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nfoque del articulo: Se describen los
E resultados de un estudio que evalta
la accion citotoxica de extractos de
propoleo sobre células de osteosarcoma canino.
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Resumen

El propdleo es un producto
natural colectado y procesado
por las abejas que consiste
de una mezcla resinosa de
composicion quimica variable
de acuerdo a la region del
mundo. El efecto antitumoral
del propdleo proveniente de
diferentes zonas geograficas ha
sido ampliamente reportado. En
este trabajo se realiz6 una carac-
terizacion quimica de cuatro
extractos etanolicos de propdleo
(EEP) colombianos y se deter-
mino su accion citotoxica sobre
las células de osteosarcoma (OS)
canino Yy fibroblastos derivados
de un cultivo primario canino.
Adicionalmente, en estos dos
tipos de células se evaluaron
los cambios en la expresion de
genes apoptoticos, asociados
a inflamacion y al ciclo celular.
Los resultados indican una
actividad antiproliferativa del
propoleo sobre la linea celular
tumoral OSCA-8, resaltando
un efecto citotdxico mayor
en estas células con respecto
a los fibroblastos. Ademas, se
encontr6 un aumento en la
expresion de genes proinflama-
torios y asociados con procesos
proapoptoéticos en las células
tratadas con EPP.
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Abstract

Propolis is a natural product
collected and processed by
bees that consists of a resinous
mixture of chemical composi-
tion changing from region to
region in the world. The anti-
tumor effect of propolis from
different geographical areas
has been widely reported. In
this work, we made a chemical
characterization of four ethanol
extracts of Colombian Propolis
(EEP) and their cytotoxic
action against canine osteosar-
coma cells (OS) and fibroblasts
derived from a primary canine
culture was evaluated. In
addition,changes in the gene
expression of apoptotic, asso-
ciated with inflammation and
the cell cycle, were evaluated in
these two cell types. The results
indicate an antiproliferative
activity of propolis on OSCA-8
tumor cell line, highlighting
a greater cytotoxic effect in
these cells with respect to
fibroblasts. Furthermore, an
increased in the expression of
proinflammatory and proapop-
totic genes and proapoptotic
processes were found in cells
treated with EPP.

;Qué es el propdleo?

El propodleo es un producto
natural colectado y procesado
por las abejas, empleado para
proteger sus colmenas (Figura
1). Consiste de una mezcla

resinosa de composicion quimica variable
dependiendo de la region, tipo de vegetacion,
régimen de lluvias, época del afo, entre otros
factores (Freires et al., 2016; Castro et al., 2011).

Figura 1. La abeja (Apis mellifera), también conocida como
abeja doméstica o abeja melifera. Fuente: Vassya Bankova
et al. (2016).

Usos del propoleo

El propodleo tiene una gran historia de uso en
la medicina, que data de los antiguos egipcios
y griegos en tiempos antes de nuestra era.
A lo largo de la historia, se le han atribuido
diferentes propiedades farmacologicas amplia-
mente reportadas: antiséptica, antifingica,
antiinflamatoria, antitumoral e inmunomodula-
dora, entre otras.

Osteosarcoma

El cancer es la segunda causa de muerte en el
mundo. Es una enfermedad caracterizada por la
multiplicacion rapida de células anormales que
se extienden mas alla de los limites del tejido
donde se inicio, invadiendo y propagandose por
todo el cuerpo con consecuencias fatales. El
osteosarcoma (OS) aunque es un tipo de cancer
raro, es el tipo de tumor primario maligno mas
predominante en hueso, tanto en humanos como
en caninos (Simpson et al., 2017). En este trabajo
se empled el modelo canino para el estudio de
OS en humanos y otros tipos de cancer.
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El efecto del propdleo contra
las células tumorales ha sido
ampliamente reportado, en
diferentes zonas geograficas
del mundo. No obstante, dada
la composicion variada de los
propoleos, es necesario reco-
nocer nuevos tipos de propoleos
y es esclarecer sus actividades
biologicas antitumorales.

;Cual fue el objetivo de
esta investigacion?

Este trabajo tuvo como objetivo
evaluar la actividad antitumoral
de cuatro EEPs colombianos
en células de OS vy fibroblastos
derivados de un cultivo primario
canino, asi como elucidar sus
posibles mecanismos de accion.

;Cuales fueron los
propoleos estudiados?

En esta investigacion fueron
estudiadas cuatro muestras
de propoleo colombiano obte-
nidas de diferentes regiones
del pais: Usme, Meta, Silvia y
Cajibio. Las muestras reco-
lectadas fueron disueltas en
etanol al 70% y posteriormente
caracterizadas quimicamen-
tepor cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS).Los propo-
leos mostraron ser ricos en
diferentes compuestos como:
diterpenos, triterpenos vy
benzofenonas (Pardo Mora et
al., 2019).
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:;Como se desarroll6 la
investigacion?

Inicialmente, la investigacion fue desarrollada
evaluando los efectos citotoxicos de cada uno
de los EEPs. Los ensayos de citotoxicidad han
sido desarrollados para detectar los efectos
toxicos de una sustancia de interés, pudiendo
afectar la estructura y/o funciones esenciales
para la supervivencia celular, funcionamiento
basal, proliferacion, etc. Dentro de estos se
encuentran la evaluacion de la integridad
de: membrana celular, citoesqueleto, maqui-
naria energetica, enzimas del metabolismo de
sintesis y degradativo, canales idnicos, maqui-
naria de division celular, etc. (Simpson et al.,
2017; Cinegaglia et al., 2012).

Para evaluar la citotoxicidadde los EEPs en
los dos tipos celulares se emple6 un ensayo
denominado MTT. El ensayo consiste en trans-
formar el MTT por una enzima mitocondrial en
un compuesto coloreado azul (formazan). La
cantidad de células vivas es proporcional a la
cantidad de formazan producido, el cualpuede
ser cuantificado espectrofotométricamente.

Con el fin de comprender los posibles meca-
nismos de accion de los extractos, se determino
la expresion de diferentes genes. Se extrajo el
ARN total a partir de células tratadas con los
EEPs a una concentracion y tiempo de incu-
bacion oOptimos determinados en un ensayo
previo. El ARNm fue transcrito a cDNA y fue
analizado mediante microarreglos o “chips de
ADN”. Esta técnica permite detectar la expre-
sion de diferentes genes de manera simultanea
y en gran numero. En esta investigacion se
detectaron alrededor de 27.681 genes.

Para corroborar los resultados de los
microarreglos se evalu6 la expresion dife-
rencial de los genes asociados a inflamacion,
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apoptosis y division celular por una técnica
adicional denominada reaccion en cadena de
la polimerasa cuantitiva (QPCR). Los genes vali-
dados fueron: interleucina 6 (IL-6), receptor
de la interleucina 1 tipo 2 (IL-1R2), caspasa 8,
caspasa9yp2lencélulas OSCA-8yfibroblastos.
Se utilizaron como genes normalizado-
res la beta-2-microglobulina (B2M) y la 8-Glu-
curonidasa (GUSB).

Hallazgos

Todas las muestras de propoéleos evaluadas
indujeron un efecto citotoxico a las células de
OS, el efecto citotoxico aumento con el tiempo
después de la incubacion con propodleo. El para-
metro de viabilidad celular se midi6 estimando
la concentracion citotoxica 50% (CC50), es
decir, la concentracion requerida del extracto
para reducir la viabilidad de las células en un
50%, el cual fue inferior a 36.24 pg/ml después
de 72 h de tratamiento.

Los EEPs tienen un efecto citotoxico mayor
sobre las células de OS con respecto a los
fibroblastos y en ambos casos el efecto ocurre
de manera dependiente de la dosis empleada.
Considerando los resultados obtenidos de
todos los EEPs, el tratamiento con el extracto
de propoleo colectado en Usme fue el que
disminuy6 en mayor proporcion la viabilidad
de las células OSCA-8 que las del control.

La expresion génica observada con los
microarreglos mostraron que los EEPs alteran
la transcripcion de genes tanto de forma posi-
tiva (aumentan) como negativa (disminuyen) en
las células de OS. Entre los mas relevantes se
encuentra la sobre-expresion de 1L-6, IL-1R2
(proinflamatorios) y el gen p21 (ciclo celular).
Estos hallazgos fueron corroborados por qPCR,
confirmando un incremento en la expresion
relativa de estos genes y una sobreexpresion
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mayor en OSCA-8 en compa-
racion con los fibroblastos.

De la misma forma, todas las
muestras de propdleo aumen-
taron la expresion de genes
asociados con la muerte
celular. En particular, el gen de
la caspasa 8 mostré un nivel
de expresion mas alto en la
muestra incubada con extracto
de propoleo de Cajibio. Los
extractos de Meta, Cajibio y
Silvia indujeron la expresion
del gen de la caspasa 9.

Otros autores han reportado la
actividad antiproliferativa del
propoleo en lineas tumo-
rales. Sin embargo, en células
control (no transformadas) no
se observa el mismo efecto.
Este trabajo reprodujo este
mismo fendémeno, aunque cabe
destacar que el efecto citotoxico
es mayor en las células OSCA-8
respecto a los fibroblastos, lo
cual podria ser un indicador de
selectividad con respecto a la
accion de los EEP.

El arresto del ciclo celular se
debealincremento enlaexpre-
sion, entre otras, de proteinas
como p21y quizas a miembros
de la via de las MAPK. Por otro
lado, diversos autores han
demostrado que la activacion
de la respuesta proinflama-
toria puede favorecer procesos
proapoptoticos, este patron de
expresion fue similar al deter-
minado en nuestro trabajo
(Sureerat et al., 2015; Marcelo
et al., 2016).
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Los Extractos Etanolicos de Propoleo (EEP) podrian estar
implicados en distintos mecanismos que interrumpen la
viabilidad celular, adicionalmente su efecto podria llegar
a ser selectivo, segln el tipo de células, convirtiéndose en
productos promisorios en el desarrollo de nuevas estra-
tegias para combatir el cancer.
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