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RESUMEN

Introduccion: Los derivados del propoleo poseen propiedades antimicrobianas
importantes y presentan un potencial uso para la prevencion y tratamiento de la caries
dental.

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana de un extracto etandlico de propoleo
peruano frente a Streptococcus mutans.

Métodos: Se obtuvo el extracto etandlico de propdleo por maceracion en alcohol al 70
% durante 15 dias. El extracto etandlico de propodleo fue diluido con agua destilada para
obtener concentraciones de 75 %, 50 % y 25 %. La actividad antibacteriana se evalud
mediante la prueba de difusién en disco sobre medio agar cerebro-corazon inoculado
con S. mutans ATCC® 25175™, se empled clorhexidina (CHX) al 0,12 % como control. Las
placas de Petri fueron incubadas por 48 horas a 37 °C en condiciones de microaerofilia.
Posteriormente se realizd la medicion de los halos de inhibicion con un compas Vernier.

Resultados: Todas las concentraciones del extracto etanolico de propéleo presentaron
actividad antibacteriana frente al S. mutans (25 % = 17,582 + 2,578 mm; 50 % = 16,906
+ 1,892 mm; 75 % = 16,881 + 2,013 mm; 100 % = 17,201 + 1,305 mm). Sin embargo,
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fueron menores que la CHX al 0,12 % (24,543 + 2,486 mm) (p < 0,05). Segun la escala de
Duraffourd, S. mutans fue sensible (+) y muy sensible (++) para todas las
concentraciones del extracto etanolico de propoéleo, mientras que para CHX al 0,12 %
fue sumamente sensible (+++) (p < 0,05).

Conclusiones: El extracto etanodlico de propdleo peruano presenta actividad
antibacteriana significativa considerada como sensible y muy sensible frente a S.
mutans.

Palabras clave: agente antibacteriano; propéleo; Streptococcus mutans; terpenos.

ABSTRACT

Introduction: Due to their important antimicrobial properties, propolis by-products are
potentially useful for the prevention and treatment of dental caries.

Objective: Evaluate the antibacterial activity of a Peruvian propolis ethanolic extract
against Streptococcus mutans.

Methods: The propolis ethanolic extract was obtained by maceration in 70% alcohol for
15 days. The extract was diluted in distilled water to obtain concentrations of 75%, 50%
and 25%. Antibacterial activity was evaluated by the disk diffusion test in brain heart
agar medium inoculated with S. mutans ATCC® 25175™. Chlorhexidine (CHX) 0.12% was
used as control. The Petri plates were incubated for 48 hours at 37°C in microaerophilic
conditions. The inhibition haloes were then measured with a Vernier caliper.

Results: All the concentrations of the propolis ethanolic extract displayed antibacterial
activity against S. mutans: 25% = 17.582 + 2.578 mm; 50% = 16.906 + 1.892 mm; 75% =
16.881 + 2.013 mm; 100% = 17.201 + 1.305 mm. However, values were lower than those
of 0.12% CHX: 24.543 + 2.486 mm (p < 0.05). According to the Duraffourd scale, S.
mutans was sensitive (+) and very sensitive (++) to all propolis ethanolic extract
concentrations, and highly sensitive to 0.12% chlorhexidine (+++) (p < 0.05).

Conclusions: The Peruvian propolis ethanolic extract displays significant antibacterial
activity against S. mutans. Such activity was evaluated as sensitive and very sensitive.
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Introduccién

Se ha reconocido la caries dental como la principal enfermedad estomatoldgica. La
caries supone la pérdida de los tejidos del diente ocasionada por un desequilibrio de
algunas bacterias contenidas en la flora oral, las cuales, frente a dietas altas en
carbohidratos, tienen el potencial de producir acidos con la capacidad de desmineralizar
la superficie de los dientes.(") Streptococcus mutans es el principal agente bacteriano
relacionado con la formacion de la caries dental. Se trata de un coco gram-positivo y
anaerobio facultativo que, como resultado del metabolismo del az(car produce acidos
organicos que penetran la superficie del esmalte, donde se disocian y promueven la
desmineralizacion de los tejidos. %3

Se han propuesto diversas estrategias para la prevencion de la formacion de la caries
dental, como el consumo de agua fluorada, el uso de productos que contienen xilitol,
el uso de colutorios antibacterianos como la clorhexidina, reducir el consumo de
alimentos azucarados o con alto contenido de carbohidratos, aunque la principal
estrategia siempre sera una adecuada higiene oral. “>)

Diversas investigaciones han propuesto el uso de agentes naturales con el objetivo de
prevenir la formacion de la caries dental, principalmente enfocados en el control del
desarrollo de las bacterias precursoras de la caries. (7

El Perl es un pais con una gran biodiversidad de recursos naturales, recientemente se
ha incrementado el interés por el estudio de las propiedades del propdleo, que es una
sustancia resinosa procesada por las abejas, principalmente por la especie Apis
mellifera. El propoleo esta formado por productos obtenidos de los brotes de plantas,
flores y arbustos. Su funcion es la proteccion de las colmenas, ya que las abejas lo
utilizan para reparar y proteger los accesos a aquella y prevenir el ingreso de
insectos.®? Se caracteriza por ser una resina espesa y su color puede variar desde el
amarillo, verde oscuro, pardo, rojo y hasta negro; es aromatico, con un sabor amargo y
su consistencia puede ser liquida a temperaturas entre 60-70 °C.(1%'") Esta constituido
principalmente por resinas, ceras, polen, aceites esenciales y otros residuos
organicos.('%12) Las propiedades que se le atribuyen al propoleo corresponden a sus
principales constituyentes quimicos, al respecto se han reportado mas de 300
constituyentes en diversas muestras de distintos origenes geograficos.(11,13:14,15,16)

Debido a las propiedades de sus constituyentes, el propoleo ha sido empleado incluso
en el area de la salud, utilizandolo como anestésico local, bactericida vy
bacteriostatico.® Este empleo no ha sido ajeno al campo de la odontologia, donde el
propdleo también ha sido utilizado como bacteriostatico, antimicrobiano, antifingico,
anestésico y cicatrizante de los tejidos orales.® Las investigaciones previas realizadas
en el Per( para conocer el efecto del propdleo frente a S. mutans han utilizado el
extracto etanodlico derivado del propoleo puro o en diluciones proveniente de diversas
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regiones. Becerra y otros!"” evaluaron las propiedades antibacterianas del extracto
etandlico de propdleo (EEP) procedente de Santiago de Chuco frente a S. mutans, sus
resultados mostraron que este producto produjo halos de inhibicion de entre 18,2 + 1,8
mm a 26,4 + 2,6 mm. Mayta-Tovalino y Sacsaquispe-Contreras'® evaluaron un EEP
proveniente de Oxapampa en concentraciones del 10 % y el 30%, ambas concentraciones
fueron efectivas para inhibir el crecimiento de una cepa de S. mutans, mostrando
resultados comparables con la clorhexidina al 0,12 % (CHX). Eguizdbal y Moroni(*®)
evaluaron la actividad antibacteriana de un EEP proveniente de la region de Oxapampa,
en concentraciones del 0,8 %, 20 % y 30 % frente a S. mutans, sus resultados demostraron
que todas las concentraciones fueron efectivas para inhibir el crecimiento de S. mutans.

A partir del examen de lo anterior, se establecié como objetivo del estudio evaluar la
actividad antibacteriana de un extracto etandlico de propdleo peruano frente a
Streptococcus mutans.

Métodos

Disefo del estudio y aspectos éticos

El presente estudio fue una investigacion experimental in vitro, en la que se empled
una muestra de propoleo peruano. Este estudio fue inscrito en la Unidad de Investigacion
de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Privada de Tacha y, al tratarse
de una investigacion in vitro, fue exonerado por el Comité de Etica de la Universidad.
Para el calculo de las repeticiones empleadas en el ensayo microbioldgico se utilizo el
programa Epidat 4.2 basado en los promedios obtenidos de estudios previos.

Obtencidén del extracto etandlico del propéleo

Se recolectaron 200 g de propoleo obtenido de apicultores de la localidad altoandina de
Ticaco, perteneciente a la provincia de Tarata, de la region Tacna (Perud), en las
coordenadas 7°26'55"S 70°02'47"0. Inmediatamente, se retiraron restos de astillas de
madera, partes de las abejas, hojas u otros componentes. La muestra final fue 150 g,
los que fueron almacenados en frascos estériles bajo refrigeracion hasta el momento de
SU uso.

Para la obtencion del extracto etandlico, el propoleo recolectado se corté en trozos
pequenos que fueron procesados hasta obtener un polvo fino. Se colocaron 100 g del
polvo de propoleo en un frasco de vidrio ambar estéril y se le agregdé 500 ml de alcohol
al 70 %, el frasco se coloco en una estufa a 37 °C por 15 dias, el frasco fue agitado tres
veces por dia. Con posterioridad, el sobrenadante se filtré con papel Wathman N° 42 y
N° 4. El EEP fue colocado en un vaso de precipitado en una estufa a 50 °C por cuatro
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dias para eliminar el disolvente, con lo que se obtuvo un producto cristalino ambar, que
fue removido con una espatula metalica y homogenizado en un mortero de porcelana.
Para la obtencion del EEP puro, se disolvio 3,5 g del polvo fino de propdleo con 25 ml
de alcohol al 70 %. Finalmente, se colocé 7,5 ml; 5 mly 2,5 ml de agua destilada en
distintos frascos ambar donde se anadi6 2,5 ml; 5 mly 7,5 ml del EEP puro, para obtener
las concentraciones de 25 %, 50 %y 75 %, respectivamente.

Cultivo de la cepa bacteriana

Se empleo6 una cepa estandarizada de S. mutans ATCC® 25175™ que fue reactivada en
agar cerebro-corazon (BHA) por 24 horas a 37 °C en una jarra de anaerobiosis,
empleando el sistema Gaspak”EZ Campy Container System, para generar un ambiente
de microaerofilia. Luego, con un asa bacterioldgica se transfirieron cinco colonias de S.
mutans a un tubo que contenia 5 ml de caldo de cerebro-corazén (BHI) y fue incubado
por cuatro horas hasta alcanzar el mayor crecimiento logaritmico bacteriano. Cumplido
ese tiempo el tubo con BHI que contenia la suspension bacteriana fue ajustado a un
nivel de turbidez de 0,5 de la escala estandar de McFarland, lo que corresponde a 1,5 x
108 UFC/ml.

Prueba de sensibilidad bacteriana

Se empled el método de difusidon de disco en agar. Para ello se utilizaron 12 placas con
BHA que fueron sembradas con un hisopo estéril, embebido con el inéculo de S. mutans
contenido en el tubo con BHI ajustado a la escala 0,5 de McFarland. Ocho placas fueron
utilizadas para colocar cuatro discos de papel Wathman N° 3 estériles de 5 mm de
diametro cargados con 10 pl de las concentraciones del EEP. En las cuatro placas
restantes se colocaron discos embebidos con clorhexidina (CHX) al 0,12 % y agua
destilada, que sirvieron como control positivo y negativo, respectivamente. Las placas
fueron colocadas en una jarra de anaerobiosis con un sobre del sistema Gaspak™ EZ
Campy Container System para generar un ambiente de microaerofilia y fueron incubadas
por 48 horas a 37 °C. Para la medicion de los halos de inhibicion se usé un compas
Vernier digital (Ubermann®, Chile) y los datos fueron anotados en una ficha de registro.

Analisis de los datos

Para el analisis estadistico se empled el programa SPSS para Mac OS en su version 23.0
(SPSS Inc., Chigago IL, EE. UU.). Los datos fueron analizados con la prueba de Shapiro-
Wilk para verificar el comportamiento de la distribucion. Para identificar la existencia
de diferencias entre los grupos se eligio la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
Ademas, los datos fueron interpretados bajo los criterios de Duraffourd y otros,?
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empleando la prueba de chi cuadrado de Pearson. Se adopt6 un nivel de significancia
de 5 % para todas las pruebas.

Resultados

En la tabla 1 se observan los valores promedios y sus desviaciones estandar de los halos
de inhibicion producidos por las concentraciones del EEP frente a S. mutans. El EEP al
25 % presentd una actividad antibacteriana con halos de inhibicion de 17,582 mm (&
2,578), este resultado no representd una diferencia estadisticamente significativa en
comparacion a las otras concentraciones de EEP al 50 %, 75 % y 100 % (p > 0,05). Por
otro lado, la CHX al 0,12 % fue mas efectiva que todas las concentraciones de EEP (p <
0,05), generando halos de inhibicion de 24,543 mm (+ 2,486).

Tabla 1 - Actividad antibacteriana de las concentraciones de extracto etanélico de propoleo
frente a S. mutans (valores en mm)

Grupos n Media* DE Valor minimo | Valor maximo
EEP 25 % 08 | 17,5822 | 2,578 11,62 19,76
EEP 50 % 08 | 16,906 | 1,892 14,34 20,41
EEP 75 % 08 | 16,8812 | 2,013 14,49 20,42
EEP 100 % 08 | 17,2012 | 1,305 15,48 19,55
CHX0,12% | 08 | 24,543> | 2,486 21,25 28,18

*Valores con letras diferentes denotan diferencias significativas entre ellos. |
Prueba de Kruskal-Wallis (p < 0,05). | DE: desviacion estandar.

Para identificar el grado de sensibilidad de las distintas concentraciones del EEP frente
a S. mutans se utilizo la escala de Duraffourd y otros.?9 Todas las concentraciones del
EEP fueron sensibles (+) y muy sensibles (++); sin embargo, la CHX al 0,12 % fue
sumamente sensible (+++). La diferencia de los grados de sensibilidad entre los grupos
fue estadisticamente significativa (p < 0,05) (Tabla 2).

Tabla 2 - Grado de sensibilidad del S. mutans a las diferentes concentraciones del EEP

Sensibilidad

Grupos Nula (-) | Sensible (+) | Muy sensible (++) | Sumamente sensible (+++) Valor p*
EEP 25 % 0 (0,0 %) 1(12,5 %) 7 (87,5 %) 0 (0,0 %)

EEP 50 % 0 (0,0 %) 2 (25,5 %) 5 (62,5 %) 1(12,5 %)

EEP 75 % 0 (0,0 %) 2 (25,5 %) 5 (62,5 %) 1(12,5%) 0,000
EEP 100 % 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 8 (100,0 %) 0 (0,0 %)

CHX0,12% | 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 8 (100,0 %)

*La comparacion por medio de la prueba de chi cuadrado de Pearson mostro diferencias significativas entre los grupos.
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Discusion

Los productos naturales, como los derivados de plantas medicinales o de sus
constituyentes, han sido ampliamente empleados por sus importantes propiedades
antibacterianas. Al respecto, en la literatura se reporta una gran variedad en la
composicion quimica de propoleos provenientes de diferentes regiones.(1%:15.16) Estas
diferencias pueden estar relacionadas con factores como la region de donde proviene la
cosecha del propdleo, las condiciones climaticas, la flora y el método de analisis.

Devequi-Nunes y otros?") identificaron que muestras de extractos etanolicos de diversos
tipos de propdleos de diferentes regiones de Brasil presentan importantes propiedades
antibacterianas frente a Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli. Se ha reportado una
importante actividad antibacteriana del EEP frente a diversos microorganismos,
incluidos aquellos de importancia en el campo de la odontologia. Tomando en
consideracion estos antecedentes, en este estudio se investigd la actividad
antibacteriana in vitro del EEP frente a S. mutans. Los resultados mostraron que el EPP
fue efectivo para inhibir el crecimiento de S. mutans a través de un ensayo de difusion
de disco en agar. Se emplearon discos de papel cargados con 10 pl del EEP que contenian
8,35 pg de propoleo. Todas las concentraciones estudiadas demostraron poseer
actividad antibacteriana frente a esta cepa, mostrando halos de inhibicion similares; sin
embargo, la CHX al 0,12 % fue mas efectiva para inhibir el crecimiento del S. mutans.
Barrientos y otros??) estudiaron la actividad antibacteriana y la concentracion minima
inhibitoria del EEP chileno por el método de microdilucion frente a una cepa de S.
mutans, demostrando un espectro de accion amplio desde 0,9 a 8,22 pg/ml. Por otro
lado, Mayta-Tovalino y Sacsaquispe-Contreras'® evaluaron un EEP peruano en
concentraciones del 10 % y el 30 %, los halos de inhibicion fueron similares para ambas
concentraciones (EEP 10 %: media 11,47 + 0,57 mm y EEP 30%: media 11,57 + 0,97 mm),
una y otra mostraron resultados similares a los registrados para la CHX al 0,12 % (11,77
mm).

Becerra y otros('”) evaluaron el efecto antibacteriano de EEP de propdleo procedente
de Santiago de Chuco (Per() recolectado en verano y otofo frente a S. mutans. Sus
resultados indicaron que la muestra recolectada en otofio fue mas efectiva para inhibir
el crecimiento del S. mutans (26,4 + 2,6 mm) que la recolectada en verano (18,2 + 1,8
mm). Eguizdbal y Moroni*) estudiaron la actividad antibacteriana de un EEP de la region
de Oxapampa (Peru) en concentraciones del 0,8, %, 20 % y 30 % frente a S. mutans, sus
resultados reportaron una tendencia de inhibicion inversamente proporcional a su
concentracion, con lo cual concluyeron que el EEP fue efectivo para la inhibicion del
crecimiento del S. mutans. El EEP al 0,8% presentd un promedio de halos de inhibicion
de 13,56 + 3,04 mm, estos resultados fueron mayores incluso que los registrados para la
CHX al 0,12 % (11,72 + 1,50 mm).

Recientemente, Cayo y Cervantes?® investigaron la actividad antibacteriana de un EEP
peruano frente a S. mutans, lo que demostro una concentracién del 20 % produjo halos
de inhibicion de 8,36 mm a las 24 horas, aunque estos resultados fueron menores que
los registrados para CHX al 0,12 % (10,64 mm). Es necesario aclarar que en este estudio

Q) ev-ne | Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




€CIiMED

7 oromamanwons  REViSta Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2021;40(3):e1121

se empled un método de medicion de los halos y no se considerd el disco de papel. Una
muestra de EEP procedente de la India fue analizado por Airen y otros,® e indicaron
que concentraciones del 5 % y del 20 % fueron efectivas para inhibir el crecimiento de
S. mutans a partir del empleo de la técnica de difusién en placa.

En relacion a las propiedades antibacterianas de los extractos etanolicos de propoleo,
se sabe que estan relacionados con el potencial de desestabilizar la integridad de la
membrana al disminuir las fuerzas intermoleculares de la estructura de la bicapa de
fosfolipidos de la bacteria y, ademas, disminuye la sintesis de la adesina trifosfato en
las bacterias. @4

Duarte y otros?® describieron que las propiedades como la disminucion de la tolerancia
de los microorganismos a pH bajos y la limitacion de la formacion de biofilm sobre el
sustrato dentario, son debidas a sus componentes como el acido oléico, linoléico y
estearico, que son capaces de inhibir la actividad de la enzima glucosiltransferasa (GTF)
que es la precursora de la adhesion del S. mutans a la superficie dentaria. Park y otros(26)
identificaron que el EEP de diversas zonas de Brasil presenta la capacidad de inhibir la
GTF de estreptococos del grupo mutans. Resultados similares fueron descritos por Koo
y otros,?”) indicando que constituyentes como la apigenina y los flavonoles tienen la
capacidad de inhibir la actividad de la GTF.

El EEP es una mezcla de componentes quimicos y, por lo tanto, es dificil atribuir sus
propiedades bioldgicas a uno de ellos. Existen diversas metodologias que permiten
fraccionar y extraer por medio de disolventes organicos los constituyentes de productos
naturales. Por esta razon, es necesario realizar ensayos mas especificos que permitan
la identificacion cuantitativa de sus constituyentes, como técnicas de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas o cromatografia liquida de alta eficacia.

El propdleo ha sido empleado para el tratamiento de muchas enfermedades en la
medicina tradicional. Considerando su actividad frente a S. mutans, puede ser empleado
como un constituyente potencial para mayores estudios, con el objetivo de desarrollar
nuevas estrategias para el control de la caries y, ademas, comprender completamente
su bioactividad, ya que el efecto del EEP sobre S. mutans puede ser debido a un
sinergismo entre sus componentes.

Como conclusidn, todas las concentraciones del EEP proveniente de la zona altoandina
del sur del Peru demostraron actividad antibacteriana significativa, considerada como
sensible y muy sensible frente a S. mutans, aunque los resultados fueron menores que
los registrados para la CHX al 0,12 %.
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