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Resumen

En el presente trabajo se asoci6é un extracto acuoso de propdleos a soportes de colageno tipo | con
microparticulas de gelatina-colageno y se evalu¢ fisicoquimicamente la liberacion de los metabolitos
secundarios con la finalidad de estudiar su posible uso como alternativa terapéutica en los procesos
de sanacién de heridas. Una muestra de propéleos del municipio de Gigante en el departamento del
Huila fue utilizada para elaborar un extracto acuoso y su contenido de fenoles totales y compuestos
flavonoides se determinaron por los métodos de Folin-Ciocalteu y por la formacién de complejos con
Cloruro de Aluminio (AICI3) respectivamente; Se encontré que el contenido de fenoles totales en el
extracto fue de 2,249 + 0,034 miligramos equivalentes de Acido Galico por gramo de propéleos
(MgAG/gprep) ¥ de 0,382 + 0,023 (mgQ/gpop) en el caso de los compuestos flavonoides. La
citotoxicidad del extracto acuoso de propéleos se determind de acuerdo a la norma ISO 10993-5,
sobre la linea celular de fibroblastos L929 encontrdndose que concentraciones menores o iguales a
20% v/v no presentan citotoxicidad. La asociacion del extracto acuoso de propdleos al 20% v/v con
los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-coldgeno presenta una liberacion de
metabolitos secundarios de manera programada y controlada. El extracto de propdleos demostrd
poseer actividad antioxidante de acuerdo con las metodologias FRAP y ORAC resultado que puede
atribuirse en parte al contenido de fenoles encontrado. En contexto de la beca “Futuros Lideres de
las América” se realiz6 un intercambio académico con el grupo de Biomateriales y Bioingenieria de
la Universidad Laval (Quebec, Canada) donde se asoci6 el extracto acuoso de propéleos al 20% v/v
en soportes tipo hidrogel elaborados con plulano-dextrano y se analiz6 el perfil de liberacidn de los
metabolitos secundarios encontrandose que estos soportes entregan de manera inmediata todo el
contenido de extracto asociado; igualmente se encontré que caracteristicas fisicas de este soporte
como su baja resistencia al estrés mecanico lo hacen una alternativa menos favorable que los
soportes de coldgeno en un posible uso a nivel biolégico. La proliferacién celular de la linea de
fibroblastos 3T3 en soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno es afectada
por la presencia del extracto acuoso de propéleos al 20% v/v, sin embargo su contenido de fenoles
y flavonoides puede aportar actividad antiinflamatoria y antibiética asi como actividad antioxidante
en el lugar de aplicacién lo que podria compensar la disminucién del crecimiento celular. Los
resultados obtenidos sugieren que la asociacién de extractos acuosos de propéleos con soportes de
colageno tipo | con particulas de gelatina-colageno puede llegar a constituirse en una herramienta
terapéutica que impacte de manera positiva el proceso de sanacién de heridas.

Palabras clave: Soporte de colageno, extracto de propdleos, actividad antioxidante,

citotoxicidad, cicatrizacion de heridas, proliferacion celular.
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Abstract

In this work an aqueous extract of propolis was associated with type | collagen scaffolds with gelatin-
collagen microparticles and the release of secondary metabolites was physiochemically evaluated in
order to study its possible use as therapeutic alternative in process of wound healing. A sample of
propolis from the municipality of Gigante (Huila, Colombia) was used to produce an aqueous extract
and its contents of total phenols and flavonoids compounds were determined by the methods of Folin-
Ciocalteu and by complexation with aluminum chloride (AICl3) respectively. It was found that the total
phenol content in the extract was 2,249 + 0,034 milligrams equivalents of Gallic Acid per gram of
propolis (MgAG/gpop) and 0,382 + 0,023 milligrams equivalent of Quercetin per gram of propolis
(mgQ/gprop) for the flavonoid compounds. The cytotoxicity of aqueous propolis extract was determined
according to ISO standard 10993-5 using the cell line of fibroblasts L929 showing that concentrations
equal or less than 20% v/v do not exhibit cytotoxicity. The association of the aqueous extract of
propolis 20% v/v with type | collagen scaffolds with gelatin-collagen microparticles exhibit a release
of the secondary metabolites in a programmed and controlled manner. The propolis extract proved
to have antioxidant activity according to the FRAP and ORAC assays, these results can be attributed
in part to the content of phenols found. In context of the schollarship "Future Leaders of the Americas"
an academic exchange with the group of Biomaterials and Bioengineering at the Laval University
(Quebec, Canada) was accomplished. In this part of the work, the aqueous extract of propolis 20%
v/v was associated to pullulan-dextran scaffolds (hydrogel) and the release profile showed that the
metabolites were delivered immediately into the media; It was also found in this scaffold that physical
characteristics such as low resistance to mechanical stress do a less favorable alternative compared
with collagen scaffolds in a possible use at biological level. The proliferation assay using the cell line
of fibroblasts 3T3 on type | collagen scaffolds with gelatin-collagen microparticles associated with
propolis extract 20% v/v reveled that this system affect in a significant manner the cell growth;
however their content of phenols and flavonoids can provide anti-inflammatory and antibiotic activity
as well as antioxidant activity at the application site; these advantages could compensate decrease
in cell growth. The results suggest that the association of aqueous extracts of propolis with supports
collagen type | collagen-gelatin particles could be a therapeutic tool that positively impact the healing

process of wounds.

Keywords: Support collagen, propolis extract, antioxidant activity, cytotoxicity, wound

healing, cell proliferation.
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Abreviaturas

AAPH: 2, 2"-azobis (2—aminopropano diclorhidrato).

ATCC: American Type Culture Colletion.

BSA: albumina sérica bovina.

°C: grados centigrados.

CO.: didxido de carbono.

cm®: centimetros cuadrados.

Dapi: 4 ',6-diamino-2-fenilindol

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium.

ERO: Especies Reactivas de Oxigeno.

mgAG/gurep : mMiligramos equivalentes de acido galico por gramo de propoleos.
mgQ/gprep: Miligramos equivalentes de quercetina por gramo de propoéleos.
mL: mililitros.

pL: microlitros.

mm: milimetros.

Mm: milimolar.

MTT: bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol.

NCTC: National Collection of Type Cultures.

nm: nanémetros.

PBS: solucion buffer fosfatos.

SFB: suero fetal bovino.

SGC: soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno.
Trolox: &cido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico.

TPTZ: 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina



Introduccion

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo y tiene multiples funciones entre las que se encuentran
la proteccion de 6rganos y tejidos, la sensibilidad a estimulos tales como el dolor, el calor, el frio, la
presién y el tacto, la sintesis de sustancias quimicas como la vitamina D, la excrecion de sustancias

como el agua y la regulacién de la temperatura corporal.

Al encontrarse la piel en constante contacto con el medio ambiente es susceptible de sufrir lesiones
como cortaduras y quemaduras que comprometen su integridad, eventos ante los cuales este 6rgano
posee la capacidad de repararse; sin embargo, dicha reparacion puede ser limitada por la extension
y gravedad de la herida. A esto debe sumarse el hecho de que la edad, postracibn en cama y
enfermedades como la diabetes y lesiones vasculares obstaculizan la apropiada cicatrizacion de las

heridas haciéndolas crénicas.

Aunque el tratamiento convencional ideal de las heridas de piel es el autoinjerto, cuando el area
lesionada es grande el tejido propio disponible es muy reducido; adicionalmente, durante su
obtencién se crean nuevas heridas en la zona donante que aumentan la morbilidad. La ingenieria de
tejidos ha desarrollado sustitutos de piel bioactivos, con el propésito de superar los inconvenientes

descritos.

La elevada produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en una herida, induce un estado de
estrés oxidativo desfavorable para la cicatrizacion porque contribuye a que la respuesta inflamatoria
se vuelva crbnica (Soneja et al., 2005; Eming et al., 2007; Schafer and Werner, 2008). Por esta
razén, es importante desarrollar productos que ademas de promover la cicatrizacidbn ayuden a
controlar el estrés oxidativo. El Grupo de Trabajo en Ingenieria de Tejidos de la Universidad Nacional
de Colombia ha desarrollado soportes de colageno tipo |, que solos o sembrados con células mejoran
la cicatrizacion de heridas mucosas de espesor parcial y heridas de piel de espesor total en conejos.
Esos soportes fueron modificados para incluir en su interior microparticulas de gelatina-colageno
(SGC), con el fin de convertirlos en un sistema de liberacibn controlada capaz de liberar
sostenidamente sustancias bioactivas que contribuyan al proceso de regeneracion de heridas de

piel.
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Debido a las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de la Calendula officinalis, los SGC fueron
cargados con un extracto hidroglicéllico de la flor de esta planta (Jiménez, 2013; Jiménez et al., 2015)
y evaluados en un modelo animal lagomorfo de heridas cutaneas de espesor total (Millan, 2014).
Nuestros resultados indican que los soportes cargados con el extracto liberan polifenoles al medio
de manera sostenida durante 14 dias; igualmente, que estos se integran menos que los soportes sin
extracto al lecho de la herida y que la cicatrizacién observada es similar a las de las heridas que se
dejan cerrar por segunda intencién usadas como control. La no integracion de los SGC cargados a
la herida puede deberse a que su degradacion es menor que la de los soportes sin extracto, debido
a que el extracto de C. officinalis aumenta la accidén entrecruzante del glutaraldehido empleado para

estabilizar a los soportes.

Popularmente los propéleos se han usado como antimicrobiano (antibacteriano, antiviral, antifungico,
antiprotozoario), antioxidante, antiinflamatorio, inmunomodulador y anticancerigeno (Gregory et al.,
2002; Pillai et al., 2010; Barroso et al., 2012). Sus actividades antioxidante y antimicrobiana lo
convierten en un buen candidato para aplicar en heridas crénicas de piel. En Colombia, el Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) reconoce el uso de los propéleos en
preparaciones expectorantes como coadyuvante en el tratamiento de trastornos respiratorios leves,
dejando a un lado su potencial empleo en otros campos de la salud y en los cuales este trabajo

espera hacer un aporte.

El objetivo principal de ésta tesis fue asociar un extracto acuoso de propéleos a soportes de
Colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno, y evaluar fisicoquimicamente su liberacion.
Para tal fin, se elabor6 un extracto acuoso de propdleos determinando su contenido de fenoles y
flavonoides totales. Posteriormente, se realizaron pruebas in vitro de citotoxicidad para establecer la
concentracién optima a la cual podian ser asociados a los soportes. Finalmente, se evalué in vitro la
liberacién de fenoles y flavonoides totales, asi como la actividad antioxidante de los metabolitos
secundarios liberados por los soportes de colageno tipo | asociados con microparticulas de gelatina-

colageno.

Adicionalmente, gracias a la beca Futuros Lideres de las Américas ofrecida por el gobierno de
Canadéa y con el apoyo de la Universidad Nacional de Colombia se desarrollé6 un intercambio
académico con el Grupo de Biomateriales y Bioingenieria la Universidad de Laval (Quebec, Canada),
en la que se realizaron dos actividades. La primera fue evaluar la liberacién de un extracto de

propéleos incorporado en un soporte de polisacaridos elaborado con pululano y dextrano; la
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segunda, establecer la proliferacion de fibroblastos 3T3 sembrados en SGC cargados con un

extracto acuoso de propéleos.



1.Marco Teorico

1.1. La piel: generalidades

La piel est4 constituida por dos capas: epidermis y dermis. La epidermis esta formada por un
epitelio estratificado, mientras que la dermis estd compuesta por tejido conjuntivo vascularizado cuyo
grosor varia a lo largo del cuerpo. Dependiendo del grosor de la epidermis, la piel se puede clasificar
en piel fina (la mayoria de la superficie corporal), o piel gruesa (como en la palma de manos y pies);
el espesor cutdneo puede variar entre 0.5 mm en &reas como los parpados hasta mas de 5 mm en
regiones como la espalda, esa diferencia se debe principalmente a la profundidad de la dermis. La
region donde la dermis y la epidermis se unen se denomina unién dermoepidérmica. Bajo la dermis
se localiza una capa laxa, rica en grasa y tejido areolar llamada hipodermis o aponeurosis superficial
(Thibodeau and Patton, 2000).

En la epidermis se encuentran los siguientes tipos de células:

* Queratinocitos: Contienen queratina; se organizan por capas o estratos y constituyen mas del
90% de las células epiteliales.

* Melanocitos: Dan coloracién a la piel y sirven para filtrar la luz ultravioleta; pueden constituir
hasta el 5% de las células epidérmicas.

e Células de Langerhans: Son las células de defensa (dendriticas), que hacen parte de la

respuesta inmune innata (Brohem et al., 2010; Mathes et al., 2014).

Los queratinocitos que conforman la epidermis se distribuyen hasta en cinco (5) estratos o capas;
estas son (Thibodeau and Patton, 2000; Mathes et al., 2014):

¢ Estrato basal: Es la capa méas profunda del epitelio. Esta constituido por células cilindricas que
se autorrenuevan todo el tiempo y que al dividirse asimétricamente producen células que

progresivamente migran a las capas mas externas hasta que se desprenden de la piel.
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¢ Estrato espinoso: Esta formado por ocho a diez capas de queratinocitos de forma irregular; los
cuales se unen entre si por medio de los desmosomas, que confieren a las células la apariencia
de tener puas (de ahi su nombre).

¢ Estrato granuloso: Estrato en el que se inicia la queratinizacion de las células. En esta capa
los queratinocitos contienen granulos de queratohialina, de ahi su nombre. También, poseen
altos niveles de enzimas lisos6micas y usualmente carecen de nucleos.

* Estrato licido: Capa clara conformada por queratinocitos translicidos, que contienen eleidina,
un precursor de la queratina. Estas células habitualmente no poseen ndcleos.

* Estrato corneo: Es la capa méas superficial y en su parte mas externa, esta constituida por
células planas muertas que continuamente se desprenden de la piel. En esta capa los
queratinocitos contienen queratina adquirida durante la queratinizacién llevada a cabo durante
su migracion a través de los diferentes estratos del epitelio. Las células se encuentran unidas
entre si por desmosomas, constituyendo una barrera fisica que protege al cuerpo de la pérdida

de humedad y de contaminantes quimicos y microbioldgicos.

Adicionalmente, se conoce como estrato germinativo al conjunto de células del estrato espinoso y

el estrato basal (Figura1-1).

Hair shaft

Sweat pore

Stratum corneum

Epidermis — Stratum granulosum
S <€— Stratum spinosum
S0 Stratum basale
Dermal papillae
Capillaries

Papillary muscle

Lamellated corpuscle
Sebaceous gland

Sweat gland duct

Papilla of the hair
Sweat gland

Dermis —

Venule
Arteriole

Adipose tissue
Subcutaneus — i

layer =
(Hypodermis) L—

Figura 1-1. Estructura de la piel. Tomado de (Mathes et al., 2014).
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La piel como 6rgano tiene mdultiples e importantes funciones para ayudar a mantener la homeostasia,

entre estas se encuentran las siguientes (Thibodeau and Patton, 2000):

1.2.

Proteccion: Actia como una barrera mecanica que previene la deshidratacion y el paso de
microorganismos; asi como, los efectos nocivos de la radiacién ultravioleta y los traumas
mecanicos.

Sensibilidad: Posee receptores sensoriales que captan estimulos como el dolor, el calor, el
frio, la presion y el tacto.

Excrecion: Debido a que posee glandulas sudoriparas y sebaceas se puede generar sobre
la superficie de la piel una pelicula constituida por acidos grasos, ceras, agua, amoniaco,
urea y cuyas funciones abarcan: accion antibacteriana, antifungica, lubricacién, hidratacién,
neutralizacién de sustancias irritantes y algunos téxicos.

Sintesis de vitamina D: En ella se produce colecalciferol, que al transportarse al higado es
usado como precursor de la vitamina D.

Inmunidad: La piel es una barrera natural que hace parte de la inmunidad innata. En ella se
encuentran células fagociticas encargadas de la destruccion de microorganismos y de la
presentacion de antigenos a los linfocitos T ayudadores.

Homeostasia de la temperatura corporal: La piel tiene un papel fundamental en la
disminucién de la temperatura del cuerpo cuando aumenta debido a las actividades
musculares y metabdlicas; esto se logra por fendmenos fisicos tales como evaporacion,

conduccibn y conveccion.

Reparacion de heridas de la piel

Cuando la continuidad de la piel se pierde se induce el proceso de reparacién, el cual es un

mecanismo de supervivencia que busca restablecer la homeostasis de la zona lesionada,

removiendo los tejidos dafiados o destruidos y restaurando la continuidad perdida (Enoch and
Leaper, 2007; Beldon, 2010).

La reparacion de heridas puede ocurrir por regeneracion o por reparacion, dependiendo del tipo de

lesidon. Si la herida afecta a la epidermis, ocurre regeneracién es decir se forma un tejido con las

mismas caracteristicas morfoldgicas y funcionales del tejido original. Si hay pérdida de tejido dermal

junto con anexos (foliculos pilosos, glandulas sudoriparas y glandulas sebaceas), ocurre reparacion
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que conlleva a la formacion de tejido cicatrizal que difiere del tejido original (Beldon, 2010; Stroncek,
2007).

1.3. Cierre de heridas

El cierre de las heridas se puede clasificar en cierre por primera y cierre por segunda intencién. En
el cierre por primera intencion, la herida es cerrada dentro de las 24 horas posteriores a su apertura
juntando sus bordes con dispositivos mecanicos como suturas. En el cierre por segunda intencion,
los bordes de las heridas no pueden ser unidos debido a la extension de la lesion (Enoch and Leaper,
2007; Stroncek and Reichert, 2007; Beldon, 2010).

1.4. Biologia del cierre de heridas

El cierre de heridas es un proceso dinamico que involucra mediadores solubles, células sanguineas,
matriz extracelular y células parenquimales. Este proceso se puede dividir en tres fases que se
sobreponen: inflamacion, formacién de nuevo tejido y remodelamiento tisular (Singer and Clark,
1999; Stroncek and Reichert 2007; Gurtner et al., 2008).

1.4.1. Inflamacion

Se presenta cuando se produce la lesion con el propésito de evitar la pérdida de sangre, la pérdida
de fluidos y para eliminar el tejido dafado y posibles contaminantes. En este proceso intervienen
componentes solubles de la sangre (cascada de la coagulacién, citoquinas. quininas) y células del
sistema inmune. Se caracteriza por la formacién de un tap6n de plaquetas fijadas en una matriz de
fibrina que sirve como soporte temporal para la infiltracién de neutréfilos, monocitos-macroéfagos,
células endoteliales y fibroblastos (Enoch and Leaper, 2007; Eming et al., 2007; Barrientos et al.,
2008; Shaw and Martin, 2009; Martin, 2015).

1.4.2. Formacion de nuevo tejido

Ocurre entre los dias dos a diez posteriores a la generacion de la lesién. En esta etapa se observa
migracion y proliferacion celular en el coagulo de fibrina; hay procesos de angiogénesis (formacion

de vasos sanguineos) (Shaw and Martin, 2009) y reemplazo de la matriz de fibrina por tejido de
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granulacion, el cual permite la migracion de queratinocitos con lo cual eventualmente se restaurard

la barrera epitelial (Gurtner et al., 2008; Martin, 2015).

Los mediadores solubles tales como factores de crecimiento, citoquinas y quimoquinas, juegan un
papel fundamental en la promocioén y regulacién de los procesos de reparacion de heridas. Entre
estos mediadores se encuentran la familia de factores de crecimiento epidermal (EGF), la familia de
factores de crecimiento transformante (TGF-B), la familia de factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor estimulante de crecimiento de
colonias de granulocitos (GM-CSF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF), la familia de interleuquinas (IL) y la familia de factores de
necrosis tumoral (TGF-a) (Barrientos et al., 2008). En esta etapa, fibroblastos estimulados por los
macréfagos se diferencian a miofibroblastos, células contractiles que promueven el cierre de la
herida y que con los fibroblastos sintetizan la nueva matriz extracelular constituyente principal de la

cicatriz madura (Gurtner et al., 2008).

1.4.3. Remodelamiento tisular

Este proceso comienza aproximadamente de dos a tres semanas después de que se ha producido
la lesion y puede prolongarse hasta més de un afio (Williamson and Harding, 2004). Durante esta
fase los mecanismos activados en los procesos iniciados anteriormente se van deteniendo, de tal
manera que la mayoria de las células endoteliales, macrofagos y miofibroblastos salen del area de
la herida o inician procesos de apoptosis (muerte celular programada), dejando un tejido constituido
principalmente por colageno, otras proteinas de matriz extracelular y pocas células. Asi mismo, se
puede observar recambio del colageno 1l de la matriz por colageno tipo | en procesos catalizados
por metaloproteinasas secretadas por células endoteliales, macrofagos y fibroblastos (Gurtner et al.,
2008). Al final del restablecimiento de la continuidad, la resistencia a la tensidén del tejido cicatrizal
es aproximadamente 80% de la resistencia exhibida por el tejido original sano (Williamson and
Harding, 2004).

Cuando todos los procesos mencionados anteriormente se realizan de una manera ininterrumpida
la reparacion es exitosa y tales heridas se denominan “heridas agudas”, pero algunas veces estos
mecanismos se alteran, con lo cual el proceso de sanacion falla y la reparacion es muy lenta 0 no se

completa, a estas heridas se les denominan “cronicas” (Beldon, 2010).
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1.5. Ingenieria de Tejidos en la regeneracion

La ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa constituyen un campo interdisciplinario que utiliza
los conceptos de la bioingenieria, las ciencias de la vida y las ciencias clinicas para el desarrollo de
sustitutos biol6gicos que restauren, mantengan y mejoren la funcion de un tejido (Patrick et al., 1998).
Para lograr este propésito, se usan células (p.e. fibroblastos, condrocitos), soportes naturales (p.e.
colageno, alginato) o sintéticos (p.e. acido lacto-glicélico), y moléculas con bioactividad (Langer and
Vacanti, 1993), que solos o combinados buscan mejorar la reparacion (Vacanti and Langer, 1999;
Glowacki and Mizuno, 2007).

Cuando ocurren pérdidas de continuidad de la piel como quemaduras, heridas crénicas o agudas,
es importante evitar la pérdida de electrolitos, la infeccidn local y la aparicion de tejido de mala calidad
responsable de las secuelas retractiles e hipertréficas (Herford et al., 2010; Lamy et al., 2015). El
mejor material para el cierre de heridas es la propia piel del paciente (autoinjerto); para obtenerla, en
una zona donante se toma una porcion de piel de espesor parcial, epidermis y una delgada capa de
dermis, la cual se coloca sobre la herida desbridada. El autoinjerto esté limitado por la disponibilidad
de zonas donantes y por la morbilidad que se genera al remover el injerto (Schullz et al., 2000).
Sustitutos de piel desarrollados por la ingenieria de tejidos, pueden solucionar los inconvenientes de
los autoinjertos naturales al convertirse en una fuente alterna de tejido; algunos de ellos, ya han sido
aprobados por las autoridades regulatorias de varios paises y estan siendo aplicados en pacientes.
Entre estos se encuentran: Biobrane™ constituido por laminas de silicona, Nylon® y colageno;
Integra® elaborado a partir de colageno tipo | y condroitin sulfato recubierto con una capa de silicona;
Transcyte® compuesto de laminas de silicona, Nylon® y colageno con fibroblastos neonatales;
Apligraf® constituido por una lamina de queratinocitos neonatales y una capa de coladgeno con
fibroblastos neonatales; Dermagraft® que posee una matriz de acidos poliglicélicos con fibroblastos
neonatales; AlloDerm® y Graftjacket® constituidos por dermis cadavérica acelular; EpiCeIIT'\’I que es
un cultivo autélogo de queratinocitos; Laserskin ™ compuesto por una capa de queratinocitos
autélogos unido a una capa de acido hialurdénico con perforaciones laser, y Matriderm® matriz
tridimensional compuesta de colageno tipo |, lll, V y elastina todas de origen bovino (Jones et al.,
2002; Limova, 2010; Dantzer, 2011; Nyame et al., 2014; Cook et al., 2014).

Es importante resaltar que independiente de la composicion o procedencia de elaboracién de los
sustitutos de piel, cuando reemplazan a la dermis se espera que cumplan con los siguientes

requisitos funcionales: (1) Proteger la herida tanto de infecciones como de la pérdida de fluidos; (2)
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Proporcionar un soporte estable y biodegradable para la sintesis de nuevo tejido; (3) Permitir la
migracion, adhesion y proliferacién celular y (4) Proporcionar integridad mecanica (Van der Veen et
al., 2010; Limova, 2010; Dantzer, 2011). Por otro lado, la evolucién de este tipo de tecnologias ha
permitido abordar campos de estudio complementarios, tales como modelos alternativos al uso de
animales para pruebas cosméticas, modelos de estudio de radiacion sobre la piel y modelos para el
estudio de la absorcién y desarrollo de medicamentos (Brohem et al., 2010; Mathes et al., 2014;
Flaten et al., 2015).

En Colombia, el Grupo de Ingenieria de Tejidos de la Universidad Nacional de Colombia trabaja en
el desarrollo de sustitutos de tejido conectivo blando a partir de soportes de colageno tipo |, con el
fin de que se pueda suplir localmente la demanda de sustitutos de mucosa oral y piel. Estos
productos han sido evaluados preclinicamente en modelos de heridas de mucosa oral y de piel,
mostrando una accién benéfica en las heridas en que se colocan (Bello et al., 2004, Espinosa et al.,
2010; Fontanilla and Espinosa, 2012, Millan D., 2014). Los soportes de colageno | fueron modificados
mediante la inclusibn de microparticulas de gelatina-colageno (GC), para que liberen
controladamente sustancias bioactivas que estimulen la regeneracién. También, fueron cargados
con un extracto hidroglicélico de flor de caléndula (Jiménez, 2013; Jiménez et al., 2015) y usados
como injerto en un modelo lagomorfo de herida cutanea de espesor total (Millan et al., Manuscrito
en revisidn). Los resultados de la evaluacion preclinica de los soportes modificados cargados con
extracto de caléndula, muestran que no hay diferencias entra las heridas en las que se emple6 y
heridas que cerraron por segunda intencién; probablemente, porque los polifenoles presentes en el
extracto aumentan el entrecruzamiento del colageno producido por el glutaraldehido, disminuyendo
su biodegradabilidad y por ende su bioactividad Por el contrario, los soportes sin el extracto
mejoraron la cicatrizacidén sugiriendo su potencial uso como sistema controlado de liberacion para

otros compuestos.

1.5.1. Colageno

La matriz extracelular de los vertebrados, responsable de conferir integridad estructural, esta
constituida principalmente por la familia de proteinas del coldgeno. Hasta el momento se han descrito
29 tipos, los cuales se distinguen con numeros romanos (Colageno | hasta colageno XXIX). Los
colagenos se clasifican en fibrilares, de membrana basal, fibrilares asociadas con triples hélices
interrumpidas, de cadena corta, fibrilares de anclaje, multiplexinas, y asociados a membrana con

triples hélices interrumpidas (Brinckmann et al., 2005; Stein et al., 2009; Parenteau-Bareil et al.,
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2010).

El coldgeno esta relacionado con el cierre de heridas, la homeostasis, la coagulacion y la inflamacion
(Olezyk et al. 2013). A nivel celular promueve el crecimiento, la diferenciacién, la migracion, la
adhesibén y la agregacion; de la misma manera tiene un papel importante en sefalizacion celular,
angiogénesis y expresion de citoquinas inflamatorias y factores de crecimiento (Stein et al, 2009;
Shoseyov et al. 2010; Olczyk et al. 2013).

De los diferentes tipos de colageno reportados el colageno tipo | es el mas abundante constituyendo
hasta el 30% en peso de las proteinas corporales y el 90% del colageno total en el cuerpo humano
(Abraham et al., 2008). Se encuentra en la Matriz Extra Celular (MEC) de huesos, tendones, aorta,
pulmoén y piel confiriendo resistencia mecanica a la tension y contribuyendo a proporcionar estructura
a los tejidos. El colageno tipo | es un heterodimero constituido por dos péptidos o cadenas a1 y una
cadena a2, con un peso promedio de 300 KDa y abundante contenido de prolina e hidroxiprolina
(Stein et al., 2009; Shoseyov et al. 2010).

Como biomaterial, el colageno ha sido utilizado extensamente debido a su afinidad con el agua, baja
antigenicidad, muy buena compatibilidad celular, degradabilidad, porosidad, estabilidad mecanica y
habilidad para promover la regeneracion tisular (Abraham et al., 2008; Kirubanandan and Sehgal,
2010). Comunmente se aisla de piel y tendones bovinos, piel porcina, colas de rata, animales
marinos como esponjas y medusas e incluso a partir de plantas modificadas genéticamente como
colageno recombinante (Ma et al., 2003; Parenteau-Bareil et al., 2010; Herford et al., 2010;
Kirubanandan and Sehgal, 2010; Shoseyov et al., 2010).

1.5.2. Soportes de pululano-dextrano

En la actualidad un amplio campo de estudio en la Ingenieria de Tejidos se desarrolla alrededor de
la creacién de biomateriales que tengan aplicaciébn como soportes; entre estos se pueden destacar
los hidrogeles, redes poliméricas que pueden hincharse en presencia de agua o fluidos corporales,
logrando productos que se asemejan a la matriz extracelular (Kirschner and Anseth, 2013; Cutiongco
etal., 2014).

El pululano y el dextrano son polisacaridos usados por la industria farmacéutica, cosmética y

alimentaria como excipientes por su baja inmunogenicidad, reactividad, adhesividad, formacién de
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cubiertas y degradabilidad enzimatica (Autissier et al., 2007; Le Visage et al., 2012). El pululano, es
un polisacarido lineal producido por la fermentacién del hongo Aureobasidium pullulan, que se usa a
nivel farmacéutico como expansor plasmatico y en la manufactura de lagrimas artificiales. El
dextrano, es un polisacarido constituido por subunidades de glucosa que se obtiene en
fermentaciones bacterianas, muy empleado en la industria farmacéutica para hacercépsulas
(Autissier et al. 2010). Estos materiales pueden formar soportes tridimensionales estables con
tamafio de poro ajustable, al ser entrecruzados con diferentes agentes (Chaouat et al. 2006; Fricain
et al. 2013; Cutiongco et al., 2014). Existen reportes de evaluaciones de soportes de pululan y
dextran en cultivos de lineas celulares e incorporaciéon de factores de crecimiento (Autissier et al.,
2007; Lavergner et al. 2012; Purnama et al. 2013).

1.6. Especies Reactivas de Oxigeno

El oxigeno es un elemento fundamental para la vida, hace parte de moléculas bioactivas y actta
como aceptor final de electrones durante la respiracion aerébica. Debido al caracter electronegativo
del oxigeno, algunas de las moléculas formadas durante el metabolismo se hacen inestables dando
lugar a la formacién de compuestos intermedios de corta de duracién con capacidad para reaccionar
con otras moléculas, estos compuestos se conocen como Especies Reactivas de Oxigeno (ERO).
Entre las ERO se encuentran el oxigeno singlete (102), el anion super 6xido (O,7) y el radical hidroxilo
(OH), importantes durante la respuesta inflamatoria debido a que ayudan a destruir microorganismos
invasores, degradar tejido danado y favorecer la quimiotaxis (Venereo, 2002; Soneja et al., 2005;
Bickers and Athar, 2006; Maldonado et al., 2010; Rojano et al., 2012).

En condiciones normales las ERO son controladas por moléculas antioxidantes como el alfa-
tocoferol, vitamina E, &cido ascorbico, glutatibn peroxidasa, glutatibn reductasa, superoxido
dismutasa, catalasa y quinona reductasa. Sin embargo, la concentracién de éstas moléculas en el
organismo es limitada y cuando la produccién de ERO es abundante, esta linea de defensa se satura.
Se produce entonces, un exceso de ERO que puede ser lesivo para los seres vivos porque
desencadena un proceso que se conoce como estrés oxidativo; el cual, estd relacionado con
enfermedades crbnicas como ateroesclerosis, osteoartritis, diabetes y también cancer (Venereo,
2002; Soneja et al., 2005; Bickers and Athar, 2006; Mesa et al., 2010; Maldonado et al. 2010; Rojano
etal. 2012).

A nivel de la piel existen variados factores que pueden estimular la produccién de ERO entre los que
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pueden encontrarse la exposicién a sustancias quimicas, radiacién ionizante y luz U.V. Las ERO
puede inducir la desnaturalizaciébn de proteinas, alterar procesos de apoptosis e influenciar la
liberacién de mediadores proinflamatorios, como las citoquinas, que participan en inflamacién y en
el proceso de cierre de heridas. Igualmente, modulan la actividad catalitica de las metaloproteasas
encargadas de degradar macromoléculas de la matriz extra celular. El estrés oxidativo en la piel
puede llevar a patologias como reacciones alérgicas, vitiligo, neoplasia cutdnea y dificultad en la
reparacion del tejido como es el caso de las Ulceras varicosas (Nelson and Melendez, 2004, Bickers
and Athar, 2006; Maldonado et al. 2010).

1.7. Propdleos y el tratamiento de heridas

La palabra propéleos se deriva del griego pro (en defensa de) y polis (ciudad); se utiliza para
denominar a una sustancia elaborada por la abeja obrera de la especie Apis mellifera para recubrir
y suavizar las paredes de la colmena, tapar criaturas muertas evitando asi su descomposicion y en
la entrada de la colmena para protegerla del ingreso de intrusos (Ramos and Miranda, 2007; Wilson
et al., 2015). El propbleos es una sustancia resinosa fuertemente adhesiva cuyo color cambia con
respecto a la época del afio, que resulta de la masticacion que las abejas hacen de las resinas
recolectadas de las grietas de la corteza y brotes de las hojas. Después de la adicion de enzimas
salivares que se produce durante la masticacion, las abejas le adicionan cera para darle su
composicién final, usualmente no contiene polen o si lo tiene es en poca cantidad (Burdock, 1998;
Ramos and Miranda, 2007; Wilson et al., 2015). Generalmente, el propbleos esta constituido por
resinas (50%), ceras (30%), aceites esenciales aroméaticos (10%), polen (5%) y otras sustancias (5%)
(Burdock, 1998; Ramos and Miranda, 2007). Su apariencia es la de una resina de consistencia dura

de color variable (Figurai-2).

Figura 1-2. Aspecto del prop6leos. Tomado de https://apibio.ro/despre-albine/2015-07-10-18-56-28/propolisul.
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La composicion quimica de los propdleos varia con respecto a la flora de la regién de recoleccion de
las resinas e incluso de la época del afio; no obstante, se han reportado mas de 300 constituyentes
entre los que se encuentran alcoholes, aldehidos, aminoéacidos, acidos alifaticos, acidos aromaticos,
ésteres aromaticos, flavonoides, acidos grasos, acidos cumaricos prenilados, acidos cafeoilquinicos,
lignanos, acidos diterpénicos, triterpenos, esteroides, azucares y sustancias inorganicas (Marcucci.,
1995; Ramos and Miranda, 2007; Kalogeropoulos et al., 2009. Wilson et al., 2015). El propbleos se
ha utilizado desde la antigliedad por exhibir actividad antibacteriana (Marcucci, 1995; Koru et al.,
2007. Wilson et al., 2015), antiviral, antifingica, citotéxica, antiprotozoaria, antioxidante (Ramos and
Miranda, 2007; Moreira et al., 2008; Kalogeropoulos et al., 2009; Rodriguez et al., 2012; Angel, 2012),
antiinflamatoria (Cardile et al., 2003; Barroso et al., 2012; Funakoshi et al., 2015), inmunomoduladora
y anticancerigena (Ramos and Miranda, 2007; Chan et al., 2012; Pardo et al., 2015). Por sus
propiedades antibacterianas, antiinflamatorias, cicatrizantes y antioxidantes, posiblemente atribuidas
a la presencia de compuestos fen6licos como los flavonoides, &cidos fendlicos y también terpenos,
ha sido empleada en el tratamiento de heridas (Gregory et al., 2002; Ramos and Miranda, 2007;
Pillai et al., 2010; Barroso et al., 2012; Rodriguez et al., 2012).

A pesar del creciente uso de esta sustancia por sus propiedades farmacolégicas, los entes
reguladores colombianos no han establecido una legislacién que permita establecer sus atributos de
calidad y uso terapéutico. Sin embargo, multiples son los esfuerzos realizados desde la academia,
con el objetivo de tratar de determinar la composicion de los prop6leos en varias zonas de Colombia
y su actividad farmacolégica. (Moreno et al., 2009; Palomino et al., 2009; Palomino, 2009; Martinez
2009; Palomino, 2010; Angel, 2012; Talero et al., 2012); no obstante, en otros paises
latinoamericanos tales como Brasil (Ministerio de Agricultura de Brasil APACAME, 1999), Argentina
(Norma IRAM-INTA del Instituto Argentino de Normalizacion; 2004) y Cuba (norma Ramal del

Ministerio de Agricultura; 1994) ya se han hecho adelantos al respecto.

En Colombia el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) acepta el
propbleos con fines terapéuticos, indicando su uso como expectorante y coadyuvante en el
tratamiento de trastornos respiratorios leves; razén por la cual, se comercializa a nivel de tiendas
naturistas y droguerias en forma de jarabes y jaleas, donde generalmente se encuentra en
combinacion con extractos de otras plantas con actividad farmacolégica similar tales como Eucalipto
(Eucalyptus globulus L.), Sauco (Sambucus nigra L.) y Totumo (Crescentia cujete L.)(INVIMA)
(Figura1-3).
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Figura 1-3. Algunos productos con prop6leos en Colombia. Tomado de: https://www.jgb.com.co/marcas-jgb/productos-
naturales/propoleo/
https://latiendanaturista.files.wordpress.com/2014/11/mieltertos.jpg

http://www.tiendanaturistacolombia.com/shopping/product_info.php?manufacturers_id=14&products_id=100
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2.0bjetivos

2.1. Objetivo general

Asociar un extracto de propéleos a soportes de Colageno tipo | y evaluar fisicoquimicamente su

liberacion.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Obtener un extracto acuoso de propéleos.

2.2.2. Evaluar el contenido de fenoles, flavonoides totales y la actividad antioxidante del extracto
de propéleos obtenido.

2.2.3. Evaluar la citotoxicidad del extracto de propéleos.

2.2.4. Asociar el soporte de colageno tipo | con el extracto acuoso de propdleos.

2.2.5. Evaluar la liberacién del extracto acuoso de prop6leos asociado a los soportes de colageno

tipo I.



3. Métodos

3.1. Propdleos

El propbleos como materia prima no se consigue a nivel comercial; en el mercado solo se encuentra
en los productos que lo contienen en determinadas proporciones. Por esta razon, la muestra de
propéleos utilizada en éste trabajo se obtuvo de la Concentracion Agropecuaria Jorge Villamil Ortega
del Municipio de Gigante, Huila (aproximadamente 200g colectados por la técnica de raspado). La

informacién detallada de esta regién del pais se encuentra en el Anexo 1.

3.2. Establecimiento de un método para obtener el extracto acuoso

de propdéleos

Se pesaron 50 g de prop6leos y se incorporaron a 250 mL de agua desionizada. Con la finalidad de
optimizar la liberacidén de la fraccidén soluble de la muestra, se disminuy6 el tamafio de particula del
propéleos por medio de una licuadora en modalidad de pulsos con el fin de evitar el aumento de la
temperatura. La suspension obtenida se agitd6 durante 24 horas a temperatura ambiente, se dejé
reposar durante dos horas y se filtré6 empleando una membrana de 0,2 um. El filtrado de color &mbar

oscuro se almacend en un frasco de vidrio recubierto con papel aluminio y se refrigerd a 4 °C.
3.3. Cultivo lineas celulares (L929 y 3T3)

Para los ensayos de citotoxicidad se utiliz6 la linea celular de fibroblastos L929 (National Collection
of Type Cultures (NCTC) clone 929, American Type Culture Collection (ATCC) numero: CCL-1™).
Los ensayos de proliferacién fueron hechos con la linea celular de fibroblastos 3T3 (NCTC clone
3T3, ATCC numero CRL-1658™). Ambos tipos de fibroblastos fueron cultivados en medio
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco®) suplementado con suero fetal bovino (SFB)
10%, (Gibco®), penicilina (100Ul/mL), estreptomicina (100pg/mL)(Gibco®), anfotericina B (0,5ug/mL)
(Gibco®), vitaminas 1X (Gibco®) y piruvato de sodio 1X (Gibco®), en aire 95% y CO, al 5% a 37°C,

con cambio de medio cada tercer dia.

3.4. Ensayos de citotoxicidad de los extractos

La evaluaciéon de la citotoxicidad del extracto acuoso de propéleos, se realizé de acuerdo con la
norma ISO 10993-5: Evaluacion biolégica de dispositivos médicos, parte 5: pruebas de citotoxicidad

in vitro. Los ensayos fueron hechos tres veces, cada uno por triplicado, de la siguiente manera:

Dia 1. Se suspendieron 1x10° células/mL en medio de cultivo; se colocaron 100uL de esta
suspension celular en cada pozo de una placa de cultivo de 96 pozos y se incubd por 24 horas (5%
CO,, 37 °C, humedad > 90%). Cada pozo se observo bajo un microscopio de luz invertida para

comprobar la adhesién de las células a la superficie de la placa.

Dia 2. Cumplidas 24 horas de incubacion, el medio de cultivo se removié de los pozos
reemplazédndose con diferentes concentraciones del extracto acuoso (0%, 5%, 10%, 15%, 20% y
25%), un control negativo (silicona 0,2g/mL), un control positivo (dimetil sulféxido (DMSQ) 25%) y un
blanco (DMEM). Las células fueron incubadas por 24 horas (5% CO,, 37 °C, humedad > 90%).

Dia 3. El sobrenadante de cada pozo fue retirado y la viabilidad celular determinada mediante la
reduccion de 50uL/pozo de solucidén MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol).
Después de 2 horas de incubacion (5% CO,, 37 °C, humedad > 90%), el formazan precipitado se
solubiliz6 con 100uL de DMSO y se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 570nm. Se utilizé

la siguiente ecuacion para determinar el porcentaje de viabilidad (1):

Viabilidad % = 100 x DO (A) (1)
DO (B)

Donde:
DO (A): Es la densidad éptica s7onm de las muestras.
DO (B): Es la densidad éptica s7o0nm del blanco (DMEM).



Métodos 19

3.5. Asociacidn del extracto a los soportes de colageno

Se elaboraron soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno (5mg/mL)
siguiendo la metodologia desarrollada y estandarizada por el grupo (Jiménez, 2013; Jiménez et al.,
2015). Porciones de 1 cm? de los soportes se colocaron en cajas de cultivo de 24 pozos (Costar®) y
se sumergieron en 500 pL del extracto durante 2 horas a 37 °C; transcurrida la impregnacion, los

soportes se congelaron y liofilizaron por 24 horas.

Para evaluar la proliferacion celular se cortaron fragmentos circulares de 8 mm de diametro de los
soportes, los cuales fueron colocados en cajas de cultivo de 48 pozos (Costar®) y sumergidos en
300 pL de extracto (2 horas a 37°C). Posteriormente, el exceso de extracto fue eliminado por

evaporacion en la cabina de flujo laminar.

3.6. Evaluacion in vitro de la liberacion de metabolitos del extracto

de propdleos asociados a los soportes de colageno

Se colocaron soportes asociados con el extracto acuoso de propdleos en pozos separados (Placas
de 24 pozos / placa, Costar®) que contenian 1 mL de solucién Buffer de Acetatos (0,02 M; pH 5,2).
Las muestras fueron incubadas a 37 °C con agitacion constante (80 rpm), se tomaron alicuotas de
cada uno de los sobrenadantes a diferentes tiempos (6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas) y los

metabolitos liberados a los medios determinados. Cada analisis se realizd por triplicado.
3.6.1. Determinacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
(Singleton and Rossi, 1965); en este ensayo se mide la reduccidén de este reactivo ocasionada por
los compuestos fendlicos del extracto, evidenciada por la formacion de un complejo azul cuya
absorbancia es medida a 730nm. Para la cuantificacion, se construyé una curva de calibraciéon
utilizando como estandar 4cido galico en un intervalo de concentraciones entre 5y 250 ug/mL. En el
ensayo 50puL de muestra fueron mezclados con 150pL de agua supra- pura, 100uL del reactivo Folin-
Ciocalteu y 200pL de carbonato de sodio (NaCO3) al 20%, dejandose incubar la mezcla durante 30

minutos antes de realizar la lectura.
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3.6.2. Determinacion de compuestos flavonoides

La cantidad total de flavonoides se determind por la metodologia colorimétrica con tricloruro de
aluminio (AICls) (Kumazawa et al., 2004), haciendo algunas modificaciones. En el ensayo 50pL de
muestra fueron mezclados con 350uL de solucién de etanol 50% y 100uL de AICI; 5% dejandose
incubar la mezcla durante 60 minutos antes de realizar la lectura a 420 nm. Para la elaboracién de
la curva de calibracion se utilizé quercetina como patrén en un intervalo de concentraciones entre 5

y 500 pg/mL.

3.6.3. Método FRAP

Se us6 metodologia descrita (Benzie & Strain, 1996), con algunas modificaciones, para evaluar la
reduccion del a4tomo de hierro (lll) presente en la molécula 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) a
hierro (Il) evidenciada por la generaciobn de una coloracibn morada, que es cuantificada
colorimétricamente a 590 nm. En el ensayo, 50 pL de extracto se mezclaron con 50 pL de buffer
acetato 0,3 uM pH 3,6 y 900 uL del reactivo FRAP (2,5 mL de solucién TPTZ 10 uM en HCI 40 mM;
2,5 mL de FeCl3; 20 uM y 25 mL de buffer acetato 0,3 uM pH 3,6). La lectura de las muestras se llevo
a cabo después de 30 minutos de incubacién. La curva de calibracion se construyé utilizando como

patrén acido ascorbico.

3.6.4. Método ORAC

En este ensayo se evalué la capacidad del extracto para evitar la degradacion de la Fluoresceina

del dafo oxidativo generado por radicales peroxilo, estos ultimos formados por la descomposicién
térmica del 2, 2"-azobis (2—aminopropano diclorhidrato) (AAPH). El radical ROO, en presencia del

antioxidante, capta un 4tomo de hidrégeno manteniendo intacta la molécula de fluoresceina. En este
ensayo se utilizaron condiciones controladas de temperaturay pH (37°C; 7,4); asi como, fluoresceina
(0,01M) en solucion buffer de fosfatos (PBS)(75 mM) y AAPH 0,6 M en PBS (75mM). La solucién de
trabajo fue elaborada con 2929 L de la solucién de fluoresceina, 50 uL de AAPH y 30uL de extracto.
El efecto antioxidante se determin6 usando las diferencias de areas bajo la curva de decaimiento de
la fluoresceina entre el blanco y la muestra: Los valores obtenidos fueron expresados en micromoles

(um) equivalentes de Trolox/litro de extracto con respecto a la ecuacion (2):
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orac= V¢ —AUC F[Trolox] 2)
= rolox
AUCT'rolox—AUCo

Donde AUC es el area bajo la curva de la muestra, AUC?® el area bajo la curva para el control,
AUCr0x€l area bajo la curva para el trolox y F el factor de dilucién de los extractos (Romero et al.,
2010).

3.7. Elaboracion de soportes de pululano-dextrano

La elaboracién de los soportes de pullulano-dextrano, se realiz6 siguiendo el procedimiento utilizado
por el Laboratorio de Biomateriales y Bioingenieria de la Universidad Laval de Quebec, Canada
(Purnama et al. 2015) con algunas modificaciones. Se pesaron 9 g de pululano (Hayashibara), 3 g
de dextrano (Sygma) y 14 g de cloruro de sodio (NaCl); posteriormente se incorpord 40 mL de agua
para formar una suspension homogénea a la cual se le adicioné hidréxido de sodio (NaOH) 1M para
llevar a medio basico y el agente intercalante trimetafosfato sodico (Sigma). Toda la mezcla se vertio
en un molde y se llevé a incubacién durante 20 min a 50 °C; el producto obtenido se lavd con PBS
pH 7,4 durante 12 horas con agitacién constante y luego con agua desionizada durante 24 horas; El
soporte purificado se llevé a congelaciéon (-20 °C) y se liofilizé por 48 horas; finalmente el soporte

obtenido se cort6 en porciones de 1 cm®.
3.8. Asociacidn del extracto a los soportes de pululano-dextrano

Teniendo en cuenta la concentracién 6ptima en la que el extracto de prop6leos se podia utilizar,
porciones de 1 cm?® de los soportes de pululano-dextrano se colocaron en cajas de cultivo de 24
pozos (Costar®) y se sumergieron en 500 puL del extracto durante 2 horas a 37 °C. Al finalizar la

incubacioén los soportes impregnados se congelaron y liofilizaron por 24 horas.

3.9. Evaluacion in vitro de la liberacion de metabolitos del extracto

de propdleos asociados a los soportes de pululano-dextrano

El ensayo de liberacién del extracto en los soportes de pululano-dextrano se realizé en concordancia

con el ensayo de liberacién en soportes de colageno (apartado 3.6.1 del presente capitulo); a las
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muestras obtenidas se les determind la cantidad de fenoles totales y compuestos flavonoides

(apartado 3.6.2. y 3.6.3. del presente capitulo).

3.10. Ensayo de proliferacion en soportes de colageno previamente

asociados con extracto de propodleos

Para evaluar la proliferacion de fibroblastos de la linea celular 3T3, se colocaron soportes de
colageno asociados con el extracto de propéleos en pozos separados de tres cajas de cultivo de 48
pozos (Costar®). En cada uno de ellos se sembraron 500 uL de una suspension celular (15 x 10°
células / mL en medio de cultivo) y se incub6 (5% CO,, 37 °C y humedad > 90%). En cada una de
las cajas se incluyeron controles positivos (Fibroblastos 3T3 creciendo directamente en la superficie
del pozo) y negativos (medio de cultivo). Para el analisis se tom6 una caja de cultivo en los dias 1,
3y 7, se retird el medio de cultivo de los pozos, se adiciond en su lugar una solucién de resazurina
10% en medio de cultivo y se incub6 (3 horas, 37 °C). Al final de ese lapso se tomaron 200 pL por
pozo y cada una de las muestras se coloc6 en pozos separados de cajas de cultivo de 96 pozos
(Costar®), con el fin de medir la fluorescencia de la rezofurina, metabolito de la resazurina, con una
longitud de onda de excitacién de 544 nm y de emisién de 590 nm. Estos andlisis fueron hechos tres

veces cada uno por triplicado.
3.11. Ensayo de microscopia de fluorescencia

Los soportes utilizados para el ensayo de proliferacién se utilizaron para tomar micrografias de
fluorescencia, las cuales sirvieron para evidenciar la adhesion y proliferaciéon de la linea celular 3T3
a los soportes de colageno. Para esto, se lavaron cuidadosamente con PBS hasta la completa
eliminacién de toda la coloracion proveniente de la resazurina, se taparon con 500 pL de
formaldehido en PBS y se incubaron por 20 min. Después de la incubacion se retir6 el formaldehido,
se lavé suavemente con PBS y en cada pozo se adicionaron 500 pL de una solucién de albumina
sérica bovina (BSA) 3% y saponina 0,1% en PBS durante 10 min con el objeto de permeabilizar las
células. La mezcla de BSA-saponina fue reemplazada por una solucién de Dapi (4 ',6-diamino-2-
fenilindol) (1:3000) y rodamina-faloidina (1:300) en PBS con BSA 3% y saponina 0,1% incubandose
a 37 °C durante una hora; Transcurrido este tiempo las muestras se lavaron con solucion 0,05% de
Tween 20 en PBS. Los soportes asi tratados fueron colocados en laminas portaobjetos, se agregé

Fluoromoun G y se colocé una lamina cubreobjetos y se llevaron al microscopio de fluorescencia.
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3.12. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en de los ensayos de liberacion de los metabolitos del extracto de
propbleos en los soportes de colageno y pululano-dextrano y los resultados del ensayo de
proliferacion celular se realizé mediante un andlisis de varianza (Anova) con un nivel de confianza

de p<0,05.



4. Resultados

4.1. Estandarizacién de un método para la obtencién de un extracto

acuoso de propoleos

Para la obtencion del extracto acuoso de propéleos se siguié el procedimiento descrito en el capitulo
de métodos (3.2.). Sin embargo, con respecto a las metodologias descritas para extractos
alcohdlicos (Kumazawa, 2004; Moreira, 2008; Palomino, 2009; Angel, 2012) éste trabajo introdujo
dos modificaciones importantes: i) La reduccion del tamafo de particula de la muestra de prop6leos
para mejorar su solubilidad mediante el licuado de la muestra en una licuadora operada con pulsos
para evitar el calentamiento de la muestra; ii) La sedimentacién de la suspensién previo al proceso
de filtracion con el fin de evitar la rapida saturacion del filtro. Como resultado del proceso de
extraccion modificado se obtuvo un extracto color &mbar translicido, pH = 4,34, soluble en los

medios de cultivo y reactivos utilizados en la presente tesis.
4.2. Citotoxicidad inducida por los extractos de propéleos

En la Figura 4-1 se evidencia que el aumento de la concentracién de propéleos esté relacionado
con la disminucién de la viabilidad celular. La norma ISO 10993-5 establece que valores inferiores al
70% de viabilidad celular son un parametro indicativo de citotoxicidad. El ensayo demostr6 que la
concentraciobn maxima a la cual el extracto de propdleos puede utilizarse in vitro sin producir
citotoxicidad menor del 70%, es 20% v/v. Por lo cual, ésta fue la concentracién del extracto empleada

para impregnar los soportes de colageno | con microparticulas de gelatina-colageno.
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Ensayo de Citotoxicidad para el Extracto de Propdleos
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Figura 4-1. Porcentaje de Viabilidad Celular de fibroblastos L929 expuestos a diferentes concentraciones del extracto
de propdleos. Se muestran porcentajes de viabilidad de fibroblastos L929 incubados con diferentes concentraciones de
extracto de propéleos (0%, 5%, 10%, 15%, 20% y 25% v/v). (----): limite de citotoxicidad (70% de Viabilidad) segun la norma
ISO 10993-5. n = 3. Las barras de error representan la desviacion estandar de las medidas.

4.3. Evaluacion in vitro de la liberacion de metabolitos del extracto

de propdleos asociados a los soportes de colageno

4.3.1. Determinacion de fenoles totales

Inicialmente, se utiliz6 la ecuacién obtenida a partir de la curva de calibracién para establecer la
concentraciéon de fenoles totales en el extracto de prop6leos no diluido; encontrandose, que en una
solucién de 509/250mL de agua esta era de 449,83 + 10,55 ygAG/mL que equivale a 2,249 + 0,034

miligramos equivalentes de Acido Galico por gramo de propéleos (mgAG/gprop)-

En la Figura 4-2 se observa el patron de liberacion de compuestos fendlicos a partir del extracto de
propoleos al 20% v/v asociado a los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-
colageno. Como se puede ver, la concentracién de &cido gélico en la que se expresa la actividad
antioxidante de estos compuestos no se relaciona linealmente con el tiempo, sino que semeja la fase

lag de una curva de crecimiento de un cultivo bacteriano, en la que se aprecia un aumento a partir



Resultados 26

del segundo dia y la cual sugiere una relacién exponencial entre estas dos variables.

Liberacion de Fenoles Totales del extracto de propodleos al 20%
asociado a soportes de colageno tipo |
con microparticulas de gelatina-colageno
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Figura 4-2. Liberacion de Fenoles Totales del extracto de propéleos al 20% v/v asociado a soportes de colageno
tipo | con microparticulas de gelatina-colageno. Concentracién de compuestos fenolicos del extracto de propéleos al
20% vlv liberados por los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno en funcién del tiempo. Los
resultados se expresan como microgramos equivalentes de &cido galico por mL de solucion (ugAG/mL). n = 3. Las barras

de error representan la desviacion estandar de las medidas.

4.3.2. Determinacion de compuestos flavonoides

Igual que la determinacion de fenoles totales, empleando la ecuacién de la gréafica descrita por la
curva de calibracién se encontr6 que la concentraciéon de compuestos flavonoides en el extracto de
propéleos no diluido (50g/200mL) es de 76,362 + 4,686 ugQ/mL que equivale a 0,382 + 0,023

miligramos equivalentes de Quercetina por gramo de prop6leos (MgQ/gprop).

La Figura 4-3 permite apreciar que se asociaron compuestos flavonoides a los soportes y que éstos
empiezan a ser liberados al medio a partir del segundo dia, con un patron de liberacion similar al

mostrado por los fenoles totales.
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Liberacion de Compuestos Flavonoides del extracto de
propoleos al 20% asociado a soportes de colageno tipo |
con microparticulas de gelatina-colageno

. [
X L

50

H

H
i

(A
-
o

Quercetina (ug/mL)
20

10
|

o T 1 T 1

Hora6 Hora12 Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia5

Tiempo

Figura 4-3. Liberacion de Compuestos Flavonoides del extracto de propoéleos al 20% v/v asociado a soportes de
colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno. Concentracion de compuestos flavonoides del extracto de
propéleos al 20% v/v liberados por los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno en funcion del
tiempo. Los resultados se expresan como microgramos equivalentes de quercetina por mL de solucién (ugQ/mL). n = 3. Las
barras de error representan la desviacion estandar de las medidas.

4.3.3. Evaluacion de la actividad antioxidante del extracto de propéleos

mediante el método FRAP

La Figura 4-4 muestra el resultado obtenido en la evaluacion de la actividad antioxidante a través
de la metodologia FRAP. Se puede ver que el extracto de propéleos al 20% v/v contiene sustancias
capaces de reducir el ion Fe*® que pueden ser detectadas en el medio desde las 6 horas, momento
en que se hizo la primera medicidn. La concentracion de éstas sustancias se mantiene igual durante
las primeras 12 h, aumenta en el primer dia y se mantiene sin variar significativamente durante cuatro

dias para llegar a su maximo valor en el quinto dia del ensayo.
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Actividad Antioxidante FRAP para el extracto de propoleos 20%
asociado a soportes de colageno tipo |
con microparticulas de gelatina-colageno.
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Figura 4-4. Actividad antioxidante evaluada por la metodologia FRAP para el extracto de propodleos 20% v/v asociado
a soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno. Actividad antioxidante de los metabolitos del
extracto de propéleos al 20% v/v liberados por los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno en
funcién del tiempo. Los resultados se expresan como pg equivalentes de acido ascérbico (AAE) por mL de solucion.
(vgAA/mL). n = 3. Las barras de error representan la desviacion estandar de las medidas.

4.3.4. Evaluacion de la actividad antioxidante del extracto de propéleos
mediante el método ORAC

El extracto de propdleos al 20% v/v confirmd poseer actividad antioxidante en la medida en que
demostré la capacidad de atrapar radicales del tipo RROe* los cuales fueron evaluados a través de
la metodologia ORAC tal como lo presenta la Figura 4-5. Se observa un aumento exponencial de la

concentracién de Trolox con el tiempo, que llega a ser maxima en el dia 5 del ensayo.
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Actividad Antioxidante ORAC para el extracto de propoleos 20%
asociado a soportes de colageno tipo |
con microparticulas de gelatina-colageno.
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Figura 4-5. Actividad antioxidante determinada por la metodologia ORAC para el extracto de propéleos 20% v/v
asociado a soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno. Actividad antioxidante de los
metabolitos del extracto de propéleos al 20% v/v liberados por los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-
colageno en funcion del tiempo. Los resultados se expresan como pg equivalentes de Trolox por L de solucion (ugTrolox/L).

n = 3. Las barras de error representan la desviacion estandar de las medidas.

4.4. Ensayos de liberacion de los metabolitos del extracto de

propéleos asociados a los soportes de pululano-dextrano

4.4.1. Determinacion de fenoles totales

En la Figura 4-6 se aprecia como los compuestos fenélicos del extracto al 20% v/v de propéleos son
liberados por los soportes de pululano-dextrano. Se evidencia, que no existe una liberacion
progresiva de estas sustancias, por el contrario, la concentracidbn de compuestos fendlicos es
estadisticamente similar en todas las muestras tomadas en el estudio, fluctuando en valores que van

desde 25,794 + 0,602 ygAG/mL en la hora 6, hasta 31,078 + 6,269 ygAG/mL reportado en el dia 5.
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Liberacion de Fenoles Totales del extracto de propéleos al 20%
asociado a soportes de Pululano-Dextrano
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Figura 4-6. Liberacion de Fenoles Totales del extracto de propéleos al 20% v/v asociado a soportes de pululano-
dextrano. Concentracion de compuestos fenélicos del extracto de propéleos al 20% v/v liberados por los soportes de
pululano-dextrano en funcién del tiempo. Los resultados se expresan como microgramos equivalentes de acido galico por mL

de solucion (ugAG/mL). n = 3. Las barras de error representan la desviacion estandar de las medidas.

Con el fin de contrastar el tipo de liberacion exhibido por los extractos asociados a los soportes de
colageno | con microparticulas de gelatina-colageno y por los extractos asociados a los soportes
pululano-dextrano se hizo la Figura 4-7. Se puede apreciar que existen diferencias entre la liberacion
del extracto impregnado en los soportes de colageno y el impregnado en los soportes de la mezcla
pululano-dextrano. La concentracion de fenoles liberados por los soportes de colageno es inferior
durante los primeros 3 dias del ensayo, alcanzando niveles similares el dia 4 y finalmente superando

la cantidad liberada en el medio el dia 5 respecto a los soportes de pululano-dextrano.
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Comparacion de pertiles de liberacion de tenoles totales
del extracto de propodleos al 20%
asociado a dos tipos diferentes de soportes
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Figura 4-7. Comparacion de los perfiles de liberacién de Fenoles Totales del extracto de propodleos al 20% v/v
asociado con dos tipos diferentes de soportes. Concentracion de compuestos fenélicos del extracto de prop6leos al 20%
v/v liberados por soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno y soportes de pululano-dextrano en
funcién del tiempo. Los resultados se expresan como microgramos equivalentes de &cido galico por mL de solucién
(ugAG/mL). n=3.

4.4.2. Determinacion de compuestos flavonoides

El perfil de liberacion de los compuestos flavonoides del extracto de propéleos al 20% v/iv
impregnados en los soportes de pululano-dextrano puede apreciarse en la Figura 4-8. De manera
similar al comportamiento mostrado por los fenoles en esta misma clase de soporte, puede
observarse que la misma cantidad de estos compuestos flavonoides se liberd durante los 5 dias del
ensayo sin apreciarse diferencias estadisticamente significativas entre ellas, reportando valores que

oscilan entre 24,455 + 0,227 ugQ/mL y 24,988 ugQ/mL en la hora 6 y el dia 5 respectivamente.
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Liberacion de Compuestos Flavonoides del extracto de propdleos al
asociado a soportes de pululano-dextrano
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Figura 4-8. Liberacion de Compuestos Flavonoides del extracto de propoéleos al 20% v/v asociado a soportes de
pululano-dextrano. Concentracion de compuestos flavonoides del extracto de propéleos al 20% v/v liberados por los soportes
de pululano-dextrano en funcién del tiempo. Los resultados se expresan como microgramos equivalentes de quercetina por

mL de solucion (ugQ/mL). n = 3. Las barras de error representan la desviacion estandar de las medidas.

En la Figura 4-9 se representa la comparacién entre los perfiles de liberacion de los compuestos
flavonoides del extracto de propdleos al 20% v/v, impregnado en los soportes de colageno tipo | con
microparticulas de gelatina-colageno y en los soportes de pululano-dextrano. Se evidencia la forma
gradual en la que estas sustancias son liberadas en el primer tipo de soporte, mientras que los niveles
de flavonoides se mantienen constantes en el segundo caso; también se observa que hasta el primer
dia del ensayo, las concentraciones de compuestos flavonoides liberados son similares para ambos
tipos de soporte, no obstante se incrementa de manera progresiva y significativamente diferente

hasta el dia 5 del ensayo para el soporte de colageno.



Resultados 33

Comparacion de los pertiles de liberacion de Compuestos Flavonoic
del extracto de propodleos al 20%
asociado dos tipos diferentes de soportes
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Figura 4-9. Comparacion de los perfiles de liberacién de Compuestos Flavonoides del extracto de propoéleos al 20%
v/v asociado con dos tipos diferentes de soportes. Concentracion de compuestos flavonoides del extracto de propéleos
al 20% v/v liberados por soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno y soportes de pululano-dextrano
en funciéon del tiempo. Los resultados se expresan como microgramos equivalentes de quercetina por mL de solucién
(ugQ/mL). n=3.

4.5. Ensayo de proliferacion celular en soportes de colageno impregnados con

extracto de propodleos

Los resultados del ensayo de proliferacion de la linea celular de fibroblastos 3T3 en presencia de los
soportes de colageno | con microparticulas de gelatina-colageno impregnados con extracto de
propéleos al 20% v/v, incluidos los datos proporcionados por los controles, se muestran en la Figura
4-10. Se puede apreciar que durante los dias 1 y 3 del ensayo la poblaciéon celular fue similar en
cada uno de los tratamientos y se mantuvo baja. En el dia 7 del ensayo, el soporte impregnado con
extracto de propéleos al 20% v/v mostrd U.R.F menores que las obtenidas con soportes de colageno

| con microparticulas de gelatina-coldgeno sin impregnar y con cultivos de fibroblastos adheridos a
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la superficie del plato de cultivo (Control positivo).

Proliferacién celular con Extracto de Propodleos al 20% asociado
a soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-

colageno
300
M Extracto de propdleos 20%
M Sin extracto de propéleos
Control positivo
225

Unidades Relativas de Fluorescencia (U.R.F.)

Dia 1 Dia 3 Dia7
Tiempo

Figura 4-10. Proliferacién celular con extracto de propdleos al 20% v/v asociado a soportes de colageno tipo | con
microparticulas de gelatina colageno. Ensayo de proliferacion celular con la linea de fibroblastos 3T3 utilizando extractos
de propéleos al 20% v/v asociado a soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno en funcién del
tiempo; el control positivo consiste en muestras de linea celular creciendo en la caja de cultivo y que no estan en contacto
con los soportes. Los resultados se expresan como Unidades Relativas de Fluorescencia (U.R.F.). n = 3. Las barras de error
representan la desviacion estandar de las medidas.

El ensayo de microscopia de fluorescencia corrobor6 los resultados anteriormente expuestos; en el
dia 3 se observan pocas células adheridas a los soportes de colageno tipo | con microparticulas de
colageno-gelatina, haciéndose evidente su presencia en todo el soporte en el dia 7 del ensayo
(Figura 4-11).
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Figura 4-11. Microscopia de fluorescencia para el ensayo de proliferacion celular con extracto de propdleos al 20%
v/v asociado a soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno. Se observan los cromosomas
marcados por el fluorocromo DAPI de la linea celular de fibroblastos 3T3 en la superficie de los soportes de colageno tipo |

con microparticulas de gelatina-colageno.



5.Discusion

Los soportes de colageno tipo | que contienen microparticulas de gelatina-colageno, fueron
desarrollados por nuestro grupo de investigacion con el fin de ser usados como un sistema de
liberacién controlada de sustancias bioactivas, que puedan aumentar la regeneracién en heridas de

piel donde se utilicen como sustitutos tisulares.

El propéleos se ha usado como antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatorio, inmunomodulador y
anticancerigeno (Gregory et al., 2002; Pillai et al., 2010; Barroso et al., 2012). En Colombia, el
INVIMA acepta su uso en preparaciones expectorantes como coadyuvante en el tratamiento de
trastornos respiratorios leves, sin embargo, no admite su empleo en el tratamiento de heridas de piel;
sin embargo, por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas puede ser un buen candidato para
tratar heridas crénicas de piel. Por ésta razén, ésta tesis propuso asociar un extracto acuoso de

propéleos a los soportes con microparticulas de gelatina-colageno.

Se han reportado mas de 300 componentes en los propdleos entre los cuales se encuentran
alcoholes, aldehidos, aminoacidos, acidos alifaticos, acidos aromaticos, ésteres aromaticos,
flavonoides, acidos grasos, acidos cumaricos prenilados, acidos cafeoilquinicos, lignanos, acidos
diterpénicos, triterpenos, esteroides, azlcares y sustancias inorgénicas (Marcucci., 1995; Ramos
and Miranda, 2007; Kalogeropoulos et al., 2009. Wilson et al., 2015). Estos constituyentes pueden
variar notablemente segun de la region de origen, debido a que su composicién depende de la
vegetacion del sitio en que se localiza la colmena, relaciondndose igualmente con los cambios
estacionales (Marcucci., 1995; Burdock., 1998). También, se ha descrito que la forma de obtencién
del propéleos influye en el contenido del producto final debido a que durante el proceso puede
producirse degradacién de compuestos por oxidacion (Palomino., 2009). En Colombia, se han
realizado estudios sobre prop6leos provenientes de varias regiones del pais encontrando variaciones
en su composicion (Moreno et al., 2007; Palomino et al., 2009; Palomino, 2009; Martinez 2009;

Palomino, 2010; Angel, 2012; Talero et al., 2012). Para la presente tesis se utiliz6 una muestra
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proveniente del municipio de Gigante en el departamento del Huila (Colombia), la cual fue tomada
por la técnica de raspado durante el primer trimestre del afio 2013. Debido a que en la actualidad, a
nivel nacional, no existe una normatividad que permita garantizar la calidad del propéleos y para
evitar la adquisicion de productos fraudulentos se escogié el proveedor: “Concentracion
agropecuaria Jorge Villamil Ortega”, por la confianza en la calidad de sus productos. Fisicamente la

muestra de prop6leos era sélida, de color café oscuro y caracter resinoso.

Extractos a partir de productos vegetales pueden realizarse con diferentes tipos de solventes,
dependiendo de la fraccibn de componentes que deseen aislarse y de la potencial utilidad que
puedan tener. Se decidi6 elaborar un extracto acuoso de propdleos debido a la estrecha relacion
existente entre el agua y los sistemas biol6gicos, y porque muchos de los componentes a los cuales
se les atribuyen actividad farmacol6gica en los productos vegetales tales como fenoles y flavonoides,

son solubles en solventes polares.

La obtencidén de extractos acuosos de propéleos no esta reportada en la literatura de manera tan
extensiva como los procedimientos que utilizan solventes alcohélicos (metanol y etanol), lo cual en
parte obedece a que la mayoria de estudios se enfocan en la caracterizacién quimica y no en su uso
directo en sistemas biolégicos. La capacidad del agua y de compuestos orgéanicos hidroxilados de
extraer sustancias difiere en virtud de caracteristicas fisicoquimicas (constante dieléctrica, energia
cohesiva), tiempo de exposicion del producto vegetal con el solvente y la temperatura y agitacion
utilizadas (Hancock et al, 1997; Gurjar, 2012; Michiels, 2012; Povilaitis et al, 2015). En el caso
particular del extracto elaborado en ésta tesis, la solubilidad del propéleos en agua fue bastante
reducida posiblemente debido a las sustancias no polares que contiene, como las resinas y
compuestos de naturaleza lipidica. Por tal motivo y con el objetivo de ayudar a disolver los
componentes polares dentro del prop6leos, se redujo de manera fisica el tamafio de particula. Este
paso ayud6 a que después de separar la suspension resultante, se obtuviera una solucién color
ambar translucida y estéril. El pH del extracto fue de 4,34 lo cual revela el caracter acido de los
metabolitos solubilizados; adicionalmente, dicho extracto present6 una alta solubilidad en los medios
de cultivo y reactivos utilizado. Estos resultados fueron importantes para garantizar la completa
solubilizacién de los principios activos en todos los ensayos y su contacto directo con las lineas

celulares analizadas.

En la presente tesis se escogieron los compuestos fenélicos y los compuestos flavonoides como

metabolitos de analisis en el extracto de propéleos, debido a que a ambos grupos de sustancias se
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les atribuyen propiedades medicinales (Gregory et al., 2002, Ramos and Miranda, 2007; Pillai et al.,
2010; Barroso et al., 2012; Rodriguez et al., 2012). La cantidad de fenoles totales encontrado en el
extracto de propéleos fue de 449,83 + 10,55 ygAG/mL que equivale a 2,249 + 0,034 miligramos
equivalentes de Acido Galico por gramo de propéleos (mgAG/gprop) ¥ de compuestos flavonoides
76,362 + 4,686 pgQ/mL, equivalente a 0,382 + 0,023 miligramos equivalentes de quercetina por
gramo de propoleos (mgQ/g,op); estos valores no son comparables con resultados obtenidos por
otros investigadores que han trabajado con propdleos colectados en diversas regiones del pais, ni
en otros paises, debido a que en todos ellos los extractos obtenidos son de naturaleza alcohdélica y
han realizado modificaciones a las técnicas analiticas (Palomino, 2009; Rodriguez et al., 2012). Sin
embargo, debe mencionarse que las concentraciones de fenoles y flavonoides obtenidas son
menores que las reportadas en los extractos alcohdlicos. Lo mencionado, destaca la necesidad de
establecer una normatividad que permita homogenizar los ensayos analiticos y los limites de calidad
para los prop6leos con el fin de obtener resultados entre grupos de investigacion que sean

comparables y mas alla de eso, garantizar un producto comercial debidamente estandarizado.

El ensayo de citotoxicidad reveld que extractos acuosos de propoéleos de concentracién igual o menor
al 20% v/v se pueden trabajar de manera segura en la linea celular de fibroblastos L929 segun la
norma ISO 10993-5. No obstante es importante reconocer que al tratarse de un ensayo in vitro, este
valor puede variar si se utilizan otros tipos de lineas celulares (Millan, 2014). Los resultados
obtenidos en el ensayo de citotoxicidad, se suman a la cada vez méas abundante informacién
reportada por otros grupos de investigacion que han querido abordar este tema pero enfocandose
hacia extractos alcohdlicos (Frozza et al., 2013; Pardo et al., 2015); por eso, son importantes. El
contenido de fenoles y flavonoides obtenido en el extracto acuoso de propéleos es inferior al
reportado por otros grupos de investigacion (Cottica, 2015); sin embargo, se debe resaltar que los
métodos de extraccion fueron diferentes y como se menciond, éstos son determinantes para la
elaboracioén del extracto. Para poder determinar cual metodologia es mas eficiente deberia utilizarse
la misma muestra de propdéleos, debido a la alta variabilidad en composicion que este producto puede
tener con respecto a su regidn de origen, en estudios comparativos cabeza a cabeza de los métodos

que se quieran comparar.

En éste trabajo se demostr6 que la liberacion de los fenoles y compuestos flavonoides asociados al
soporte de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno describe un comportamiento
exponencial, el cual contrasta con el perfil de liberacion de tipo logaritmico, resultados del grupo

obtenidos al evaluar la liberacion de extractos de flor de caléndula (Calendula officinalis)
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impregnados en el mismo tipo de soportes (Jiménez, 2012; Flérez, 2015). Esto posiblemente indica
que los procesos de difusibn a través del colageno, asi como la adsorcién-desorcion de los
metabolitos en las microesferas, no son similares. Lo cual, puede obedecer a que los fenoles y
flavonoides extraidos por diferentes solventes poseen diferencias en su polaridad lo cual modificaria

las interacciones electrostaticas con el soporte.

La liberacién de los metabolitos del extracto de propéleos asociado a los soportes de colageno con
microparticulas de gelatina-coladgeno se realizé de una manera controlada y progresiva durante los
5 dias del ensayo. Aunque no se hizo un estudio con una ventana de tiempo mas amplia, por el
comportamiento de la pendiente positiva que puede percibirse en las graficas obtenidas para fenoles
totales y compuestos flavonoides es de suponer que dicho comportamiento se podria seguir
prolongando durante mas tiempo; estos resultados permiten corroboran la eficacia de los soportes
desarrollados por el grupo de investigacibn como sistemas de liberacién controlada (Jiménez, 2012;
Flérez, 2015).

El extracto de propéleos demostroé tener la capacidad de modular en cierta medida el estrés oxidativo
bajo las metodologias de FRAP y ORAC, resultados que son concordantes con aquellos obtenidos
con proplleos de otras regiones (Palomino, 2009). Los resultados obtenidos con estas dos
metodologias no son comparables, porque la actividad antioxidante es detectada mediante
mecanismos diferentes; mientras que en el primero se describe transferencia de electrones, en el
segundo existe transferencia de protones (Naranjo et al., 2011; Rojano et al., 2011); sin embargo,
son complementarios en virtud de que las moléculas activas detectadas ejercen un efecto
antioxidante diferente (MacDonald-Wicks et al., 2006).

En contexto de la beca de intercambio académico del gobierno de Canadé “Futuros Lideres de la
Américas” se presenté la oportunidad de trabajar en el Laboratorio de Biomateriales y Bioingenieria
de la Universidad Laval en Quebec (Canada), dirigido por el profesor Diego Mantovani. Con el
objetivo de desarrollar un trabajo relacionado con el tema de la presente tesis de maestria se decidié
trabajar con pululano y dextrano, dos polisacaridos que al entrecruzarse forman una estructura
tridimensional de tipo hidrogel que sirve como soporte, que ha sido estudiado por dicho grupo de
investigacion y con el cual se han llevado a cabo estudios de cultivo, proliferacion celular e
incorporacién de factores de crecimiento (Autissier et al., 2007; Lavergner et al. 2012; Purnama et
al. 2013). Para poder comparar las caracteristicas que este material posee con respecto a las

exhibidas por los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno, se les asoci6
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el extracto de propéleos al 20% v/v y se realizd un ensayo de liberacion de fenoles totales y
compuestos flavonoides similar al desarrollado con los soportes de colageno. Los resultados
obtenidos mostraron que la liberacion de los metabolitos del extracto de propéleos al 20% v/v en los
soportes de pululano-dextrano ocurre de manera inmediata, lo cual indica que estos soportes no
liberan controladamente los compuestos con que se impregnan. Este fendmeno puede atribuirse a
las caracteristicas estructurales del soporte en cuanto a la presencia de abundante porosidad y gran
tamafio de los poros, lo cual facilita la difusidbn de los metabolitos ignorando las atracciones
electrostaticas que puedan generarse entre estos y los numerosos grupos hidroxilo que poseen el
pululano y el dextrano. También se observé con base en los perfil de liberacion, que los soportes de
colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno poseen una mayor capacidad de
incorporacién de extracto que la mostrada por los soportes de pululano-dextrano; sin embargo, es
de notar que variaciones en el proceso de produccién de estos hidrogeles pueden resultar en la
modificacion del tamafio de poro, la porosidad y la densidad de este material, con lo cual algunas de
sus caracteristicas fisicoquimicas podrian modificarse incluida la capacidad de absorcion de
extractos. Finalmente se encontrd que las propiedades mecéanicas de ambos soportes son muy
diferentes pues el elaborado con la mezcla pululano-dextrano es fragil y se rompe con facilidad ante
pequefas tensiones, mientras que los soportes de colageno tipo | son mucho mas resistentes. Esta
caracteristica es especialmente importante ya que en la practica los soportes que puedan utilizarse
como sustitutos deben demostrar ser capaces de resistir los esfuerzos mecanicos producidos

durante su aplicacion y durante el tiempo de permanencia en el sitio colocado.

La capacidad antibi6tica de los extractos de propéleos se ha descrito extensamente, encontrandose
actividad sobre bacterias, hongos y virus (Marcucci, 1995; Koru et al., 2007; Ramos and Miranda,
2007; Moreira et al., 2008; Kalogeropoulos et al., 2009; Rodriguez et al., 2012; Angel, 2012; Wilson
etal., 2015), en este trabajo no se abordd este topico, sin embargo, con el objetivo de complementar
esta tesis se recomienda realizar estudios sobre este parametro ya que potencialmente representa
un efecto terapéutico que favorezca el proceso de sanacién de heridas. Con el fin de complementar
la informacion recolectada en este trabajo, se considera necesario realizar ensayos in vivo con este
producto con la finalidad de conocer su funcionamiento en sistemas biol6gicos y su comportamiento

en situaciones que se acerquen mas a los que se encuentran en la practica terapéutica.
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6. Conclusiones y recomendaciones

6.1. Conclusiones

* El extracto acuoso de propoéleos al 20% v/v in vitro no es citotoxico en lineas celulares de
fibroblastos L929 y 3T3.

* El extracto acuoso de propéleos al 20% v/v posee actividad antioxidante bajo las
metodologias ORAC y FRAP.

* Los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-coladgeno permiten liberar de
manera controlada los metabolitos secundarios del extracto acuoso de propéleos al 20% v/v

asociado a ellos.

* Los soportes elaborados de pululano-dextrano no poseen la capacidad de liberar de manera

controlada los metabolitos del extracto acuoso de propéleos al 20% v/v.
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6.2.

Recomendaciones

Optimizar los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno para su

asociacién con extractos acuosos de propoéleos.

Evaluar la actividad antibacteriana y antifingica de los soportes de colageno tipo | con

microparticulas de gelatina-colageno con asociacion de extractos acuosos de propéleos.

Evaluar el desempefio de los soportes de colageno tipo | con micropéarticulas de colageno-

gelatina con asociacion de extractos acuosos de propéleos en un modelo in vivo.
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A. Anexo: Descripcion del Municipio de

Gigante en el departamento del Huila

El municipio de Gigante se encuentra en la parte centro-oriental del territorio huilense sobre la troncal
del Magdalena, entre el cerro Matambo (en el margen izquierdo del rio Magdalena) y la Cordillera
Oriental. Posee una superficie de 626 Km? equivalente al 3,2% de la superficie del Departamento de
los cuales 4 Km? pertenecen al &rea urbana y 662 Km? al area rural y se encuentra a una altitud de
860 metros sobre el nivel de mar; se encuentra sobre las coordenadas geograficas de Latitud norte
de 2°23'23"" y Longitud de 75° 33" al Oeste del Meridiano de Greenwich. La temperatura media es
de 24 °C encontrandose varios pisos térmicos: calido, medio, frio y paramo. El Municipio limita al
norte con el municipio de Hobo y Algeciras; al sur con el Municipio de Garzén; al oriente con el
municipio de Algeciras y el Departamento del Caqueta y al occidente limita con los Municipios de El
Agrado, Paicol, Tesalia y Yaguarad. Se encuentra ubicado a 84 Km de Neiva, capital del

Departamento del Huila (Gigante Huila; Gobernacién Gigante Huila).

En cuanto a la ecologia, el municipio colinda con el Paramo de Miraflores ubicado en el extremo sur
de la cordillera Oriental entre los 3300 y 3470 metros sobre el nivel del mar ocupando una extension
de 2903 hectareas (ha) cubiertos por bosque natural, bosque secundario, restrojo, matorral de
paramo, pajonales y bosque achaparrado. Dentro del componente bibtico de la zona se encuentran
especies vegetales como Gaiandendron punctatum'y Tibouchina grossa, ademas de elementos de
los géneros Weinmannia, llex, Espeletia, Vaccinium, Miconia, Diplostephium fernandez-alonsoi,

Gynoxys littlei, Ficus insipida, Prescottia stachyodesy Aulonemia trianae (Paramo de Miraflores).

El sector agropecuario constituye el 70% de la economia de la region dedicAndose 3700 ha para el
cultivo de café, 1500 ha para cultivos transitorios (p.e. cereales, tubérculos, hortalizas) y 3644 ha
para cultivos permanentes y semipermanentes (p.e. cacao, platano); adicionalmente se estima que

22515 ha del municipio se utilizan como pastos para ganado (Gobernacion Gigante Huila).
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Figura A-1. Mapa geografico y politico del municipio de Gigante en el Departamento del Huila. Tomado y modificado
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