en el que se encontro un IC_, en 1069 ug/mL.

Por otro lado, Yang et al. (2011) con EEP chino, encontr6 un IC, en 42 ug/mL, esta marcada
diversidad se observa no solo en propdéleos de Latinoamérica, si no también, en otros paises.
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Tabla 4. Contenido en porcentaje de inhibiciéon (%) y miligramos
equivalentes a trolox (mgET)/gramos de base seca (gdb) de las
concentraciones del extracto etandlico de propéleo (EPE).

Concentracion (ug/mL) Inhibicién (%) mgET/gdb
5000 51.98 60.53
1000 10.39 12.10
620 6.44 7.50
320 3.32 3.87

FRAP (Ferric reducing/antioxidant power)

En el caso del método de FRAP observandose el cambio de incoloro a un azul verdoso
intenso en presencia de antioxidantes, se encontré un IC, en 3190 ug/mL (Tabla 5), deduciendo
una mayor presencia de antioxidantes no enzimaticos.

Tabla 5. Contenido en miligramos equivalente a trolox (mgET)/gramos
de base seca (gdb) de las concentraciones del extracto etandlico de
propdleo (EPE).

Concentracién (ug/mL) UMET/ gdb
5000 280
1000 56
620 34
320 17

En un estudio realizado por Touzani et al. (2019) con extracto hidroalcohdlico de propdleo
de Marruecos, Africa encontraron un IC,, en 1080 ug/mL, mientras que Yang et al. (2011) con
EEP establecieron un IC, en 5 ug/mL. Ambos, aunque distan a las observaciones encontradas
en este estudio, tienen en comun que fueron los resultados encontrados en menor cantidad en
sus respectivos propoleos, lo que, en teoria, indicarian una mayor presencia de componentes no
enzimaticos que reducen el hierro férrico a su forma ferrosa teniendo una actividad antioxidante.
Resulta de interés la manera en la que independientemente de su ubicacién, el propdleo de
manera general, tiene un mejor desempefio en esta técnica ampliamente utilizada.

Analisis de la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6xido
nitrico (ON) en macroéfagos de ratéon

La concentracién de ROS y 6éxido nitrico realizada con tratamiento de EEP en una

concentraciéon de 300 pg/mL mostré un porcentaje de inhibicion de 32.96 y 39.93 % como se
muestran en la Figura 1y Figura 2.
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Figura 1. Muestras tratadas con control positivo (LPS), control negativo (Sin LPS)
y el extracto etandlico de propodleo (EEP) en las que se mostré una inhibicion del
32,96 %.

Figura 2. Muestras tratadas con control positivo (LPS), control negativo (Sin LPS)
y extracto etandlico de propdleo (EEP) en las que se demostré una inhibicién del
39,93 %
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El extracto etandlico de Propoleo Irani demostré que macréfagos de raton tratados a
concentraciones de 0.15 ug/mL redujeron significativamente la produccién de ROS inducida
por LPS (>50 %). Pero a mayores concentraciones (1.5 y 15 pg/mL) no pudieron inhibir estas
especies reaccionantes (Asgharpour et al., 2019) lo que indicaria una mayor inhibicion en menor
concentracién utilizada a la de este estudio. No obstante, aunque en el presente, solo fue expuesta
una concentracion de extracto, segun las pruebas de citotoxicidad, a mayor concentracién no se
observaban efectos téxicos por lo que se podria suponer que emplear una mayor o menor dosis
podria lograr observarse o no dichos resultados obtenidos con el propdleo irani en el que el efecto
dosis-respuesta tuvo un impacto importante. Por el contrario, Eyng et al. (2015) adicionaron EEP
brasilefio en concentraciones de hasta 5000 ppm en la dieta de pollos sin encontrar ninguiin efecto
en macrofagos ni en eritrocitos.

Cicatrizacion in vitro por técnica Scratch Wound Healing Assay

Los porcentajes de cicatrizacion de las distintas concentraciones de EEP son representados
a diferentes tiempos de monitoreo en fibroblastos humanos (Figura 3) y fibroblastos de ratén
(Figura 4).

En ambas lineas, a las 12 h se observd una diferencia significativa (p < 0.0001) en las
concentraciones de 450 y 600 pg/mL, sin embargo, el mayor porcentaje de cicatrizacion se
observo a 600 pg/mL. En fibroblastos humanos con un 37.23 % y en fibroblastos de ratéon con un
57.45 % a las 48 h. De igual manera, ninguna de las concentraciones administradas obtuvo una
cicatrizaciéon completa en el tiempo de monitoreo determinado.

Figura 3. Porcentajes de cicatrizacion a diferentes concentraciones de EEP en
diferentes intervalos de tiempo en fibroblastos humanos
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Figura 4. Porcentajes de cicatrizacién a diferentes concentraciones de EEP en
diferentes intervalos de tiempo en fibroblastos de ratéon

Jacob et al. (2015) en estudios con propéleo de Malasia aplicados en fibroblastos
humanos, encontraron datos similares siendo que a 250 pug/mL observaban una tasa de migracion
rapida y una maxima proliferacion a 500 pg/mL. De igual manera, al cabo de 12 h se observaban
diferencias significativas en estas dos concentraciones del extracto y después de 48 h la maxima
dosis empleada fue la del mejor efecto; sin embargo, aunque esta investigacion no fue analizada
a manera de porcentaje de curacion de la herida, ninguna concentracién obtuvo una monocapa
completa, lo que significaria la formacién total de una cicatriz al término del ensayo. Por su parte,
en 2019, Elkhenany et al., encontraron casi el 85 % del cierre de la brecha al cuarto dia de
exposicion, por lo que debido a las condiciones propias de los cultivos celulares, un monitoreo de
48 h normalmente no arrojaria resultados de restauraciones de la monocapa al 100 % aunque
si demostrarian la efectividad de la actividad cicatrizante del propéleo en fibroblastos humanos,
independientemente de su origen, la composicion general y sinérgica determinarian de manera
crucial el impacto en la estrechez de la herida en simulacién in vitro.

Conclusiones

Los niveles de polifenoles presentes, asi como la actividad antioxidante encontrada en el
propéleo analizado son prometedoras, lo cual puede estar ligado a la aceleracién del proceso de
cicatrizacién observado en este estudio.

La inhibicion mostrada por el extracto en la concentracién de especies reaccionantes de
oxigeno (ROS) y 6xido nitrico (ON) en macréfagos de ratén confirma la actividad antioxidante
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que se le atribuye, evitando con esto un estrés oxidativo propio de la herida o dafio celular en la
formacion de nuevo tejido cicatricial.

Con esto, el presente estudio mostré in vitro el efecto cicatrizante del extracto etandlico
de propdleo en fibroblastos de ratdn y fibroblastos dermales humanos normales, por lo cual seria
interesante realizar una caracterizacion en el extracto asi como estudios de seguimiento in vivo.
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