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RESUMEN

El propdleo es un producto apicola resinoso, recogido y transformado por las abejas meliferas de la
vegetacidn que estas visitan, la matriz estd compuesta quimicamente por flavonoides, cumarinas y
acidos fendlicos principalmente, lo que le confiere muchas propiedades biolégicas, siendo una de
ellas la actividad anticancerigena. Por tal motivo este compuesto es utilizado empiricamente como
un tratamiento anticancerigeno alternativo, aunque los investigadores previos no han concluido aun
sobre la caracterizacion del propdleo y la efectividad terapéutica de este. Por consiguiente, se realizd
una revision bibliografica sobre 28 articulos de investigacion, se recolectaron datos con el fin de
hallar un rango de concentracién activa y conocer los compuestos biomarcadores. Como resultado
de esto hallamos que el extracto etandlicos es el mas activo frente a las células de cancer de colon
(ej. HTC-116), con un tiempo de exposicion de 72 horas como el mas efectivo, las investigaciones
cuentan con un amplio rango de concentracién IC50 que oscila entre 4.4 ug/mL a 75.33 pg/mL.
Adicionalmente, se observé que el metabolito mas reportado es el Acido cafeico, reportado en el
34,8% de los articulos, pero solo uno reporta la concentracion del metabolito en la matriz, reflejando
poca correlacién de los principios activos con la capacidad citotdxica del propéleo. Finalmente, esta
investigacion percibid la carencia de ensayos sobre el indice de selectividad en la mayoria de los
articulos consultados, lo cual imposibilita determinar la selectividad de los extractos de propéleo
frente a células de cancer.

PALABRAS CLAVE - Cancer de colon, propdleos, citotoxicidad.

SUMMARY
Propolis is a resinous bee product, collected and transformed by the honeybee of the vegetation
that they visit, the matrix is chemically composed of flavonoids, coumarins and phenolic acids
principally, which gives it many biologic attributes, one of them is the anticancer activity. For this
reason this compound is empirically used as an alternative anticancerigen treatment, although
previous researchers have not yet concluded about characterization of propolis and therapeutic
effectivity of this. Therefore, it has been made a bibliographic review over 28 research articles, data
was collected in order to find an active concentration range and know the biomarker compounds. As
a result of this we find that ethanolic extract is the most active front of the colon cancer cells (ex.



HTC-116), with an exposure time of 72 hours like the most effective, the investigations count with a
wide IC50 concentration range that oscillates between 4.4 pg/mL and 75.33 pug/mL. Additionally, it
was observed that the most reported metabolite is the caffeic acid, reported in 34,8% of the articles,
but just one of them it reports the metabolite concentration in the matrix, reflecting little correlation
of the active principles with the propolis cytotoxicity capability. Finally, this research perceived the
lack of the assays about the selectivity index in most of the articles consulted, which make it
impossible to determine the selectivity of the propolis extracts front to cancer cells.
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INTRODUCCION

El cdncer de colon se cataloga como el segundo
tipo de cédncer con mdas mortalidad a nivel
mundial*?, su tratamiento principal es la
colectomia realizado concomitantemente con
otros tratamientos como la quimioterapia y la
efectividad del

tratamiento esta directamente asociado al

radioterapia, aunque la
estadio del cancer, se han reportado un 30% de
recurrencia de la enfermedad>3.

El propdleo es un producto apicola de resina,
gue las abejas recolectan y transforman de la
vegetacién que visitan, especialmente de las
flores y yemas de las hojas, y se mezclan con
saliva, enzimas y otras secreciones de las
abejas®. El tipo de insecto mds comun es Apis
Mellifera, porque esta ampliamente distribuido
por todo el mundo y tiene una gran capacidad
para convertirse en abejas formadoras de miel.
La matriz de propdleo estd compuesta
principalmente por flavonoides, cumarina y
acido fendlico®, su composicién quimica le
confiere multiples propiedades bioldgicas, una
de las cuales es su actividad anticancerigena.

Estas propiedades convierten al propdleo en

una matriz ideal para ser utilizado como
alimento funcional para la prevencidn del cancer
de colon. Por tal motivo esta investigacion se
enfocé en la revision bibliografica de la actividad
anticancerigena de los propdleos mediante la
revision bibliografica con el fin de establecer la
influencia de la composicion quimica del
producto en la actividad citotéxica de la matriz

sobre las células de colon.

METODOLOGIA

Para definir cudl era el efecto de la matriz
propdleo sobre las células de cancer de colon, se
realizd una revision sistematica de 28 articulos,
seleccionados mediante parametros de
inclusion tales como: factor de impacto de la
revista cientifica superior a 1, descripcion
detallada de la extraccion del propdleo, uso de
células de cancer de colon de origen humano y

fecha de publicacién menor a 10 aiios.

Para la recoleccion de datos se disefiaron dos
tablas (Ver tabla 1-2). En la primera tabla se
utilizaron factores como: Tipo de insecto,
condiciones de

vegetaciéon vy  lugar,
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almacenamiento, condiciones de extraccion;

incluyendo método usado, solventes y
reportando los compuestos mayoritarios. En la
segunda tabla se utilizaron factores como:
linea celular, medio de cultivo (temperatura y
composicidon del medio), concentracion de la
muestra  (fraccién usada), tiempo de
exposicion, método de medicidn de viabilidad
de células, concentracion media efectiva (IC50)
y el

Consecutivamente, se disefioé una tercera tabla

control positivo utilizado.
(Ver tabla 3), recopilando los compuestos

aislados de los extractos etandlicos vy
metandlicos, su actividad y su indice de
selectividad junto con la linea celular sana
usada en caso de que fuese reportado.

Una vez recolectada la informacién en las
tablas, se procedié a analizar cada variable por
datos de frecuencias y de similitud entre
articulos, con el objetivo de agrupar estos
datos y definir cudles datos eran concluyentes,
insuficientes o insignificantes. Esto nos llevd a
centrarnos en los extractos etandlicos vy

metandlicos de los cuales se recopild
informacidén mds especifica tales como el indice
de selectividad, el tipo, concentracién vy
IC50 de los

mayoritarios aislados. Todo esto con el fin de

resultados de compuestos

concluir estadisticamente respecto a cada
variable analizada.

Herramientas de recoleccion

A continuacion, se esquematiza informacion
concerniente a las herramientas de recoleccion
utilizadas. La tabla numero 1 corresponde a la
informacién  sobre las condiciones de
recoleccidn descritas en los articulos. Respecto
a la tabla nimero 2, esta es informacidn
recopilada sobre los métodos de determinacion
de la actividad antiproliferativa in vitro de los
extractos de propdleo sobre células de cancer
de colén humano. Aunque se realizé la revision
sistematica de 28 articulos, 5 de ellos fueron
descartados por no contar con suficiente
informacién, no obstante, fueron afiadidos y

analizados por parte de las investigadoras®2°,

Para la revisidén mas especifica de los datos sobre
la actividad in vitro de los extractos etandlicos y
metandlicos de propdleo se usé la herramienta
3 mostrada a

de recoleccion numero

continuacion.
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Tabla 1. Herramienta de recoleccion de datos sobre las condiciones de recoleccion de los

extractos de propdleo.

Condiciones de recoleccion

No°Articulo

Nombre

Insecto

Vegetacion

Lugar

Condiciones de
almacenamiento

Condiciones de
extraccion

Método | Solvente

Compuestos
mayoritarios

Tabla 2. Herramienta de recoleccidn de datos sobre la actividad antiproliferativa in vitro de los
extractos de propdleo.

Actividad antiproliferativa in vitro de los extractos de propédleo

No°Articulo

Linea
celular

Medio
de
cultivo

Concentraciones

de la muestra

Tiempo de
exposicion

Método | IC50 | Control
de positivo
medicion
dela
viabilidad

indice de
especificidad

Tabla 3. Herramienta de recoleccion de datos de la actividad antiproliferativa in vitro de los
compuestos aislados y de los extractos totales metandlicos y etandlicos de propdleo.

Actividad antiproliferativa de los compuestos aislados de los extractos metandlicos y etandlicos de

propdleo

Referencia

Compuestos
aislados en
la matriz

Concentracion
del
compuesto
aislado en la
matriz

IC50/%
inhibicidn
del
crecimiento
del
compuesto
aislados

Actividad antiproliferativa

IC50/%inhibicion | Ensayo de IC50
del extracto selectividad | sobre
total células
sanas




RESULTADOS

Se realizé una recoleccidn inicial de datos por
factores a partir de 28 articulos, se compard la
informacién extraida por las 4 investigadoras
respecto a la recoleccion de la matriz propdleo,
tales

como: tipo de insecto, lugar, método de
extraccion, solvente utilizado y compuestos
mayoritarios, e informacidon concerniente a la
actividad biolégica como: linea celular utilizada,
medio de cultivo, ensayo de viabilidad celular
realizado, IC50 reportado, control positivo y
selectividad de la matriz. Toda esta informacion
se consigna en el en la tabla 1.

Se evidenciaron los puntos en comun en cada
articulo. Posteriormente, se definiod trabajar con
aquellos articulos que tuvieran matrices
extraidas con solventes etandlicos vy
metandlicos, ya que la gran mayoria (82%, 23
articulos) usaban este método de extraccion''~
32 esta informacion se sintetizd en la tabla 2.

Proporcion de los compuestos mayoritarios en la
revision
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Compuestos mayoritarios

Grafico 1. Frecuencia de aparicion de
compuestos mayoritarios en la matriz

propoleos. El eje Y, representa la cantidad de
veces que se reportd el compuesto mayoritario
en los 23 articulos consultados y el eje X son los
compuestos mayoritarios reportados en la
matriz propdleos. Los datos hallados de IC50
para los compuestos mayoritarios aislados de

propdleo arrojaron valores muy variables
dificilmente representables en un gréfico,
valores que van desde 3,0 hasta 96,1 (ug mL-1/%
inhibicion), donde el 4cido cafeico tiene un valor
de 96,1 £ 0,19, crisina tiene un valor de 43,2 +
2,50, pinocembrina tiene un valor de 90,4 +
0,65, Pinobanksin-3-Acetato tiene un valor de
58,9 £ 3,70, cardanol tiene un valor de 10,76 y el
cardol tiene un valor de 4,5; 3,0; 4,51 £ 0.76 (
pug mL-1/% inhibicion) (cada valor representa el
resultado de una investigacién diferente) 11732,
Condiciones de recoleccion
En base a la informacién encontrada en los
articulos escogidos, se determina que la especie
de abeja mas usada es la Apis Mellifera (41% de
los articulos)®®16:19.2526.29.31-33  dado que tiene
una gran distribucion global y una alta capacidad
como abeja formadora de miel esto la hace ideal
para este tipo de estudios. En los articulos
investigados no se especificaba la vegetacion del
lugar (el 75% de los articulos no hacia referencia
a la vegetacion del lugar), es de suma
importancia conocer la vegetacidn presente en
el lugar de produccion del propdleo, ya que de
acuerdo a la planta que el insecto visita es la
composicidn del propdleo, se indicd el lugar,
pais o regidn de recoleccidon de propdleos, la
mayor cantidad de estudios se hicieron en
América del sur y central®-21112,18,20,21,30,

El 32% de los articulos reportaban Ias
condiciones de almacenamiento para el
propdleo crudo, la cual fue principalmente
mantenerlo protegido de la
|u28,11,12,15,16,19,20,22,26,27' Los compuestos
fendlicos y flavonoides presentes en la matriz
propdleo son sensibles a la luz por lo cual esta
condicidn de almacenamiento resulta ser muy
importante para conservar la estabilidad de la
matriz.

Meétodos de extraccion
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El método de extraccion mds utilizado en los
estudios fue maceracidn con solventes polares
(correspondié al 78% del total de métodos
usados), a través de esta extraccion se logra
obtener la mayor cantidad de compuestos de la
matriz, es un proceso simple y en su mayoria se
protege de la luz para evitar posibles reacciones
quimicas ®10-13152224-32 g6 hjzo mencion de
compuestos mayoritarios en algunos articulos
los cuales fueron acido cafeico, acido ferulico,
crisina, pinocembrina, pinobanksina, cardanol y
cardol. Como se observa en el grafico 1, el
metabolito mas reportado es el Acido cafeico,
presente en el 35% de los estudios con extractos
etandlicos, sin embargo, sélo uno de estos,
reporta su concentracion?®, con esto se
evidencia la falta de andlisis de los estudios
actuales en la caracterizacion de esta matriz que
dificultan el poder atribuir propiedades
biolégicas a compuestos activos especificos.

Actividad de citotoxicidad in vitro

Se encontrd que la linea celular de mayor uso
fue la HCT-116 (carcinoma colorrectal de adulto
humano), en el 29% de los articulos consultados
usaban en comun esta linea celular®'®
18,20,24,26,2832  Esto puede deberse a que es la
linea celular de mas facil accesibilidad en el
mercado. Se encontré que el tiempo de
exposicion mas efectivo fue a las 72 horas (39%
de los articulos), ya que se pudo ver que la
actividad de los compuestos sobre las células
cancerigenas es dosis y tiempo dependiente’*~
12,16,18-20,2528 11 lo mismo al exponer las células
durante 24 0 48 horas el efecto reportado no fue
significativo en comparacidn. El control positivo
mas usado en estos experimentos fue el
farmaco anticancer doxorrubicina
11,12,14,18,20,23,24,30 , el cual actt]a como
intercalante de DNA inhibiendo su sintesis y la
del RNA. Al hacer una revision de los resultados
reportados con extractos etandlicos y
metandlicos, podemos evidenciar que solo en

un reporte se estudio la actividad citotoxica de
compuestos aislados. En el rango de
concentracion de IC50 de los extractos totales
no se pudo llegar a un consenso ya que este es
muy variable, se encuentran concentraciones
desde 4,4 pg/mL hasta 75.33 pug/mL

indice de selectividad

Al realizar el andlisis de los resultados mostrados
en los 23 estudios realizados con extractos
etandlicos y metandlicos de propdleo,
finalmente, se encontré que la mayoria de
articulos no hace ensayos en células sanas (el
82% de los articulos no realiza prueba de
selectividad) por lo cual no se puede determinar
gué tan selectivos son los extractos totales de
propdleo contra las células de cdancer, es
importante mencionar que aquellos estudios
donde se declaraba el uso de células sanas
mostraron que el IC50 en células sanas era
mayor y el de las células de cancer menor, por lo
gue estos estudios afirmaban que Ila
citotoxicidad del extracto era mayor en células
de céncer13'14'26'27'31.

DISCUSION

El indice de selectividad se define como la
elegibilidad que tiene un compuesto frente a
una célula sana, haciendo efecto solo en la
célula cancerigena. Es relevante contar con el
indice de selectividad en las investigaciones
sobre los compuestos mayoritarios, puesto que
esto nos permite determinar el potencial
citotoxico de los compuestos sobre las células
cancerigenas y las células sanas. El indice de
selectividad se puede calcular mediante la
siguiente formula:
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. .. IC50 de celulas sanas
Indice de selectividad =

IC50 de celulas cancerigenas

Para que un compuesto con propiedades
anticancerigenas pueda ser considerado como
efectivo y seguro este indice debe estar por
encima de 100 de lo contrario no habria
diferencia significativa del compuesto para
atacar células sanas y cancerosas poniendo en
riesgo la vida de los pacientes.

Durante la revision de los articulos encontramos
que solo el 18% reportan el indice de
selectividad. Uno de ellos fue realizado por
Umthong, S y colaboradores con propdleo
tailandés donde se utilizaron las lineas sanas CH-
liver (higado) y HS-27 (fibroblastos), el indice de
selectividad fue de 1,45 y 1,90
respectivamente?’; de igual forma el articulo
reportado por Dugporn & colaboradores en el
cual utilizaron la linea sana HS-27, obtuvieron
valores de 1,98 y 1,91 para el compuesto aislado
cardanol, al finalizar los ensayos experimentales
de este articulo se concluyé que debido a la
diferencia tan insignificante entre los IC-50 de
las lineas celulares sanas y tumorales, no se
contaba con informacidn suficiente para hacer
uso de estos propdleos y que su administracion
sistémica no obtuviera efectos adversos
significativos®®. El tercer articulo que reporta
este indice fue el realizado por Bochra Kouidhiy
colaboradores donde se usaron lineas celulares
sanas MRC-5 (pulmon fetal) y el indice obtenido
fue de 3,053, El cuarto articulo que reportaba el
indice de selectividad fue el llevado a cabo por
Calhelha Ry Colaboradores sobre la linea celular
sana PLP-2 (Células primarias no tumorales del
higado) con propdleo portugués, en la que se
reportd un indice de selectividad de 3,88, este
grupo de investigadores en especial dieron a
conocer su inquietud frente al riesgo citotdxico
de las células no tumorales, recomendando mas
estudios sobre los compuestos del propédleo
antes de plantearlo como un tratamiento
alternativo'®. Por ultimo, Kustiawan P vy

colaboradores, informaron de un indice de
selectividad de 1,74 para la linea celular CCD-
986sk (Epiteliales) en su experimentacion con
propdleos de Indonesia en un extracto aislado
de Cardol*4,

Hay que resaltar que a excepcion de Calhelha y
colaboradores (13), en el resto de los casos los
autores de los articulos afirman en sus
conclusiones la efectividad de los compuestos
activos, asegurando que no son téxicos en lineas
celulares normales. Teniendo en cuenta lo
descrito anteriormente sobre la aplicabilidad del
indice de selectividad, consideramos que es un
punto critico no ver los alcances reales de la
investigacion en la conclusion de los autores,
hay que tener especial precaucién a la hora de
proclamar que un compuesto o extracto en este
caso es anticancerigeno cuando no se cuenta
con la evidencia suficiente de que sea asi.

La carencia de este dato en la mayoria de los
articulos revisados representa una limitacién a
la hora de avanzar a investigaciones con
organismos y/o tejidos mas complejos, que nos
permitan posteriormente llegar a informacion
mds concluyente sobre sobre la actividad
anticancerigena del propdleo.

CONCLUSIONES

Multiples variables se deben tener en cuenta
para el analisis del potencial citotéxico de los
propdleos, las mas relevantes para este fin
fueron analizadas para cada uno de los estudios
revisados permitiéndonos concluir que:

A modo general, el insecto mas utilizado en la
obtencién del propdleo fue Apis Mellifera,
ademds no se puede determinar si Ia
vegetacién influye o no en la composicién y
actividad del extracto ya que solo 7 de 28
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articulos consultados los describen.
La extraccién por maceracién con solventes
polares fue el método mas utilizado, 19 de 28
articulos consultados utilizan este tipo de
extraccion, por lo que se recomienda usar este
tipo de solventes para la extraccion del
propdleo en investigaciones futuras. Los
compuestos mas reportados fueron acido
cafeico, acido ferulico, pinocembrina,
pinobanksina, crisina, cardanol y cardol, Ila
mayoria de estos no se usaron como
compuestos aislados ni se reportd su
concentracion en la matriz, en su mayoria se
usé el extracto total, lo que no permite
determinar con certeza que compuesto(s) son
los responsables de la actividad citotdxica del
propodleo.

En cuanto a la informacion relacionada con la
evaluacién de la actividad bioldgica de la matriz
propéleo se concluye que el tiempo de
exposicion mas efectivo fue 72 horas debido a
qgue 11 de 28 articulos consultados consideran
este tiempo como el mas adecuado y el método
de medicidn de viabilidad celular mas usado
fue el de MTT porque 21 de 28 articulos
consultados usaron este método de viabilidad
celular porque es sencillo y mas utilizado para
determinar la actividad metabdlica de las
células.

Luego del analisis de los estudios in vitro
realizados con extractos etandlicos vy
metandlicos de propdleo, se puede concluir en
primera instancia que el rango de
concentracion IC50 del extracto estd entre 4,4
y 75.33 pg/mlL, esta se reporta entre una
concentracion minima y una maxima debido a
gue las concentraciones IC50 en los articulos
consultados son muy variables por lo cual no se
pudo llegar a un consenso sobre Ila
concentracion efectiva. Ademas, se puede
concluir que estos articulos en su mayoria no

presentan resultados sobre el indice de
selectividad. Su ausencia en los articulos
analizados deja un vacio en la investigacion, ya
que segun lo encontrado se podria asumir que
los compuestos presentes en los extractos de
propdleo pueden llegar a ser téxicos también
en células normales. Se recomienda por lo
tanto incluir en los estudios que se quieran
realizar para determinar la actividad
antiproliferativa de extractos de propdleo, una
prueba de selectividad.

Si bien con los datos obtenidos, el uso de
propdleos puede ser una buena alternativa se
debe ser mas exhaustivo en su evaluacidn para
lograr obtener resultados significativos.
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