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Resumen

Introduccioén: La caries dental es un proceso o enfermedad dinamica crénica, que
ocurre en la estructura dentaria en contacto con los depdsitos microbianos entre
los cuales se encuentran principalmente los de Strepfococcus mutans y que,
debido al desequilibrio entre la sustancia dental y el fluido de placa circundante, da
como resultado una pérdida de mineral de la superficie dental, cuyo signo es la
destruccion localizada de tejidos duros. Recientemente, varios estudios han
sugerido la eficacia de los productos naturales, como lo es el propéleo, contra
diversos microorganismos patogenos. El propdleo es una resina, de composicion
compleja, que utilizan las abejas para la construccion, reparacion y proteccion de
la colmena. Se ha usado desde la antigiedad con- diversas finalidades,
actualmente se investiga su aplicacion en la industria farmacéutica y alimentaria
por sus valiosas cualidades. Objetivo: Determinar a qué concentracion el extracto
etandlico de propdleo produce mayores halos de inhibicion, ante Streptococcus
mutans. Material y métodos: Estudio experimental in- vitro. El estudio se realizd
en cajas Petri con agar TYS20B, inoculadas con Streptococcus mutans, el total de
la muestra fue de 10 cajas Petri, previo al cultivo se colocaron sensidiscos
impregnados de los 3 extractos a sus diferentes concentraciones asi como un
control positivo y uno negativo, posteriormente se registro la medida de los halos
de inhibicion generados. Se utiliz6 para el analisis estadisticos la prueba
Kolmogorov-Smirnov la cual determiné una distribucion normal, posteriormente los
datos se sometieron a la prueba ANOVA y Tukey. Resultados: Se demostro la
actividad . antibacteriana del extracto de propdleo en sus diferentes
concentraciones, obteniendo una diferencia estadisticamente significativa del
extracto de propdleo al 10% y 30% en comparacion al extracto de propoleo al 7%.
Conclusiones: El extracto de propodleo a sus diferentes concentraciones demostro
una actividad antibacteriana en presencia de Streptococcus mutans.

(Palabras clave: Propdleo, Streptococcus mutans, caries, halo inhibicidn,
actividad antibacteriana)



Summary

Introduction: Dental caries is a chronic dynamic process or disease, which occurs
in the dental structure in contact with microbial deposits, among which are mainly
those of Streptococcus mutans and which, due to the imbalance between the
dental substance and the plaque fluid the surrounding area results in a loss of
mineral from the tooth surface, the sign of which is localized destruction of hard
tissues. Recently, several studies have suggested the efficacy of natural products,
such as propolis, against various pathogenic microorganisms. Propolis is a resin,
with a complex composition, used by bees for the construction, repair and
protection of the hive. It has been used since ancient times for various purposes,
its application in the pharmaceutical and food industry is currently being
investigated for its valuable qualities. Objective: To determine at what
concentration the ethanolic extract of propolis produces greater inhibition halos,
before Streptococcus mutans. Material and methods: In vitro experimental study.
The study was carried out in Petri dishes with TYS20B agar, inoculated with
Streptococcus mutans, the total sample was 10 Petri dishes, prior to the culture,
sensidisks impregnated with the 3 extracts at their different concentrations as well
as a positive and a negative control Subsequently, the measurement of the
inhibition halos generated was recorded. The Kolmogorov-Smirnov test was used
for statistical analysis, which determined a normal distribution, later the data were
subjected to the ANOVA and Tukey test. Obtaining as a statistically significant
difference p <0.0001. Results: The antibacterial activity of the propolis extract was
demonstrated in its different concentrations, obtaining a statistically significant
difference between the 10% and 30% propolis extract compared to the 7% propolis
extract. Conclusions: The propolis extract at its different concentrations
demonstrated antibacterial activity in the presence of Streptococcus mutans.

(Key words: Propolis, Streptococcus mutans, caries, halo inhibition, antibacterial

activity)
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l. Introduccion

Una mala salud bucal puede tener profundas repercusiones en la salud
general y en la calidad de vida. La mayoria de los trastornos de salud bucal son
prevenibles en gran medida y pueden tratarse en sus etapas iniciales. Dentro de
los principales trastornos de la salud bucodental, sigue siendo la caries dental, la

enfermedad con mayor prevalencia.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) nos indica que el porcentaje
de escolares que presentan procesos cariosos va de 60% a 90% en México.
Estudios realizados por la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria
de Salud revel6 que aproximadamente 10 millones de nifios entre los dos y cinco
afos padecen caries, lo que representa un grave problema de salud bucal desde
edades tempranas.

Es por ello por lo que enla actualidad se siguen buscando diversas
alternativas que complementen los esquemas preventivos para preservar y
mejorar la salud bucal, que sean de facil acceso para la poblacion y menos
dafiinas, como lo son las sustancias de origen natural. Se observo que el
propdleo, una sustancia producida por las abejas, a partir de las resinas de los
arboles, la cual es utilizada por las abejas para defensa de la colmena posee

propiedades antisépticas, antivirales, antinflamatorias, entre otras.

Desde la antigiedad, el propdleo se ha utilizado, de forma empirica, en la
curacion de diversas enfermedades, como lo es el tratamiento de caries e
infecciones del sistema respiratorio, por su actividad antiséptica y antibacteriana.
Los avances tecnoldgicos han permitido conocer mejor su composicioén y descubrir

nuevas utilidades en diferentes campos de la medicina.



Se encuentra comercializado en diversas presentaciones para consumo
humano como lo son comprimidos, capsulas, extractos, tinturas, jarabes, pastas
dentales, cremas, balsamos, jabones entre otros. Siendo los extractos los mas

utilizados.

Conocer el efecto antibacteriano del extracto etandlico de propdleo, y sus
concentraciones mas efectivas, va encaminado a la busqueda de opciones de facil
acceso aprovechando los recursos naturales existentes en nuestra region, para
nuestro entorno social mas vulnerable que no cuenta con las posibilidades de
recibir un esquema preventivo convencional con los productos existentes en el
mercado, comprobando asi la gran efectividad de productos vegetales como

agentes antimicrobianos en el medio odontoldgico.



II. Antecedentes

Ghisalberti (1979) afirmo que el propodleo tiene importantes propiedades
farmacolodgicas y puede usarse para una amplia gama de propdsitos como agente
antiinflamatorio e hipotensivo, estimulante del sistema inmunoldgico y agente

bacteriostatico y bactericida, entre muchos otros usos.

Ikeno et al. (1991) demostraron que el propdleo es particularmente eficaz
contra bacterias Gram positivas, como Staphylococcus aureus y bacterias Gram
negativas como Salmonella. De igual manera confirmaron la eficacia del propoleo
para inhibir la actividad de la enzima glicosiltransferasa de los circuitos de

Streptococcus mutans en estudios In vivo e In vitro.

Se ha demostrado que los efectos  antimicrobianos de algunos
compuestos presentes en el propéleo, como el sesquiterpeno tt-farnesol el cual
presenta un mayor efecto anti-Streptococcus mutans, con concentraciones
inhibitorias minimas (MIC) de 14-28 pg / ml y concentraciones bactericidas
minimas (MBC) de 56-112 g / ml (Koo et al. 2002).

Algunos estudios. llevados a cabo con pastas dentales y soluciones para
enjuagues bucales que contienen propdleo han mostrado actividades inhibitorias
sobre los patogenos orales (Kirbiyik 2004).

El propdleo se ha considerado un buen candidato para un adyuvante en el
tratamiento o prevencién de muchas enfermedades infecciosas. El propdleos es
relativamente no toxico y muestra una amplia gama de actividad antimicrobiana

contra una variedad de bacterias, hongos, parasitos y virus (Freitas et al. 2006).

La actividad biologica del propoleo se asocia frecuentemente con la
presencia de compuestos fendlicos, principalmente flavonoides (como flavona
(rutina, luteolina), iso-flavona (formononetina, daidzeina), dihidroflavonol

(pinobanksin, pi- nobanksin-3-acetato) entre otros. Demostraron que el propoleo
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puede reducir la colonizacién de microorganismos anaerobios facultativos como
Streptococcus mutans, actuando en la prevencion de la caries dental (Daugsch et
al. 2008).

Hendi et al. (2011) realizaron un estudio en el que concluyeron que el
extracto etandlico de propodleo fue el mas activo de todas los extractos que
estudiaron, mostrando una zona maxima de inhibicibn de 30 mm a la
concentracion del 30% y el valor de MIC fue de 640 pg / ml. Streptococecus aureus
fue el mas sensible al extracto de propdleo en comparacién a otras bacterias.

Ademas de una actividad antimicrobiana, también se ‘han demostrado
otras propiedades bioldgicas y farmacologicas para el propoleo, incluidas las
propiedades antiinflamatorias, antitumorales, citotdxicas, hepaticas protectoras,

antioxidantes, hematostimuladoras e inmunomoduladoras (Toreti et al. 2013).

Se ha comprobado que dichos compuestos son responsables de diversas
propiedades biolégicas del propoleo, incluido el efecto antiproliferativo de las
células cancerosas y potencial @ terapéutico contra anaerobios resistentes
encontrados en infecciones odontogénicas y enfermedades periodontales (Shabbir
etal. 2016).

Airen et al. (2018) llevaron a cabo un estudio para evaluar la eficacia del
extracto de propodleo contra Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus
mediante el método de difusion de pozos en agar. Se probaron dos tipos de
extractos, es decir, extractos etandlicos y de agua, a concentraciones de 5% vy
20%. Para corroborar los resultados, se utilizé un control positivo (clorhexidina al
0,2%) y un control negativo (agua destilada). Los resultados del estudio indicaron
qgue las concentraciones de extracto etandlico de propdleo fue mas eficaz para
inhibir el crecimiento de Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus. El
diametro medio de la zona de inhibicidn observada contra Streptococcus mutans

fue de 10,4 mm al 5% de concentracién y de 12,4 mm al 20% de concentracion.



Abbasi et al. (2018) realizaron un estudio revisando articulos publicados
sobre la eficacia del propoleo en area odontologica reportando con éxito su
eficacia para la cicatrizacion de heridas quirurgicas, prevencion de caries,
tratamiento de dentina por hipersensibilidad, tratamiento de ulceras aftosas, como
medio de almacenamiento para dientes avulsionados, solucidon de irrigacion del

conducto radicular y como enjuague bucal.

Przybytek et al. (2019) de igual manera realizaron un revision sistematica
sobre los ultimos informes cientificos en el campo de la actividad antibacteriana de
esta sustancia. Analizaron los resultados de los estudios sobre la influencia del
propdleo en mas de 600 cepas bacterianas. Concluyendo que el propéleo es un
importante producto antimicrobiano de las abejas, que actua tanto contra Gram
positivas como Bacterias Gram negativas, aerdbicas y anaerodbicas. La actividad

del propdleo depende de la composicion quimica y es diferente en cada pais.



lll. Fundamentacion tedrica

Actualmente la prevencion y el control de la caries dental incluyen
propuestas de tratamientos no invasivos que no se limitan a una sola técnica.
Ademas de los métodos tradicionales, como el seguimiento periddico, el cepillado
con dentifricos que contienen fluoruro, la aplicacién topica de fluoruros, la dieta
baja en sacarosa, la colocacion de selladores y el enjuague en el hogar con
soluciones que contienen fluor, en algunos casos se requiere buscar opciones

adicionales para un control mas efectivo (Duailibe et al. 2007).
Caries dental

Se define a la lesidn cariosa como un mecanismo dinamico de
desmineralizacion y remineralizacion como resultado del metabolismo microbiano
agregado sobre la superficie dentaria, en la cual, con eltiempo, puede resultar una
pérdida neta de mineral y es posible que posteriormente se forme una cavidad.
(Nunez y Bacallao 2010).

Aunque el microbioma dentro de-las lesiones de caries es notablemente
diverso, las bacterias acidogénicas como Streptococcus mutans, una bacteria
anaerobia facultativa Gram-positiva, son responsables de esta enfermedad
polimicrobiana. El Streptococcus mutans desempenfia el papel principal en la unién
inicial a la superficie del ‘diente y al ensamblaje de la biopelicula al producir
abundante glucano .insoluble, lo que en ultima instancia exacerba la virulencia

fisica y bioquimica de la placa dental (Simoén-Soro et al. 2015).

El paso mas importante para que se produzca la caries, es la adhesion
inicial del Streptococcus mutans a la superficie del diente. Esta adhesion esta
mediada por la interaccion entre una proteina del microorganismo y algunas de la
saliva que son absorbidas por el esmalte dental, y la capacidad de acumulacién en
la placa, proceso que ocurre cuando el Streptococcus mutans produce glucanos
solubles e insolubles utilizando las enzimas glucosiltransferasas, a partir de los
azucares de la dieta (Riverdn et al. 2006).



El Streptococcus mutans obtiene su energia de los alimentos ingeridos, su
flexibilidad genética le permite romper toda una amplia gama de hidratos de
carbono. Entre las sustancias que aprovecha figuran la glucosa, fructosa,
sacarosa, galactosa, maltosa, rafinosa, ribulosa, melibiosa e incluso el almidon. La
bacteria fermenta todos estos compuestos al disponer de un batallén de enzimas,
proteinas que rompen las moléculas de hidratos de carbono, y los convierte en
varios subproductos de su metabolismo, como el etanol o el acido lactico, todos
estos subproductos acidifican el medio bucal, lo que inhibe a las otras bacterias,
permitiendo al Streptococcus mutans mantener una posicion de claro dominio
(Kishi et al. 2009).

La inclinacion del hombre hacia el aprovechamiento de los productos
naturales se ha convertido, en la actualidad, en una opcidén insuperable para
satisfacer las carencias en nutrimentos, o para ser empleados en el tratamiento de

diversas enfermedades (Noriega et al. 2014).

Es comprensible que los investigadores estén interesados actualmente en
las perspectivas prometedoras que ofrecen las sustancias naturales como el
propoleo en alternativas para el control de la enfermedad de caries en términos de

respuesta antimicrobiana y menores riesgos asociados (Bozcuk et al. 2004).

Propdleo

La palabra propolis es un término complejo que tiene su origen en dos
palabras griegas antiguas: pro ("delante de", "en la entrada a" o “defensa”) y polis
("comunidad" o "ciudad") cuyo significado se interpreta como “defensa de la
ciudad”. Por lo tanto, en la apicultura, su significado se refiere a la proteccion de la
colmena (Toreti et al. 2013).

El propodleo se utilizé especialmente en la antiguedad, en Egipto, era muy
conocido por los sacerdotes que habian monopolizado la medicina, la quimica y el
arte de momificar cadaveres. El hecho de que el propdleo también era conocido
por los antiguos griegos se demuestra por el significado etimolégico de su nombre
(Lotfy 2006).



El propdleo es una sustancia resinosa recogida por las abejas obreras
(Apis mellifera) de la corteza de los arboles y las hojas de las plantas. Las abejas
utilizan este material enriquecido en secreciones salivales y enzimaticas como
material aislante de construccion en la colmena, asi como para mantenerla en

buen estado de salud (Hashemi 2016).

Tiene la caracteristica de ser una sustancia resinosa, balsamica, gomosa,
de consistencia viscosa y color verde pardo, castafio o incluso negro, con sabor
acre, frecuentemente amargo, un olor agradable y dulce. Su color y-composicion
dependen en gran medida de su origen botanico y del tipo de abeja que lo
produzca (Londofio Orozco et al. 2008).

Es un producto natural fascinante. Para la produccion del propdleo, las
abejas cosechan resinas de varias especies de plantas, las mezclan con sus
secreciones como cera o saliva y las llevan de regreso a la colonia donde las usan
para estrechar la entrada del nido para evitar invasores, el propoleo cubre las
paredes de su colmena, es sellante en los agujeros y grietas, funciona como base
para colocar nuevos peines y para‘'momificar' a los intrusos muertos demasiado
pesados para ser retirados de su nido. En general, el propoleos se considera un
producto clave para la inmunidad de la colonia de abejas (Papachristoforou et al.
2019).

Como producto natural de la colmena de abejas, los extractos de propdleo
se han utilizado tanto interna como externamente durante miles de afios como
agente curativo en la medicina tradicional. El propoleo muestra una composicion
quimica compleja. Sus propiedades biologicas, antibacterianas, antivirales,
antifungicas, entre otras actividades, han atraido el interés de los investigadores
(Hendi et al. 2011).

Esta compuesto principalmente de resina (50%), cera (30%), aceites
esenciales. (10%), polen (5%) y otros compuestos organicos (5%). Entre estos
compuestos organicos, podemos encontrar compuestos y ésteres fendlicos,

flavonoides en todas sus formas (flavonoles, flavonas, flavononas,



dihidroflavonoles y chalcones), terpenos, esteroides beta, aldehidos y alcoholes
aromaticos, sesquiterpenos y terpenos de estilbeno. Al igual que con la miel, su
composicién varia con diferentes factores, como la fuente de los exudados, el

clima y las condiciones ambientales (Viuda-Martos et al. 2008).

Se han encontrado especificamente en la composicion de los extractos de

propoleo:

e Doce flavonoides diferentes: pinocembrina, acacetina, crisina, rutina,
catequina, naringenina, galangina, luteolina, kaempferol, = apigenina,
miricetina y quercetina.

e Dos acidos fendlicos: acido cinamico y acido cafeico.

e Un derivado de estilbeno: resveratrol.

A dichos componentes se les atribuyen sus propiedades antibacterianas y
antifungicas (Lotfy 2006).

Los compuestos encontrados en propoleos afectan el crecimiento y la
actividad glucosiltransferasa del Streptococcus mutans. Se sabe que el propoleo
exhibe varias actividades biolégicas tales como propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias, anestésicas, citostaticas y cariostaticas. Se ha demostrado su
efecto antibacteriano tanto en Streptococcus orales aislados como en recuentos
bacterianos salivales.” ElI propodleo tiene un efecto sobre la membrana
citoplasmatica 'y tiene un efecto inhibidor sobre la motilidad bacteriana y la
actividad enzimatica. Descompone la pared celular bacteriana, el citoplasma vy
previene la divisidon celular bacteriana (Mohsin et al. 2015).

Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de sustancias polifendlicas de bajo peso
molecular obtenidos de la naturaleza, algunos de ellos son componentes del

propéleo y la miel los cuales han sido usados en algunos sistemas tradicionales



de la medicina para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Farhadi et al.
2019).

Los mecanismos antibacterianos propuestos de los flavonoides son
principalmente los siguientes: inhibicion de la sintesis de acido nucleico, alteracion
de la funcibn de la membrana citoplasmatica, inhibicion del metabolismo
energeético, reduccion de la union celular y formacion de biopeliculas, inhibicion de
la porina en la membrana celular, cambio de la permeabilidad de la membrana,
atenuacion de la patogenicidad dafio de la membrana citoplasmatica posiblemente
al generar peroxido de hidroégeno (Xie et al. 2014).

Acido fendlico

Los compuestos fendlicos se han asociado con una serie de propiedades
promotoras de la salud. Cowan (1999), Alves y Ferreira (2014) han informado

sobre la actividad antimicrobiana de acidos fendlicos y extractos ricos en fendles.

Aunque los estudios sobre los compuestos puros y su impacto en la
formacion de biopeliculas son relativamente escasos, se ha informado que

algunos acidos fendlicos, poseen cierta actividad antimicrobiana (Silva et al. 2016).

Estilbeno: Resveratrol

El resveratrol es un antioxidante polifendlico natural que ha recibido una
atencion masiva por los posibles beneficios para la salud, incluidas las
propiedades anticancerigenas, antienvejecimiento y antimicrobianas. El
compuesto es bien tolerado por los humanos y en los ultimos afos ha sido
ampliamente utilizado como nutracéutico. El resveratrol muestra actividad
antimicrobiana contra una gama sorprendentemente amplia de especies
bacterianas, virales y fungicas. A concentraciones subinhibitorias, el resveratrol
puede alterar la expresion bacteriana de los rasgos de virulencia que conducen a
una produccidn reducida de toxinas, inhibicion de la formacion de biopeliculas,
movilidad reducida e interferencia con la deteccidén de quérum (Vestergaard e
Ingmer 2019).
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IV. Hipétesis

Hipoétesis de trabajo

El extracto etandlico de propdleo al 7% produce mayores halos de inhibicion que

el extracto al 10 % y al 30 % ante Streptococcus mutans.

Hipétesis nula

El extracto etandlico de propdleo al 7% no produce mayores halos de inhibicion

que el extracto al 10% y al 30% ante Streptococcus mutans.

11



V. Objetivos
V.1 Objetivo general

Determinar a que concentracion el extracto etandlico de propdleo produce

mayores halos de inhibicion, al 7%, al 10% o al 30% ante Streptococcus mutans.

V.2 Objetivos especificos

e Medir los halos de inhibicion del extracto etandlico de propoleo-al 7% en
cajas Petri inoculadas con Streptococcus mutans.

¢ Medir los halos de inhibicion del extracto etandlico de propdleo al 10% en
cajas Petri inoculadas con Streptococcus mutans.

e Medir los halos de inhibicion del extracto etandlico de propdleo al 30% en
cajas Petri inoculadas con Streptococcus mutans.

e Comparar las mediciones de los halos de inhibicion del extracto etandlico
de propdleo al, 7%, al 10% y al 30% en cajas Petri inoculadas con de

Streptococcus mutans.
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VI. Material y métodos
V1.1 Tipo de investigaciéon
Experimental In vitro
V1.2 Poblacién o unidad de analisis
Cultivos en cajas Petri con agar TYS20B inoculadas con Streptococcus mutans.
V1.3 Muestra y tipo de muestra

El estudio se realiz6 en 10 cajas Petri con agar TYS20B inoculadas con
Streptococcus mutans, a las cuales se les colocaron sensidiscos impregandos de
extracto etandlico de propdleo a una concentracion del 7%, 10% y 30%, asi como

el control positivo y el control negativo.
V1.3.1 Criterios de seleccion

Definicién del grupo control

Control Positivo: Gluconato de Clorhexidina al 2%
Control Negativo: Agua Bidestilada

Criterios de inclusion

Cajas petri.con agar TYS20B inoculadas con Streptococcus mutans.

Criterios de exclusion

Cajas petri con agar TYS20B que presenten burbujas o irregularidades en su
superfice.
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Criterios de eliminacion

Cajas petri con agar TYS20B que sufran contaminacion del medio de cultivo,
durante el proceso.

V1.3.2 Variables estudiadas

Variable Dependiente

Variable Definicion Definicion Tipo de Escalade | Unidad
conceptual | operacional variable medicion de
medida
Zona
formada
alrededor de
un disco con
*Halo de med_ica.cic'm Midiendo en o . y
inhibicién que inhibey | mm el halo Cuantitativa Continua | Milimetros
detiene el de inhibicién
crecimiento
bacteriano
Variable Independiente
Variable Definicion Definicion Tipo de Escalade | Unidad
conceptual operacional variable medicién de
medida
Es un antiséptico
catiénico de ;
! . Sera
bisguadina
¢ - utilizado como col_ocada en
Clorhexidina . discos de
liquida al 2% | medicamento o hiio y - . .
intraconducto, evaluada en Cuantitativa | Continua Mililitros
con actividad intervalos de
bacterlt)oasj;as:tlca en tiempo de 24
. y 48 horas.
concentraciones y
bactericida en
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altas

concentraciones.
. Definicion Definicion | Tipode | Escalade | YMdad
Variable - . . de
conceptual operacional variable medicién -
medida
Sera
. colocada en
Liquido incoloro, discos de
*Agua claro y limpio. avel filtro
bidestilada Estéril y pap Y| Cuantitativa | Continua | Militros
. - evaluada en
estéril apirégeno. .
intervalos de
tiempo de 24
y 48 horas.
Sustancia
obtenida por la
extraccién de una
parte del propdleo Sera
*Extracto gue es una resina | colocado en
etandlico de elaborada por las discos de
propéleo al abejas a partir de | papel filtro y Cuantitativa | Continua Militros
79 productos de _evaluado en
origen vegetal intervalos de
para proteger sus | tiempo de 24
colmenas, y 48 horas.
usando como
solvente etanol.
Sustancia .
obtenida por la Sera
e colocado en
extraccién de una .
parte del propdleo discos de
*Extracto ue s una resina papel filtro y
etandlico de | 9 evaluado en o . -
; elaborada porlas | . Cuantitativa | Continua | Mililitros
propoleo al abeias a partir de intervalos de
10% J P tiempo de 24
productos de
y 48 horas.

origen vegetal
para proteger sus
colmenas,
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usando como
solvente etanol.

. Definicién Definicion | Tipode | Escalade | YMdad
Variable conceptual operacional variable medicion de
P P medida
*Extracto Sustancia
stanclico de obtenida por la
ropsleo al extraccion de una
P 20% parte del propdleo Ser4
gue es una resina colocado en
elaborada por las .
abejas a partir de d'SCO.S de
papel filtro y
productos de
origen vegetal _evaluado N | Cuantitativa | Continua | Mililitros
ara proteger sus intervalos de
P ch))Imer?as tiempo de 24
’ y 48 horas.

usando como
solvente etanol.

V1.4 Técnicas e instrumentos

Se incubaron 10 cajas Petri con cultivos de Streptococcus mutans en agar

TYS20B,a cada una se le colocaron 5 sensidiscos. Tres sensidiscos fueron

impregnados con

los extractos etandlicos de propdleo a sus diferentes

concentraciones 7%, 10% y 30%, el cuarto sensidisco contenia el control positivo

clorhexidina al 2% y quinto sensidisco contenia el control negativo agua

bidestilada estéril.

A las 24 horas se tomaron fotografias de las cajas Petri para poder

documentar el resultaba obtenido de la fase experimental, y para realizar la
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medicion de los halos de inhibicion con el programa ImageJ, los resultados de las

mediciones fueron recopiladas en una base de datos de Excel.

V1.5 Procedimientos

Recoleccion del propéleo puro

El propdleo fue recolectado directamente del apiario que colabora con el

laboratorio Rosa Elena Duenas S.a. de C.V. Laboratorio de remedios herbolarios.

La recoleccion del propdleo se realizd por el apicultor a partir de dos

métodos de recoleccidn, para poder obtener la cantidad suficiente de propodleo

puro, para la realizacion de los extractos.

Método artesanal o método de raspado:

1.

La recoleccion se efectu6 mediante una espatula, desprendiendo el
propoleo de la colmena de aquellas zonas donde se encontraba adherido:
angulos, marcos, piezas metalicas, piqueras, tapa, cuadros y caja. Se utilizo
una espatula de acero inoxidable sin mucho filo para reducir el riesgo de
arrastrar virutas de maderas o pintura. Se desecho6 el propdleo que se
encontraba en el fondo de la colmena, ya que generalmente se encuentra
contaminado. (Figura 1a)

La recoleccion se realizé con las manos y espatula libres de restos de miel,
tierra o cualquier otra sustancia que pudiera contaminarlo. Durante la
cosecha, el propoleo se mantuvo en su forma de escama y/o trozos sueltos,
no se expuso a la incidencia directa de los rayos solares, evitando su

almacenamiento cerca de fuentes de calor como el ahumador. (Figura 1b)

Método técnico:

1.

Se coloco sobre los cuadros de la colmena una parrilla de plastico la cual
fue propolizada por las abejas, obtenido facilmente el propoleo mediante el
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raspado. Para facilitar su recoleccion se introdujo la parrilla en el

congelador hasta que quede rigido y asi se desprendié mas faciimente.

El propdleo recogido mediante ambos métodos se introdujo en agua

hirviendo para retirar las impurezas. Se congel6 a -10° C por 10 minutos para que

la resina se tornara mas rigida, por ultimo, se colocoé a temperatura ambiente en

recipientes ambar hasta su uso, para la preparacion de los extractos.

a)

Figura 1. Recoleccion propoleo técnica de artesanal

Preparacién del extracto de propéleo a sus diferentes concentraciones

La elaboracion del extracto de propoleo estuvo a cargo del laboratorio Rosa Elena

Duenas S.a. de C.V. Laboratorio de remedios herbolarios.

1.

Debido a su consistencia y a su heterogeneidad, cada muestra de propdleo
en bruto se fracciono mecanicamente en trozos de 2 cm aproximadamente
y se colocd en un recipiente de vidrio a 0° C durante 24 horas, a fin de
obtener un producto de consistencia dura y quebradiza.

Se macerd hasta formar un polvo fino.

En base a la NORMA Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017,
Propdleos, produccion y especificaciones para su procesamiento, se pesoé
una cantidad de 50 gramos del propdéleo en bruto, previamente
acondicionado, afadiendo etanol al 70% en propdleo: disolvente 1:3 y se
dejé macerar con bafo ultrasonico por 20 minutos a temperatura ambiente.

Pasado este tiempo se filtr6 en papel de tamafo de poro de 0,45 pm. El
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filtrado se concentrd al vacio, se coloco el extracto a un envase ambair,
empleando la minima cantidad de etanol al 70%, y se dej6 a sequedad
utilizando una bomba de vacio. Se conservo en refrigeracién y se protegio

de la luz hasta el momento de realizar las diluciones.

Preparacién de las diluciones

Se pesO una cantidad determinada del extracto obtenido y se agregoé
alcohol etilico para obtener 3 diferentes concentraciones en peso /volumen al 7%,
10% y 30%, se coloco en viales ambar a temperatura ambiente para su posterior

utilizacion.

Preparacion de Agar TYS20B
Preparacién de 10 cajas de Agar TYS20B

1. Se pesaron 10 gramos de Agar TRYS20B, 2.5 gramos de extracto de
levadura, 50 gramos de sucrosa, en bascula analitica. Se colocaron en un
matraz Erlen Meyer de 500 mL. (Figura 2a)

2. Se midieron 250 mililitros de agua destilada y se agreg6 al matraz donde se
encontraba el agar y el resto de los polvos.

3. Se agitd y se dejé reposar 15 minutos.

4. Se calentdé hasta obtener su punto de ebullicion con agitacion constante
para disolverlo completamente por un minuto. (Figura 2b)

5. Se esterilizo la solucion en autoclave a 121 °C (15lbs de presién) durante
15 minutos.

6. Se dejo enfriar la solucion y se afiadi6 en un medio estéril 61 pL de
Bacitracina.

7. Se vaci6 el medio en cajas Petri estériles, en un area estéril, hasta que
solidificaron. (Figura 1c)
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8. Se colocd una de las cajas en incubadora y las demas se almacenaron en

a)

refrigerador hasta el uso de éstas.

Figura 2. Proceso de preparacidn del agar TYS20B

Técnica de siembra de cepas

Reactivacion y siembra de cepa.

1.

2.

3.

Se colocaron 30 ul del tubo de ensayo que contenia la cepa de
Streptococcus mutans del - Laboratorio de Investigacion Odontoldgica
Multidisciplinaria de la Facultad de Medicina de la UAQ en un tubo de
ensayo con infusion cerebro corazon.

Una vez gelificado el agar TYS20B en las cajas Petri, con 2 mecheros de
bunsen encendidos, se inicié la siembra de las cepas de Streptococcus
mutans.

Se_sumergié un hisopo en el tubo de cultivo liquido con Streptococcus
mutans y se coloco el inoculo en la caja con agar TYS20B, distribuyéndolo
uniformemente sobre toda la superficie de la placa para lograr el
crecimiento en monocapa. (Figura 3a)

En cada caja Petri se colocaron 5 sensidiscos, (previamente estériles y con
un diametro de 6mm) tres contenian un extracto etandlico de propdleo en
sus diferentes concentraciones 7%, 10% y 30%, el cuarto contenia el
control positivo (clorhexidina al 2%), y el quinto contenia el control negativo
(agua bidestilada). (Figura 3b)
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5. Las cajas Petri se dejaron en la incubadora a una temperatura de 37°C por
24 horas.

Figura 3. Técnica de siembra y colocacion de sensidiscos
Medicion de halos de inhibicion

Despues de 24 horas de incubacion de las cajas Petri con los sensidiscos
se tomaron fotografias para registrar los resultados. (Figura 4b) Las fotografias se
analizaron por computadora con el programa Imaged, y se recolectaron los datos

obtenidos en una hoja de Excel. (Figura 4b)

Por ultimo las cajas Petri utilizadas se sometieron a un ciclo de
esterilizacion en autoclave a 121 °C por 15 min para su inactivacion y

posteriormente fueron desechadas.

ESEE‘/J‘-M\W‘\‘”Dl Qo a|8lsl | !»‘
Coler peer (255,255.255/0.0,01 |
- - —1

a) b)

Figura 4. Toma de fotografias posterior a las 24 horas de incubacion y evaluacion de resultados
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VI1.5.1 Analisis estadistico

Se analizaron los datos de desviacion estandar y rango. Con la prueba
Kolmogorov-Smirnov verificamos que las variables seguian una distribucion
normal, los datos se sometieron a la prueba ANOVA. Posterior a ello se realizé la
prueba Post Hoc de Tukey. Se considero estadisticamente significativo cuando
p<0.05.

VI1.5.2 Consideraciones éticas

El manejo de los deshechos se realizdé segun la NOM-087-ECOL-SSA1.
NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-087-ECOL-SSA1-2002, PROTECCION
AMBIENTAL - SALUD AMBIENTAL - RESIDUQS PELIGROSOS BIOLOGICO-
INFECCIOSOS - CLASIFICACION Y ESPECIFICACIONES DE MANEJO.

El manejo de los deshechos biolégicos de manera externa fue realizado
por la empresa especializada para la recoleccion de residuos peligrosos,
contratada por la Clinica Odontolégia Benjamin Moreno de la Universidad
Auténoma de Querétaro.
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VII. Resultados

En la tabla 1 se muestran las medidas del diametro en mm del halo de
inhibicion de los tres extractos de propoleo (extracto de propdleo 7%, extracto de
propdleo 10% y extracto de propoleo 30%). Ademas, se muestran los valores
promedio y la desviacion estandar correspondiente al tamafo de los halos de

inhibicion.

Tabla 1. Medidas (en mm) de los halos de inhibicién de las extractos de propoleo a

diferentes concentraciones ante S. mutans.

Extracto Extracto Extracto Control + Control- ValordeP
propdleo  propdleo propodleo
7% 10% 30%

X+DE (rango)

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

S. .
7.6£1.5 10.7:0.9  11.3:05  21.7#187 ¢ < 0.0001
mutans

(6.2-10.4) (9.5-12.1) _((10.8-11.8)  (18.2-24.6)

'Prueba ANOVA *Estadisticamente significativo

En la Tabla 2 se realiz6 una comparacion entre los halos de inhibicidén
creados por los diferentes extractos de propédleo. Por lo que se puede observar
que si hay-diferencia estadisticamente significativa entre el extraco de propdleo al
7 % vs el extracto de propdleo al 10% en todos lo halos de inhibicion ante S.
mutans, asi como el extracto de propdleo al 7% vs el extracto de propoleo al 30%.
Por el contrario no hay diferencia estadisticamente significativa entre el extracto de
propdleo al 10% vs el extracto de propdleo al 30% en ningun caso. Es decir,
mientras que la tabla 1 muestra cierta diferencia entre los milimetros del halo de
inhibicion del extracto de propdleo al 10% y el extracto de propdleo al 30%, la

tabla 2 nos indica que no es estadisticamente significativo.
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Tabla 2. Comparacion de los extractos de propdleo a diferentes concentraciones

Estadisticamente significativo

EP 7% vs. EP 10% Si
EP 7% vs. EP 30% Si
EP 7% vs. Control + Si
EP 7% vs. Control - Si
EP 10% vs. EP 30% No
EP 10% vs. Control + Si
EP 10% vs. Control - Si
EP 30% vs. Control + Si
EP 30% vs. Control - Si
Control + vs. Control - Si

Se realizé la prueba estadistica de comparacion multiple de Tukey Post Hoc para
determinar si hay diferencia estadisticamente significativa entre los resultados de
los halos de inhibicidn.

Estos resultados confirman un efecto de inhibicion del extracto etandlico de
propéleo en sus diferentes concentraciones ante Streptococcus mutans (Figura
5).

Figura 5. Efecto inhibitorio medido en mm por medio de halos de inhibicion
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VIIl. Discusion

Freitas et al. (2006) consideraban al propdleo un buen candidato como
adyuvante en el tratamiento o prevencion de muchas enfermedades infecciosas,
ya muestra una amplia gama de actividad antimicrobiana contra una gran variedad
de bacterias, hongos, parasitos y virus, la literatura describe su alta capacidad
inhibitoria ya que ha sido estidado con diferentes agentes microbianos.

La actividad biologica del propoleo se asocia frecuentemente con la
presencia de compuestos fendlicos, principalmente flavonoides. Daugsch et al.
(2008) demostraron que el propdéleo puede reducir: la colonizaciéon de
microorganismos anaerobios facultativos como Strepfococcus mutans, actuando
en la prevencion de la caries dental. Especificamente el presente estudio

comprobo esta actividad antibacteriana en Streptococcus mutans.

Hendi et al. (2011) realizaron un estudio en el que demostraron que el
extracto etandlico de propoleo fue el mas eficaz de todos los extractos que

estudiaron, mostrando una zona maxima a la concentracion del 30%.

Airen et al. (2018) llevaron a cabo un estudio para evaluar la eficacia del
extracto de propdleo contra Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus. En
ese estudio se probaron dos tipos de extractos, es decir, extractos etandlicos y de
agua, a concentraciones de 5% y 20%. Los resultados del estudio indicaron que
las concentraciones de extracto etandlico de propdleo fue mas eficaz para inhibir
el crecimiento de Streptococcus mutans 'y Lactobacillus acidophilus.

Sin embargo, en el mercado existe gran variedad de concentraciones de
extractos etandlicos de propdleo, este estudio pudimos comparar las
concentraciones de extracto etandlico de propdleo mas comerciales, con
resultados muy favorables, pero se observo que una hubo un resultado

estadisticamente significativo cuando se comparo el halo de inhibicién producido
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por el extracto etandlico de propodleo a la concentracién de 10% en comparacion al
del 30%.

Abbasi et al. (2018) y Przybytek et al. (2019) realizaron revisiones
sistematicas sobre los ultimos estudios cientificos en el campo de la actividad
antibacteriana del propdleo. Concluyendo que el propdleo es un importante
producto antimicrobiano, que actua tanto contra Gram positivas como Bacterias
Gram negativas, aerObicas y anaerobicas. Reportando su eficacia para la
cicatrizacion de heridas quirurgicas, prevencion de caries, tratamiento de dentina
por hipersensibilidad, tratamiento de Uulceras aftosas, como medio de
almacenamiento para dientes avulsionados, solucion de irrigacion del conducto

radicular y como enjuague bucal.

Ademas de una actividad antimicrobiana, tambien se han demostrado otras
propiedades biologicas y farmacoldgicas. para el propoleo, incluidas las
propiedades antiinflamatorias, antitumorales, citotoxicas, hepaticas protectoras,
antioxidantes, hematoestimuladoras e inmunomoduladoras (Toreti et al. 2013).
Son pocos los estudios que describen a detalle su metodologia aun para asegurar
de manera cientifica todas estas propiedades lo que deja abierta una basta linea

de investigacion para proyectos futuros.
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IX. Conclusiones

Se confirma que existe relacion entre las investigaciones citadas y los
resultados obtenidos en presente estudio. Se demostrdé que extracto etandlico de
propdleo posee cualidades antibacterianas, ya que los extractos a las diferentes
concentraciones 7%, 10% y 30% produjeron un halo de inhibicion en presencia de
Streptococcus mutans. Siendo el extracto de etandlico de propdleo al 10% y al
30% los mas eficaces. Sin embargo, la presentacion para uso comercial del
propdleo y sus concentraciones mas efectivas siguen siendo lineas abiertas a
investigacion para hacer mas comparativos y determinar las concentraciones mas

eficaces y tolerables en el consumo humano.
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IX. Propuestas

Propuestas para la practica Odontopediatrica

El uso del propdleo es una alternativa de origen natural, para contribuir a la
disminucién de uno de los problemas de mayor impacto en la sociedad a nivel de
salud publica como es la caries dental. Al ser el propdleo un medio de inhibicion
del Streptococcus mutans, se podran desarrollar proyectos avalados para realizar
productos mas econdmicos como son colutorios, pastas dentales; barnices,
chicles, golosinas, entre otros, para el cuidado de la salud bucal. Al hacer uso del
propdleo, no solo se beneficiara el area de salud, sino que ademas el medio
ambiente, la practica de la apicultura y la preservacion de Apis -mellifera se veran
fuertemente beneficiadas.

Propuestas para préximas investigaciones

Se necesitan realizar mas estudios para seguir evaluando y poder
comprobar mediante el método cientifico las propiedades antinflamatorias,
antifungicas y antibacterianas que posee este producto de origen natural,
avalando asi, la eficacia de productos de uso odontolégico que ya se encuentran
en el mercado, y que dentro de sus principales componentes se encuentra el
propdleo. De igual manera quedan abiertas muchas mas lineas de investigacion
para evaluar la  actividad antibacteriana del propdéleo ante diferentes

microorganismos patégenos.
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XIl. Anexos

X1.1 Hoja de recoleccion de datos

Steptoccocus mutans
CAJA EP 7% EP 10% EP 30% Control + Control -

Promedio
Desviacidon estandar
Rango
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XI1.2 Instrumentos

Cajas Petri (Senna®, 60 x 15, producto previamente estéril)
Agar TYS20B

Levadura

Sucrosa

Bacitracina

Clorhexidina al 2%
Extracto de propdleo 7%
Extracto de propdleo 10%
. Extracto de propodleo 30%
10.Agua bidestilada estéril
11.Matraz Erlenmeyer
12.Hisopos estériles
13.Agua bidestilada
14.Espatula

15.Loseta de vidrio
16.Guantes

17.Cubrebocas

18.Lentes de proteccion
19.Micropipeta

20.Puntas de micropipeta
21.Plumén indeleble
22.Pluma

23.Bascula analitica
24.Incubadora

25.Auto clave

26.Cepas inoculadas de Streptococcus mutans
27.Asa bacteriologica
28.Mechero bunsen
29.Cuchara dosificadora
30.Campos estériles
31.Bata de algodon
32.Papel

33.Parrilla eléctrica

34.Papel filtro estéril
35.Regla

36.Pinzas curacion estéril
37.Tijeras

38.Papel parafilm “M”
39.Camara de anaerobios
40.Sanitas
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