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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
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DMSO : Dimetilsulfoxido
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DME : Diclorometano
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RESUMEN

Objetivo: EIl objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antibacteriano de
propdleos peruanos y accién de una fraccion metanodlica sobre un biofilm in vitro
de Streptococcus gordonii ATCC® 51656™ y Fusobacterium nucleatum ATCC®
10953™

Materiales y métodos: Mediante experimentos en secuencia se recolectaron y
evaluaron 13 propoleos del ande peruano midiendo su efecto antibacteriano sobre
cepas de S. gordonii y F. nucleatum a través de halos de inhibicion. Se usé como
controles a la Clorhexidina y DMSO. Se evaluaron los extractos brutos organicos,
particiones y fracciones de propoleos; ademas se evalud la citotoxicidad de los
propdleos sobre lineas celulares HGF-1-ATCC CRL-2014 mediante técnicas
colorimétricas de 3-(4.5-dimeltiltiazol-2-yl) -2.5-difeniltetrazolio bromuro (MTT)
y densidad Optica. Finalmente se evaluo el efecto de los propoleos sobre el biofilm
mediante microscopia confocal y PCR.

Resultados: Se encontrd que la muestra de propéleo de Oxapampa presento efecto
antibacteriano sobre ambas cepas estudiadas tanto en los extractos brutos,
particiones cloroférmicas, butanolicos y fraccion metandlica. La concentracion
minima inhibitoria de 0.78 mg/mL de la fraccion metandlica del residuo
cloroformico del propoleo de Oxapampa no fue toxica sobre fibroblastos
gingivales. Las concentraciones de 0.78 mg/mL y 1.563 mg/mL. de la fraccion
metanolica del residuo cloroférmico del propdleos de Oxapampa presentaron efecto
sobre el espesor del biofilm y el nUmero de copias del gen srtA de S. gordonii y gen
radD de F. nucleatum a las 120 horas,

Conclusion: De los 13 propoleos peruanos, se encontro que la fraccion metanolica

del residuo cloroférmico del propoleo de Oxapampa presentd efecto antibacteriano



sobre S. gordonii y F. nucleatum y efecto sobre el espesor del biofilm creado in
vitro.

Palabras claves: Biofilm, antibacteriano, uso terapéutico, productos naturales



ABSTRACT
Objective: The objective of the present study was to evaluate the antibacterial
effect of Peruvian propolis and the action of a methanolic fraction on an in vitro
biofilm of Streptococcus gordonii ATCC® 51656™ and Fusobacterium nucleatum
ATCC® 10953™,
Materials and Methods: Through sequence experiments, 13 propolis from the
Peruvian Andes were collected and evaluated by measuring their antibacterial effect
on S. gordonii and F. nucleatum strains through inhibition halos. Chlorhexidine and
DMSO were used as controls. Organic raw extracts, partitions and propolis
fractions were evaluated; besides, it was evaluated propolis cytotoxicity on HGF-
1-ATCC CRL-2014 cell lines through colorimetric techniques of 3-(4.5-
dimethylthiazole-2-yl) -2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and optical
density. Finally, the effect of propolis on biofilm was evaluated by confocal
microscopy and PCR.
Results: It was found that Oxapampa's propolis sample presented antibacterial
effect on both strains studied, in raw extracts, chloroformic partitions, butanolic and
methanolic fraction. The minimum inhibitory concentration of 0.78 mg/mL of the
methanolic fraction of the chloroformic residue of Oxapampa propolis was not
toxic on gingival fibroblasts. Concentrations of 0.78 mg/mL and 1,563 mg/mL of
the methanolic fraction of the chloroformic residue of propolis from Oxapampa
influenced biofilm thickness and copy number of the srtA gene of S. gordonii and
radD gene of F. nucleatum at 120 hours,
Conclusion: Of the 13 Peruvian propolis, it was found that the methanolic fraction

of the chloroformic residue of Oxapampa propolis presented an antibacterial effect



on S. gordonii and F. nucleatum and effect on the thickness of the biofilm created
in vitro.

Keywords: Biofilm, antibacterial, therapeutic use, natural products



1. INTRODUCCION

El papel del microbioma oral en la patogénesis de la enfermedad ha sido
ampliamente explorado durante un largo periodo. Recientemente, se introdujo la
hipotesis de la placa ecoldgica, que sugiere que la acumulacién de placa dental
alrededor del margen gingival puede proporcionar tensiones ecoldgicas que
favorecen la proliferacién de bacterias Gramnegativas anaerobicas, y finalmente
causar una respuesta

destructiva del tejido. Estos cambios ecoldgicos en la composicion de la microbiota
subgingival, es decir, la proliferacién de diferentes anaerobios Gram-negativos
sobre especies Gram-positivas facultativas en la bolsa periodontal, esta bien
documentado que estan asociados con el desarrollo y la progresion de

periodontitis.!

Se ha descubierto que Fusobacterium nucleatum®?y Streptococcus gordonii. son
algunas de las bacterias méas importantes relacionadas con la enfermedad

periodontal y periimplantaria en los pacientes, principalmente en los fumadores.®

La comunidad cientifica ha hecho un gran esfuerzo por descubrir nuevas entidades
antimicrobianas capaces de perturbar las complejas estructuras de los biofilm
subgingivales. Una de las principales fuentes de nuevas moléculas con actividad
antimicrobiana son los productos de origen natural.*® La blsqueda de nuevos

agentes antimicrobianos ha cobrado impulso, en particular debido al aumento de



las tasas de resistencia a los antibidticos de los patdgenos periodontales.”® Por
ejemplo, un estudio clinico realizado en los Estados Unidos revel6 altas tasas de
pacientes con patdgenos periodontales subgingivales resistentes al menos a uno de

los siguientes antibioticos: amoxicilina, clindamicina, doxiciclina y metronidazol.®

Socransky et al.1? encontraron que la microbiota subgingival puede clasificarse en
diferentes complejos en funcion de la asociacion de la especie microbiana con sitios
sanos o enfermos. Los complejos bacterianos se distinguen por distintos colores
segun su virulencia o su efecto de transicion entre la salud y la enfermedad. Asi, el
complejo amarillo incluye biofilm formadas por varios tipos de Streptococcus spp.;
el complejo purpura corresponde principalmente a Actinomyces odontolyticus y
Veillonella parvula, que inician la formacion de biofilm subgingivales y permiten
una mayor colonizacion por Capnocytophaga, Eikenella y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans serotipo a. Dichas biofilm se consideran sanas y no causan
enfermedades a menos que se produzca un cambio especifico en la composicion

microbiana.

Si se dejan intactas, las biofilm crean condiciones que pueden favorecer la
colonizacion de las especies del complejo naranja, a saber: Fusobacterium,
Campylobacter, Prevotella, Parvimonas y algunos Streptococcus spp. (por
ejemplo, el grupo S. constellatus). EI complejo naranja estd asociado con la
transicion salud-enfermedad debido al cambio en las condiciones ambientales que

favorecen la colonizacion por Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y



Treponema denticola, que son especies incluidas en el complejo rojo y se

consideran los principales patdgenos de la enfermedad periodontal .

El propdleo es una sustancia resinosa compuesta por una mezcla de diferentes
partes de plantas y moléculas secretadas por las abejas.'>*2 Los prop6leos se han
considerado una fuente prometedora de moléculas bioactivas con propiedades
farmacoldgicas, entre las que se incluyen su caracteristica antimicrobiana,'1’
actividad antiinflamatoria,'®° antioxidante y antiparasitaria.'” Los propoleos
pueden tener varios origenes geograficos.?>?> No obstante, a pesar que pueden
compartir caracteristicas fisicas similares, la composicion quimica de las muestras
de propdleos de estos lugares puede no ser la misma debido a que depende del lugar,

el tiempo, método de recoleccion y los distintos origenes botanicos.?

La composicion quimica del propoleo estd estrechamente relacionada con las
resinas y balsamos de las fuentes vegetales que se utilizan para producirla. Se han
identificado mas de 300 componentes quimicos de prop6leos.?*?° Los principales
grupos de compuestos quimicos que se encuentran presentes en los prop6leos, son
las ceras, los polifenoles (acidos fenolicos, flavonoides) y los terpenoides, de las
cuales estos dos Gltimos se consideran los mas activos.?®?® El grupo de los
flavonoides incluye, pinocembrina, apigenina, galangina, kaempferol, quercetina,
pinostrobina entre otros. Otro grupo critico de compuestos de propoleos son los
acidos aromaticos, entre los cuales los méas frecuentes son los &cidos ferdlicos,

cinamico, cafeico, benzoico, salicilico y p-cumarico.?>-33



Existen algunos trabajos de investigacién que han demostrado el efecto de los
propdleos sobre biofilms de bacterias orales, asi: Veloz et al.>* realizaron un estudio
cuyo propésito fue comparar algunas propiedades bioldgicas como la actividad
antimicrobiana y antibiofilm de los compuestos individuales y la mezcla de estos
compuestos de propoleos chilenos sobre cultivos de S. mutans. La concentracion
minima inhibitoria se determind por el método de dilucion en serie y el efecto sobre
el espesor del biofilm de S. mutans fue medido por microscopia confocal. Estos
resultados sugieren que los polifenoles pinocembrina y apigenina exhiben

actividad antimicrobiana contra el S. mutans en bajas concentraciones.

Martins et al.® evaluaron in vitro la actividad antibacteriana, el efecto antibiotico y
el potencial citotoxico de los enjuagues bucales que contienen propoleos rojos
brasilefios. Se determinaron las concentraciones minimas inhibidoras y bactericidas
(CMI y CMB) contra S. mutans, S. sanguinis, S. salivarius y L. casei para los
enjuagues bucales. Se formo una biopelicula cariogénica con las bacterias antes
mencionadas sobre discos de membrana de celulosa (N = 30, 13 mm), que se
sometieron durante 1 min a los enjuagues bucales. Se midio la viabilidad bacteriana
y la produccién de polisacaridos extracelulares (EPS). También se evalud el
potencial citotoxico de los enjuagues bucales. Los valores de MIC y MBC de los
enjuagues bucales oscilaron entre 7,44 y 29,76 mg/mL presentando una mejor
accion contra S. salivarius. Los enjuagues bucales de propéleos rojos mostraron un
44% de células viables después de 1 min de contacto con los fibroblastos. Se

concluy6 que el extracto rojo de propdleo mostré actividad antibacteriana contra



Streptococcus spp. y L. casei, y una citotoxicidad y efecto antibiofilm similar a la

clorhexidina.

Veloz et al.* evaluaron métodos alternativos para determinar el efecto del propéleo
chileno en la formacion de biofilm y la actividad metabodlica del Streptococcus
mutans. La formacion de biofilm fue evaluada mediante el uso del cristal de violeta
y microscopia confocal. La actividad metabdlica de la biopelicula fue evaluada por
el MTT y por andlisis de citometria de flujo. Los resultados sugieren que los
métodos de tincion presentaron una gran variabilidad para evaluar el efecto del
propoleo en la formacion de biofilm y la actividad metabdlica. La citometria de
flujo y la microscopia confocal permitieron obtener resultados méas precisos en
comparacion con las metodologias tradicionales. Por tanto, se recomendo el uso de
la citometria de flujo y la microscopia confocal para evaluar las propiedades

antimicrobianas del propdleos en el Streptococcus mutans.

Utispan et al.*® evaluaron los efectos antimicrobianos del propdleos sobre biofilms
de Streptococcus mutans. Se prepararon y analizaron extractos de diclorometano
(DME) de proptleos (DMEP) mediante cromatografia liquida de alto rendimiento
de fase reversa. Se compararon los efectos de crecimiento antibacteriano y
antibiofilm del DMEP en S. mutans con los de la apigenina, Se investigaron los
efectos del DMEP vy la apigenina en la expresion de la glucosiltransferasa (gtf) B
en el S. mutans mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real. En

los experimentos se utilizd la clorhexidina (CHX) como control positivo. EIl DMEP



y la apigenina inhibieron significativamente el crecimiento de S. mutans (1C50 =
43,5y 17,36 mg/mL, respectivamente). EI DMEP y la apigenina también mostraron
efectos antiadherentes en S. mutans, como lo demuestra la reduccion de la
formacion de biofilm. Ademas, se observd una inhibicion significativa de la

expresion de la gtfB en S mutans tratados con DMEP y apigenina.

La diversidad en la composicion quimica que posee el propéleo es una ventaja como
agente antibacteriano.3-%° Sin embargo, a pesar del esfuerzo por investigar sus
propiedades farmacoldgicas no existen estudios de propdleos peruanos que evalten

su accion sobre bacterias presentes en biofilms periodontales.

Por consiguiente, planteamos la siguiente pregunta de investigacion: ¢Cual es el
efecto antibacteriano de propoleos peruanos y accion de una fraccién metanodlica
sobre un biofilm in vitro de Streptococcus gordonii ATCC® 51656™ vy

Fusobacterium nucleatum ATCC® 10953™?

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto antibacteriano de propéleos peruanos y accion de una fraccion
metandlica sobre un biofilm in vitro de Streptococcus gordonii ATCC® 51656™ y

Fusobacterium nucleatum ATCC® 10953™,

Obijetivos Especificos:



Evaluar el efecto antibacteriano de los extractos brutos organicos de 13
propoleos peruanos sobre cepas de S. gordonii ATCC® 51656™ vy F.
nucleatum ATCC® 10953™,

Evaluar el efecto antibacteriano de las particiones de extractos brutos
organicos de propdleos peruanos que mostraron actividad antibacteriana
sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum ATCC®
10953™,

Evaluar la citotoxicidad de las particiones de propdleo con mayor efecto
antibacteriano sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum
ATCC® 10953™ en la linea celular HGF-1-ATCC CRL-2014.

Evaluar el efecto antibacteriano de las fracciones seleccionadas de
propodleos sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum
ATCC® 10953™,

Determinar la concentracion minima inhibitoria de la fraccion de propéleo
con efecto antibacteriano sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F.
nucleatum ATCC® 10953™,

Evaluar la citotoxicidad de la fraccion de propdleo con efecto antibacteriano
sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum ATCC®
10953™ en la linea celular HGF-1-ATCC CRL-2014.

Evaluar el efecto sobre el espesor del biofilm mediante microscopia
confocal de la fraccion de propéleo con efecto antibacteriano sobre cepas S.
gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™ y no toxica

en la linea celular HGF-1-ATCC CRL-2014



8. Evaluar el efecto de la fraccion de propdleo con efecto antibacteriano sobre
cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™ en
la cantidad de bacterias mediante la cuantificacion del nimero de copias de
los genes srtA de S. gordonii ATCC® 51656™ y radD de F. nucleatum

ATCC® 10953™ ¢n ¢l biofilm a través de PCR.



Disefio del estudio

Il. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio es de tipo experimental secuencial, in vitro, longitudinal y doble

ciego (investigadores y estadistico).

Este disefio permitié en cada experimento obtener resultados y conclusiones para

plantear la siguiente etapa de experimentacion® en base a criterios de decision.

Técnicas y/o procedimientos

Recoleccion de los Propoleos

Las muestras de propdleos fueron recolectadas de apiarios fijos y con flora silvestre

alrededor de la colmena. Todas ellas obtenidas de 13 regiones andinas del Peru,

detalladas a continuacion:

Tabla 1. Listado de propdleos andinos peruanos

Caodigo de muestra

Lugar de Recoleccion

Ubicacion geografica

m m O W™ »

A*
B*

C*

Yanasara, La Libertad
Vitor, Arequipa

Shiymay, Huanuco

Chontabamba, Pasco

San Miguel de Aco, Ancash.

Saylla, Cusco

Chanchamayo, Junin
Caraz, Ancash

Marcara, Ancash

10°33'17.8"S 75°25'01.6"W
16°28'49.6"S 71°50'40.7"W
9°57'36.1"S 76°09'29.9"W

10°36'04.7"S 75°26'28.7"W
9°22'39.8"S 77°32'33.5"W

13°33'34.7"S 71°50'34.8"W
11°08'43.5"S 75°24'26.0"W

9°03'06.9"S 77°49'02.6"W

9°19'37.4"S 77°36'27.9"W



D* La merced, Junin. 11°04'46.4"S 75°20'28.6"W
E* Yura, Arequipa 16°14'49.4"S 71°42'17.2"W
F* Oxapampa, Pasco 10°39'01.6"S 75°23'14.7"W
G* Siguas, Arequipa 16°20'39.2"S 72°07'38.3"W

El proceso de recoleccion fue realizado mediante raspado de las cajas con espatula
de plastico con bisel y colocados en recipientes de vidrio herméticos cubiertos con
bolsas de pléstico oscuro?® hasta su entrega en el Laboratorio de Investigacion de
Biopolimeros y Metalofarmacos (LIBIPMET), de la Universidad Nacional de
Ingenieria. Todos los propdleos fueron enmascarados por una persona ajena al
estudio y rotulados con letras, hasta luego de terminado el procesamiento de datos.

Posteriormente fueron almacenadas en refrigeracion a 4 °C, hasta su procesamiento.

Preparacion de los Extractos Brutos Organicos de los propéleos:

Las muestras fueron retiradas de refrigeracion y se esperd 2 horas para que lleguen
a temperatura ambiente, luego se procedié a cortarlo en finas laminas para
posteriormente macerarlos en etanol grado P.A. (para analisis) con un volumen de
100 mL por cada 10 gramos de muestra de propdleo dejandolo en reposo por 24
horas. Luego se procedio a filtrar el macerado usando un embudo de vidrio de 20
cm de diametro con algodén estéril y se recolectd la muestra en un refractario de
vidrio que fue llevado a una campana de extraccion para evaporacion del etanol
(hasta formacidn de una pasta), el agua que se acumul6 en la muestra fue liofilizada.
La maceracion fue realizada dos veces mas hasta que se observd que las muestras
fueron decoloradas. Finalmente, se guardaron en recipientes de vidrios cubiertos

con papel de aluminio para evitar su degradacion.®

10



Preparacion de las particiones liquido-liquido de los propdleos:

El extracto bruto orgéanico (E.B.O) fue solubilizado con una mezcla de cloroformo-
metanol 4:1 v/v respectivamente, fue necesario aproximadamente 50 mL de la
mezcla para conseguir solubilizar completamente la muestra. Para proceder con la
particion liquido-liquido se utilizé una columna de vidrio con Ilave de teflon (3 cm
didmetro interno y 100 cm de largo), se procedio a armar la columna de separacion
el cual estaba sostenida en un soporte universal con dos pinzas con nuez para que
este fijo y seguro. Posteriormente a la columna de separacion armada, se agrego 30
mL de agua ultrapura y posteriormente el propdleo solubilizado, enseguida fue
afiadido aproximadamente 250 mL de cloroformo (CHCIs). Aqui se pudo observar
la formacion de dos fases (la fase superior es la acuosa la fase inferior es la fase
organica, cloroférmica). Se dejé reposar por seis horas hasta que ambas fases estén
translucidas y posteriormente se abrid la Ilave de la columna y se recolect6 en un
vaso de 500 mL y fue llevado a la campana para evaporacion del solvente,
enseguida fue afiadido 250 mL de CHClIz y se repitié el procedimiento anterior, las
fases cloroférmicas fueron reunidas en el mismo vaso. La fase acuosa fue
recuperada en un vaso de 100 mL. Ambas fases recolectadas fueron llevadas a la

campana de extraccion para evaporacion del cloroformo. °6-%8

En la misma columna que se usé previamente se agregdé 300 mL de 1-butanol
(BuOH) y posteriormente la fase acuosa obtenida anteriormente fue vertida dentro
de la columna. Se observé la formacion de dos fases (inferior acuosa y superior
butandlica), se dejé reposar alrededor de 3 horas hasta que ambas fases queden

totalmente translucidas. Luego ambas fases son separadas y recolectadas en vasos

11



de 500 mL (fase butandlica) y 100 mL (fase acuosa), inmediatamente fueron
llevadas a la campana de extraccion para la evaporacion del BuOH, una vez
formado una pasta se afiadié agua, fue congelada a -70 °C por 24 horas y liofilizada
dos veces. La fase acuosa fue congelada a -70 °C por 24 horas (en ultracongeladora),
luego fue liofilizada la muestra en un liofilizador LABCONCO 2.5L a una presion
de 0.018 mbar y -54 °C. Finalmente se obtuvo por cada muestra de propoleo 3
residuos: residuo cloroférmico (RCHCIs), residuo butandlico (RBUOH) y residuo

acuoso (RH20). 960

Obtencion de las fracciones de los propdleos a partir del residuo cloroférmico
(RCHCIy):

Luego que fue obtenida las particiones de los propoleos se realizd el
fraccionamiento del RCHClIs utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y
como fase movil los solventes el éter de petroleo (EP), diclorometano (DCM) y
metanol (MeOH).

El RCHCIs del propoleo fue solubilizado con éter de petrdleo. Fue realizado la
cromatografia en columna abierta con fase estacionaria Sephadex LH-20 (100 gr)
en éter de petroleo. La muestra solubilizada fue afiadida en la columna y eluida con
EP (450 mL), seguida de DCM (350 mL) y finalmente con MeOH (500 mL), fue
esta manera que se obtuvo las fracciones de fraccion de éter de petroleo (FEP),
fraccion de diclorometano (FDCM) y la fraccion metandlica (FMeOH). Las
fracciones obtenidas fueron secadas en una campana de extraccion. 806!
Finalmente, las tres fracciones secas fueron llevadas al laboratorio de Bacteriologia

de la Universidad Peruana Cayetano Heredia para continuar con los ensayos de
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sensibilidad antimicrobiana.

Cepas Bacterianas:

Se emplearon cepas de S. gordonii (ATCC® 51656™) y F. nucleatum (ATCC®
10953™). Los microorganismos fueron importados directamente de la American
Type Culture Collection (ATCC) USA, y cultivados en el Laboratorio de
Bacteriologia de los laboratorios de Investigacion y Desarrollo, Facultad de
Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia siguiendo las

instrucciones del fabricante.®?

Evaluacion de la actividad antibacteriana:

Para la prueba de susceptibilidad antimicrobiana se aplico la técnica de disco
difusion.

Medio de cultivo: Se prepararon placas conteniendo Agar Tripticase soya (TSA)
para S. gordonii ATCC® 51656™ y TSA suplementado con un 5% de sangre de
carnero, hemina (5 mg/L) y menadiona (1 mg/L) para F. nucleatum ATCC®

10953™, las cuales fueron controladas por 24 horas para comprobar la esterilidad.
Preparacion del indculo: las dos bacterias fueron cultivadas en caldo de Tripticase
de soya en condiciones de anaerdbicas (10% H2, 10% de CO2 y N2 en equilibrio)

a 37°C por 24 horas y luego se llevo a la escala de Mac Farland de 0,5. %3

Enfrentamiento: Se realiz6 embebiendo un hisopo con el in6culo anteriormente

preparado, luego se procedio a sembrar en la superficie del agar por cuatro veces,
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se dejé reposar por 5 minutos y luego se colocd los discos de papel de filtro
(Whatman 3) de 6 mm de didmetro, impregnados con 10 uL de cada uno de los
extractos de Propdleo, por separado. Este procedimiento fue repetido 4 veces,
obteniéndose finalmente, placas para cada uno de los extractos (EBO, particiones y
fracciones). Se emple6 como control positivo una solucion de clorhexidinaa 0.12%
y como control negativo la solucion de DMSO y agua Milli-Q (1:1).
Posteriormente las muestras de propoleos, controles positivos y negativos fueron
incubados a 37 °C por 48 horas, en condiciones de anaerobiosis. La lectura de
resultados a traves de los halos de inhibicion en milimetros (mm) fue realizada
mediante un vernier calibrado marca Truper.%®

Criterios de decision: Luego de evaluar los extractos brutos orgénicos de los 13
propoleos se decidio realizar las particiones, solo en aquellos extractos que hayan
presentado halo de inhibicién sobre ambas cepas estudiadas y continuar su

evaluacion citotoxica frente a fibroblastos gingivales humanos.

Evaluacion del efecto citotoxico de Propdleo sobre la linea celular (HGF-1 -
ATCC CRL-2014).

La evaluacidn de la citotoxicidad a traves del porcentaje de viabilidad celular fue
desarrollada en el laboratorio de odontologia del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn,
Meéxico. El efecto citotoxico de propdleo sobre la linea celular HGF-1 (CRL 2014
ATCC, fibroblastos de tejido gingival de Homo sapiens human normal) se realiz6

adaptando la metodologia de viabilidad celular en microplaca con MTT.546°
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Se partio de cultivos celulares confluentes de HGF-1 (80-100%) que se encontraban
contenidos en frascos de 25 cm?, se descartd el medio utilizando una pipeta
seroldgica de 5 mL, se realizaron dos lavados a la capa celular con solucion PBS
(0.004% EDTA), inmediatamente se afiadié 1 mL de Tripsina-EDTA (0.05%) y se
incubaron a 37 °C por 15 min. Se tom6 una muestra de 20 pL y se le afiadieron 20
pL de azul de tripano al 0.4% (Gibco, Carlsbad, CA, USA); esto para llevar a cabo
un recuento celular en cdmara de Neubauer para ajustar la concentracion celular a
5x10* células por reaccion con medio Dulbecco's Modified Eagle's (D-MEM)
suplementado al 10% de suero fetal bovino. Seguido a esto se sembraron 50 pL de
la suspension celular, se llevo a cabo una incubacion a 37 °C, 5% CO: hasta obtener
confluencia (48 h), posteriormente se aplicaron diferentes concentraciones de
prop6leo (50 a 0.024 mg/mL) y se incubaron las placas durante 48 horas. Como
control negativo se utiliz6 s6lo medio de cultivo D-MEM y como control positivo

Triton X-100.56

En seguida se descart6 el medio y se aplico un lavado a la capa celular con solucién
PBS (0.004% EDTA) y se agreg6 50 pL de medio de cultivo D-MEM. A cada
pocillo se le afiadié 20 uL de MTT (5 mg/mL) y luego los cultivos se incubaron por
4 horas. Transcurrido ese tiempo, el medio fue aspirado. Se agregaron 200 uL de
DMSO para disolver los cristales de formazan formados; la placa se dejo en
agitacion 15 min a 120 rpm para asegurar una disolucion completa. Finalmente, la
lectura de la placa se realizd a 570 nm en un lector Smart Spectophotometer plus

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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Se calculé el porcentaje de células viables en cada pozo en relacion con las células
de control (medio de cultivo) establecidas al 100%. Las respuestas de citotoxicidad
se clasificaron como severas (30%), moderadas (30-60%), leves (60-90%) o no

citotoxicas (>90%).%°

Criterios de decision: Luego de evaluar la citotoxicidad, se decidi6 realizar el
fraccionamiento y evaluacion antimicrobiana de aquellos residuos que presentaron

una viabilidad superior al 90% sobre la linea celular HGF-1 - ATCC CRL-2014.

Concentracién Minima Inhibitoria

El método empleado fue el de microdilucion en caldo usando placas de
microtitulacion de 96 pozos donde se coloc6 140 pL de TSB a los pozos del 2B al
11B, luego se coloco 140 uL de propoleo en el pozo 2B, luego con una micropipeta
se tomé 140 uL del pozo 2By se colocé en el pozo 3B respectivamente, luego se
homogeniz6 y se repitid la misma metodologia hasta llegar al pozo 11B para
finalmente descartar 140 pL. Posteriormente se agreg6 20 uL del cultivo a los pozos
2B al 11B de la bacteria en estudio calibrada a la escala de McFarlan de 0.5. Luego
se llevo a incubar a 37°C por 48 horas en condiciones de anaerobiosis usando sobres
generadores de anaerobiosis (Oxoid). Se emple6 como control positivo la
clorhexidina a 0.12% y como control negativo la solucion diluida de DMSO con
agua Milli-Q (1:1). Todo el procedimiento fue repetido 4 veces para cada uno de

los propoleos que presentaron el mayor halo de inhibicion.5
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La lectura de la concentracion minima inhibitoria de los propdleos se determin6 de
acuerdo con la concentracion del pozo donde no se observo desarrollo (turbidez).
Para verificar la viabilidad bacteriana se sembré 5 uL de cada pozo en TSA (S.
gordonii) y TSA suplementada con sangre de carnero, hemina (5 mg/L) y
menadiona (1 mg/L) para F. nucleatum, considerando la concentraciéon minima

bactericida aquella donde no hubo crecimiento de colonias.®®

Criterios de decision: Luego de determinar la concentracion minima inhibitoria de
aquellas fracciones con halo de inhibicion sobre ambas cepas estudiadas, se decidid
continuar con la evaluacion sobre el biofilm considerando aquellas concentraciones
con efecto antibacteriano y no toxicas sobre la linea celular HGF-1 - ATCC CRL-

2014.

Formacion de biofilm de dos especies
Para formar el biofilm se usd bacterias orales S. gordonii ATCC® 51656™
(colonizador primario) y F. nucleatum ATCC® 10953™ (colonizador secundario)

sobre laminas porta objetos Nunc Lab-Tek Chamber Slide™ system. 87-5

Se inocul6 cada cepa a partir de una colonia en 15 mL de TSB y se incub6 a 37°C
en anaerobiosis hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento de S. gordonii
por el periodo de 4 h'y 30 min y F. nucleatum por 8 h a con densidad Optica de 550

nm, 0.125nm con 150 x 10° células/mL.%"
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Posteriormente, se prepararon las superficies de las laminas Lab Tek con 30 pl de
Poly — L- lisyne incubado a temperatura ambiente por 30 min y luego se dejé secar
a 37 °C por 24 h en condiciones de esterilidad. Se agreg6 300 pl de saliva artificial
e incubd a 4°C x 16h. Posteriormente se hicieron lavados con 300 ul de PBS (1X)
2 veces. Se agreg6 280 ul de BHI + sacarosa 2.5%. Y finalmente, se inoculd 10 pl
de S. gordonii + 10 pl de F. nucleatum y luego se incub6 cada lamina por 24 h a

37°C en condiciones de anaerobiosis.®’

Anélisis de biofilm por PCR

El anélisis del biofilm por PCR, se realizo en el laboratorio de Bioinformatica y
Biologia Molecular de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. Para comprobar la presencia de ambas
especies, se extrajo ADN de los biofilms cultivados a las 48 y 120 horas. Para
realizar la extraccion se agregd 75uL de SDS al 10%, luego se agreg6 20uL de
proteinasa K (20mg/mL), se mezclé mediante vortex y dejé incubar por 3 horas a
65°C. Se mezcl6 mediante vortex cada media hora, observando que la muestra se
encuentre completamente homogénea. Luego se afiadié 100 puL de NaCl 5M, luego
se agrego 100 pl CTAB/NaCl (previamente calentado a 65°C), Se mezcld mediante
vortex suavemente e incubd durante 10 minutos a 65°C. Se adiciond 750 pL de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcl6 mediante vortex y
centrifug6 a 10000 rpm por 5 minutos y se transfirio el sobrenadante a un nuevo
tubo de microcentrifuga (Eppendorf). Se afiadi6 750 uL de cloroformo-alcohol

isoamilico (24:1), se mezclé mediante vortex y centrifugé a 10000 rpm por 5
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minutos y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo. Luego se afiadio 1mL de

etanol absoluto frio y se colocé a -70 °C por 20 minutos. 7

Se centrifugd a 10000 rpm por 8 minutos. Se descart6 el sobrenadante, se agrego
1mL de etanol al 70% previamente enfriado y se centrifugé a 10000 rpm por 3
minutos, se descartd el sobrenandante y se dejé secar el sedimento (pellet)
colocando el tubo boca abajo con la tapa abierta sobre un papel toalla. Se dejé eluir

el ADN en 30-50 pl de Tris — EDTA (buffer de elucién).5’

Para realizar la verificacion de la integridad de los ADN mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% con buffer Tris-acetate-EDTA (TAE 1X). Se conecto los
electrodos y realiz6 la corrida electroforética a 80V durante 40 — 50 minutos,
finalmente se sumergié el gel en una bandeja conteniendo agua destilada 'y 20 pL
de bromuro de etidio por unos 15 minutos, luego se sumergié en una bandeja
conteniendo agua destilada y finalmente se coloco en el transluminador de UV para
visualizar las bandas y determinar el peso molecular por comparacién de los

patrones.®’

Se cuantificd la concentracion del ADN en Nanodrop (Thermo Scientific), y
empleando Méxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Thermo
Scientific).

Para la cuantificacion absoluta por PCR en tiempo real, se utilizé 100 ng/uL para
todas las muestras con la finalidad de determinar la proporcion de células de ambas

especies.
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La identificacion de S. gordonii®® "y F. nucleatum® ! fue realizada empleando los

primers especificos:

srtAF 5> TATTATGGTGCTGGTACGATGAAAGAGACTC 3’y

srtA R 5 TATAGATTTTCATACCAGCCTTAGCACGATC 3’y

radD F 5> GGATTTATCTTTGCTAATTGGGGAAATTATAG 3’y

radD R 5° ACTATTCCATATTCTCCATAATATTTCCCATTAGA 3°,
respectivamente, y se cuantificé el nimero de células de cada especie presentes en

el biofilm, en base a una curva estandar.

Evaluacion del efecto de los propdleos sobre el biofilm

Para realizar la evaluacién del efecto de los propéleos sobre el biofilm se inocul6 10
uL de S. gordonii + 10 uL de F. nucleatum y luego se incub6 cada lamina por 24
horas a 37°C en condiciones de anaerobiosis. Se empled la fraccion de propoleo

con mayor efecto antibacteriano y menor toxicidad frente a células constitutivas.

La primera dosis del extracto del propoleo fue administrado pasadas las 24 horas
de su conformacién donde se procedio a retirar cuidadosamente el sobrenadante de
cada pozo. Luego se hicieron lavados sin ejercer mucha fuerza con 300 pL de PBS
(1X) 2 veces. Se administré 300 pL de propo6leo e incubd por 1 min a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente se retir6 e hicieron lavados a la superficie de cada
pozo con 300 uL de PBS (1X) 2 veces.

Luego se agreg6 300 pL de medio de cultivo estéril BHI + SAC. 2.5% y se incubo

a 37 °C x 24horas en condiciones de anaerobiosis.5’
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Se conformaron los siguientes grupos:

- Grupo 1 (Sg + Fn): Se administr 300 uL de propdleo en cada pozo cada
24h hasta cumplir los tiempos de evaluacion 2 dias (48 horas) y 4 dias
(120 horas).

- Grupo 2 (control negativo): Se administro 300 uL DMSO + agua Millilq
(1:1) en la superficie de cada pozo cada 24h hasta cumplir los tiempos
de evaluacion 2 dias (48 horas) y 4 dias (120 horas).

- Grupo 3 (control positivo): Se administré 300 puL de Clorhexidina al
0.12% en la superficie de cada pozo cada 24h hasta cumplir los tiempos
de evaluacién 2 dias (48 horas) y 4 dias (120 horas). Se realiz6 3

repeticiones de cada grupo.

La exposicion final de la Iamina se produjo cuando los biofilms alcanzaron las 120
horas de maduracion donde se realizd el procedimiento de fijacion y tincion de
Nunc Lab-Tek Chamber Slide™ system con los fluorocromos para la microscopia

confocal.

Fijacion y tincion de laminas

Para la fijacion y tincion, estas fueron retiradas de la jarra de anaerobiosis y se
elimind cuidadosamente el sobrenadante de cada pozo mediante lavados con 300
uL de PBS-1X, pH 7.0 (el PBS 1X estuvo a temperatura ambiente), Cada lavado
fue realizado 3 veces durante 10 segundos, con ayuda de una pipeta Pasteur (con la
finalidad de retirar el medio de cultivo remanente y bacterias no adheridas). Luego

se desmonto la cdmara extraible de la superficie de la ldmina Lab Tek, y se colocd
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de forma horizontal para fijar a cada superficie de cada pozo con 30 ul de
paraformaldehido al 4% (PFA 4%, a temperatura ambiente) sobre toda la superficie

del biofilm, se incubo a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Luego se realizaron tres lavados suaves con PBS 1X. y se tifio 5 uL del kit L13152
LIVE/DEAD® BacLight Bacterial en un ratio de concentraciéon de fluorocromos
1:1 sobre la superficie del biofilm. Este kit esta conformado por el fluorocromo
SYTO 9 que penetra en todas las bacterias presentes en una muestra, tanto en
membranas celulares intactas como dafiadas y el loduro de Propidio que penetra
Unicamente en bacterias con membranas dafiadas, causando una reduccion de la
fluorescencia del SYTO 9 cuando los dos fluorocromos estan presentes en la misma
celula. Luego se tifio con 5 uL de DAPI (4', 6-diamidino-2-fenilindol) y la solucion
de montaje (Vectashield Hardset Antifade Mounting Media with DAPI, Vector
Laboratories, H-1500), este tltimo paso con la finalidad de diferenciar los acidos

nucleicos (DNA) en las bacterias y conservar las muestras.®’

Para el transporte de las ld&minas hasta el lugar donde se realizo las lecturas, se
coloco sobre la lamina tefiida un cubreobjetos que fue fijado en los bodes con barniz
sellador. Luego se ubic6 cada ld&mina dentro de una caja porta laminas con una base
de papel toalla himedo con PBS-1X, pH 7.0 con el objetivo de mantenerlas

hidratadas y protegerlas de la luz.

Medicion del espesor de los biofilms
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La evaluacion del espesor del biofilm se realizd6 en el Microscope Core,
Neuroscience Department, School of Medicine. University of California San Diego
- USA mediante el Microscopio confocal LSM880 (Zeiss), con la colaboracion del
Dr. Jaeson Calla Choque, quien realizé las lecturas y medicion del espesor de los
biofilms (crecimiento vertical) a través del microscopio confocal LSM880 (Zeiss)
mediante la opcion Z-Stacks (imagenes en 3D), donde el nimero de cortes dependio
de la altura del biofilm, cada corte debe sobrelapar el 10% del siguiente corte, y el
intervalo fue de 0.18 um (para poder realizar una cobertura y reconstruccion del

100%).

Las imagenes fueron capturadas con el objetivo Zeiss Plan-Apochromat de 63x/1.4
oil objective, con dos diferentes zooms (1 y 4), para ello las iméagenes fueron
procesadas mediante el software Zen Black (Zeiss) y la lectura de resultados se
realiz6 en micrometros (um). Finalmente, la reconstruccion de las imagenes fue

exportada en formato TIF. (Imagen 1-5)

Consideraciones éticas
La presente investigacion fue un estudio in vitro realizado en cepas patron ATCC.
Se encuentra registrado con Codigo SIDISI N° 66846 y conto con la aprobacion del

comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. (Anexos 1y 2)

Plan de analisis

Los datos de la serie de experimentos realizados en secuencia fueron organizados

en una base de datos elaborada en EXCEL, para ser presentados en tablas con

23



medias y desviaciones estandar. Inicialmente, se emple6 IBM SPSS STATISTICS,
version 26, para probar el efecto de los tratamientos mediante técnicas paramétricas
(ANOVA, comparaciones multiples, evaluacion de supuestos de homogeneidad de
varianzas y normalidad). Los resultados de las pruebas no se reportan debido a la
evasion de alguno de los supuestos, lo que determind que se recurriera a la
aplicacion de métodos no paramétricos, complementando el analisis con el
programa MINITAB, version 19.

Las pruebas estadisticas realizadas fueron las siguientes:

La prueba de Kruskall-Wallis, compara los rangos promedios de cada tratamiento
con el rango promedio de todos ellos, y prueba la hipdtesis de que la distribucion
del halo de inhibicion de la bacteria es la misma para cada tipo de propéleo. SPSS,
considera los ajustes por empates, y Minitab proporciona ambos resultados, con y

sin empates.

Prueba de Z, compara individualmente el rango promedio de cada tipo de propoleo

respecto el rango promedio de todos ellos.

Los valores Z se interpretan como sigue:

Mientras mayor sea el valor absoluto, méas lejos estara el rango promedio de un

grupo del rango promedio general

Un valor de Z negativo indica que el rango promedio de un grupo es menor que el

rango promedio general.
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Un valor Z positivo indica que el rango promedio de un grupo es mayor que el

rango promedio general.

Prueba de comparaciones maltiples de Kruskall-Wallis, pruebas post hoc. Se han

extraido sélo los propdleos méas importantes para los procesos de decision en los

experimentos secuenciales.
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I11. RESULTADOS

El presente estudio tuvo por objetivo evaluar el efecto antibacteriano del extracto
bruto orgéanico (EBO) de 13 propo6leos del ande peruano (Tabla 2). La prueba H de
Kruskall-Wallis indica diferencia entre algunos de los propdleos en
experimentacién y/o controles en la inhibicién del crecimiento tanto de S. gordinii
(p<0.001) como de F. nucleatum (p<0.001). Asimismo, la prueba Z revela que,
junto con la clorhexidina (14.45+0.30 y 14.40+0.18 mm), los propoleos que superan
a la inhibicion promedio en ambos tipos de bacterias son los procedentes de
Oxapampa (10.88+0.10 y 10.88+0.10 mm), Chontabamba (10.0+£0.16 y 10.05+0.19
mm), Saylla (10.00+£0.18 y 10.00+£0.14 mm) y Yura (9.98+0.17 y 10.00£0.16 mm).
Al realizar las comparaciones post hoc de los mejores propoleos con la
clorhexidina, se evidenciéo que la diferencia de sus rangos promedios no es
estadisticamente significativa, por lo que en la tabla 2 se muestra con una misma

letra.

Al evaluar las particiones de los EBOs con mayor efecto antibacteriano (Tabla 3),
la prueba H de Kruskall-Wallis indica diferencia entre algunos de las particiones de
propoleo en experimentacion y/o controles en la inhibicidn del crecimiento tanto de
S. gordinii (p<0.001) como de F. nucleatum (p<0.001). Asimismo, la prueba Z
revela que, junto con la clorhexidina (14.45+0.30 y 14.40£0.18 mm), la particién
que supera a la inhibicién promedio en ambos tipos de bacterias es el residuo

cloroférmico de Oxapampa (9.40£0.28 y 9.95+0.19 mm). El residuo cloroférmico
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de Saylla (10.2+0.14 mm) y el residuo cloroférmico de Yura (9.27+£0.05 mm)
superan al promedio en la inhibicidn de S. gordonii; asi como el residuo butandlico
de Saylla (9.98+0.21mm) y el residuo butanélico de Oxapampa (9.45+0.19 mm) en
la inhibicion de F. nucleatum. Al realizar las comparaciones post hoc de los mejores
propoleos con la clorhexidina, se evidencié que la diferencia de sus rangos
promedios no es estadisticamente significativa, por lo que en la tabla 3 se muestra

con una misma letra.

Al evaluar la citotoxicidad de las particiones de propdleo sobre la linea celular HFF-
1 considerando a Triton X-100 10% (control negativo) y el medio (control positivo)
(Tabla 4), se observa por lo general que, al aumentar la dilucién, disminuye la
viabilidad celular de las particiones de los propdleos evaluados. La particion
cloroférmica del propdleo de Oxapampa presenta un porcentaje de viabilidad

celular mayor (92.64%) al 0.78 mg/ mL de dilucién.

Al evaluar el efecto antibacteriano de las fracciones de la particidn cloroférmica del
propoleo de Oxapampa (Tabla 5) mediante la prueba H de Kuskall-Wallis, mostré
que hay diferencia en la inhicion de S. gordinii (p<0.01) y F. nucleatum (p<0.01)
preparado en las distintas diluciones, siendo la fraccion metandlica del residuo
cloroférmico del propéleo de Oxapampa (12.55+0.19 y 12.154+0.19 mm) con mayor
poder de inhibicion sobre ambas bacterias que conjuntamente con la clorhexidina
(14.55+0.19 y 14.33+£0.19 mm) superan al promedio. Y, el analisis post hoc, revela
que ambas no se diferencian entre si, pero tienen mayor poder de inhibicion con

respecto a ambas bacterias.
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La concentracion minima inhibitoria de la fraccion metandlica del residuo
cloroférmico del propéleo de Oxapampa sobre las cepas de cepas de S. gordonii
ATCC 51656 y F. nucleatum ATCC 10953 se encuentra en la concentracién de

0.78 mg/mL (Tabla 6).

Al evaluar la citotoxicidad de la fraccion metandlica del residuo cloroférmico del
propoleo de Oxapampa sobre la linea celular HGF-1-ATCC CRL-2014, se encontrd
que las concentraciones con efecto antibacteriano no toxicas (> al 90% de viabilidad

celular)®’ fueron 0.781 y 1.563 mg/mL. (Tabla 7).

Al evaluar las concentraciones de 0.781 y 1.563 mg/mL. de la fraccién metandlica
del residuo cloroférmico del propdleo de Oxapampa sobre espesor del biofilm
mediante microscopia confocal, la prueba H de Kuskall-Wallis, indica que hay
diferencia en el espesor del biofilm, tanto a las 48 horas (p<0.01) como a las 120
horas (p<0.001), formados con los distintos tratamientos. El biofilm formado con
0.12% clorhexidina (8.100+1.149 y 45.200+5.718 pum), no es inferior al promedio,
como puede observarse en la tabla 8, ni a las 48 horas ni a las 120 horas (p>0.05).
Los biofilm con menor grosor que el promedio son los formados con 0.78 mg/uL
propoleo (8.026+1.609 y 6.840£1.675 um) y 1.56 mg/pl propdleo (7.374+1.620 y
9.248+0.679 um). Pero, las pruebas post hoc, indican que éstos no se diferencian
con la clorhexidina en el biofilm formado a las 48 horas, pero a las 120 horas si
bien no se diferencian entre si, el propoleo elaborado con una concentracion de 0.78

mg/pL presenta menor grosor que el de la clorhexidina.

28



Al evaluar el efecto de la fraccion metandlica del residuo cloroférmico del propéleo
Oxapampa en la cantidad de bacterias mediante la cuantificacion del nimero de
copias de los genes srtA de S. gordonii y radD de F. nucleatum en el biofilm
mediante PCR, la prueba H de Kuskall-Wallis indica que hay diferencia en la
cantidad de bacterias de S gordoni (p<0.01, en ambos periodos) y de F. nucleatum
(p<0.05 en ambos periodos), con los distintos tratamientos. La concentracion del
propdleo a 1.56 mg/mL disminuyd la cantidad de S. gordoni tanto a las 48
(6.347+0.410) como a las 120 horas (5.157+0.202) asi mismo disminuy6 cantidad
de bacterias. de F. nucleantum a las 120 horas (5.747+0.618) en comparacion con
el promedio, junto con la clorhexidina 0.12%). Pero, el analisis de post hoc, indica
que esta concentracion no muestra diferencia con la clorhexidina, en el control del

desarrollo de ambas bacterias en los periodos evaluados.
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Tabla 2. Efecto antibacteriano de extractos brutos organicos de 13 propdleos peruanos sobre cepas de S. gordonii ATCC®
51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™,

Halos de Inhibicién (mm)

S. gordonii ATCC. 51656 F. nucleatum ATCC. 10953*
Rango?®® Rango®?

Yanasara 35.9 ns 34.5 ns

Vitor 35.9 ns 38.5 ns

Shiymay 11 ++ 16.5 +
Chontabamba 46.8 * a 47.4 * a
San Miguel de Aco 11 ns 16.5 ns

Saylla 46.6 * a 46.1 * a
Chanchamayo 31.8 ns 16.5 +

Caraz 11 ++ 16.5 +

Marcara 20.8 ns 16.5 +

La merced 25.8 ns 16.5 +

Yura 46.1 * a 46 * a
Oxapampa 54.5 ** a 54.5 kel a
Siguas 11 ns 16.5 +
Clorhexidina 0.12% 58.5 falekel a 58.5 ikl a
DMSO + agua Mili-Q (1:1) 11 ++ 16.5 +

General 30.5 30.5

1 H Kruskall-Wallis, S. gordonii ATCC. 51656 (p=0.000<0.001) y F. nucleatum ATCC. 10953 (p=0.000<0.001), ajustada por empates
2 Prueba Z, para valores p (<0.05, <0.01 y <0.001): *,** o0 *** mayor al rango medio y +, ++ 0 +++ menor al rango medio, y ns: no significativo.
3 Prueba de Dunn para comparaciones multiples, donde la misma letra indica no diferencia entre los tratamientos que superan al promedio
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Tabla 3. Efecto antibacteriano de las particiones de extractos brutos organicos de propdleos peruanos que mostraron
actividad antibacteriana sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™.

Halos de Inhibicion (mm)

S. gordonii ATCC. 516561 F. nucleatum ATCC. 10953!
Propoleo Particion Rango?® Rango?®
Residuo acuoso 12.5 + 10.5 ++
Chontabamba Residuo cloroférmico 45.1 *x a 37.9 ns
Residuo butandlico 12.5 + 30 ns
Residuo acuoso 12.5 + 10.5 ++
Saylla Residuo cloroférmico 49.5 *x a 27 ns
Residuo butanélico 27 ns 48.6 *x a
Residuo acuoso 12.5 + 10.5 ++
Yura Residuo cloroférmico 39.9 * a 22.5 ns
Residuo butandlico 35.6 ns 36 ns
Residuo acuoso 12.5 + 10.5 ++
Oxapampa Residuo cloroférmico 40 * a 48.4 *x a
Residuo butandlico 32.4 ns 41.6 * a
Clorhexidina 0.12% 54.5 falsiad a 54.5 Fxk a
DMSO + agua Mili-Q (1:1) 12.5 + 10.5 ++
General 28.5 28.5

1 H Kruskall-Wallis, S. gordonii ATCC. 51656 (p=0.000<0.001) y F. nucleatum ATCC. 10953 (p=0.000<0.001), ajustada por empates
2 Prueba Z, para valores p (<0.05, <0.01 y <0.001): *,** o *** mayor al rango medio y +, ++ 0 +++ menor al rango medio, y ns: no significativo.
3 Prueba de Dunn para comparaciones multiples, donde la misma letra indica no diferencia entre los tratamientos que superan al promedio
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Tabla 4. Citotoxicidad de las particiones de prop6leo con mayor efecto antibacteriano sobre cepas S. gordonii ATCC®
51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™ en la linea celular HGF-1-ATCC CRL-2014.

Viabilidad Celular (%)

Diluciones Medio Triton X- Chontabamba Chontabamba Saylla Saylla Yura Yura Oxapampa Oxapampa
mg/mL 100 10% clorofdérmica butandlica cloroférmica butandlica cloroférmica butandlica cloroférmica butandlica
50 100 0.815 41.351 14.799 12.279 1.913 2.019 2.3 52.657 2.386

25 100 0.815 45.402 17.665 13.275 2.945 3.432 3.565 64.892 3.516

125 100 0.815 51.871 22.049 14.685 4.374 4.639 4.9 76.912 4,701

6.25 100 0.815 64.586 27.1 16.759 7.178 7.12 6.969 78.735 6.981

3.125 100 0.815 71.462 31.962 19.266 9.018 9.153 9.372 85.41 9.154
1.563 100 0.815 80.581 37.652 21.285 11.065 11.289 11.727 90.931 11.288
0.781 100 0.815 84.327 46.334 23.325 13.223 13.42 14.601 92.641 14.478

0.39 100 0.815 85.852 55.664 24.71 14.52 12.045 15.101 93.905 21.212

0.195 100 0.815 88.557 71.185 36.872 19.992 16.333 23.165 94.956 23.939
0.098 100 0.815 91.667 78.38 58.387 29.697 24.874 35.356 96.52 36.05
0.049 100 0.815 95.817 83.439 83.297 42.095 35.41 46.607 96.973 53.907
0.024 100 0.815 98.845 89.856 98.856 80.69 55.147 59.85 97.323 88.647
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Tabla 5. Efecto antibacteriano de las fracciones seleccionadas de propéleos sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F.
nucleatum ATCC® 10953™,

Halos de Inhibicion (mm)

S. gordonii ATCC. 516561 F. nucleatum ATCC. 10953

Propoleo Fraccion Rango?® Rango?®

F. del éter del petréleo 6.5 + b 6.5 + b
Oxapampa F. del diclorometano 6.5 + b 6.5 + b

F. metandlica 14.5 * a 14.5 * a
Clorhexidina 0.12% 18.5 falaled a 18.5 falaed a
DMSO + agua Mili-Q (1:1) 6.5 + b 6.5 + b

General 10.5 10.5

1 H Kruskall-Wallis, S. gordonii ATCC. 51656 (p=0.001<0.01) y F. nucleatum ATCC. 10953 (p=0.001<0.01), ajustada por empates
2 Prueba Z, para valores p (<0.05, <0.01y <0.001): *,** o *** mayor al rango medio y +, ++ 0 +++ menor al rango medio, y ns: no significativo.

3 Prueba de Dunn para comparaciones multiples, donde la misma letra indica no diferencia entre los tratamientos que superan al promedio
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Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria de la fraccion de propdleo con efecto antibacteriano sobre cepas S. gordonii
ATCC® 51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™.

Crecimiento bacteriano

Concentracion (mg/mL) S. gordonii ATCC. F. nucleatum ATCC.
51656 10953
25 negativo negativo
12,5 negativo negativo
6.25 negativo negativo
3.12 negativo negativo
1.56 negativo negativo
0.78 negativo negativo
0.39 positivo positivo
0.19 positivo positivo
0.09 positivo positivo
0.04 positivo positivo
0.02 positivo positivo
0.01 positivo positivo
Clorhexidina 0.12% negativo negativo
DMSO + agua Mili-Q (1:1) positivo positivo
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Tabla 7. Citotoxicidad de la fraccion de propdleo con efecto antibacteriano sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F.
nucleatum ATCC® 10953™ en la linea celular HGF-1-ATCC CRL-2014.

Diluciones mg/mL Medio Triton X-100 10% viabilidad celular (%)
50 100 0.55789474 43.474
25 100 0.55789474 49.158

12.5 100 0.55789474 61.158
6.25 100 0.55789474 63.158
3.125 100 0.55789474 68.421
1.563 100 0.55789474 93.411
0.781 100 0.55789474 94.000
0.39 100 0.55789474 95.158
0.195 100 0.55789474 96.211
0.098 100 0.55789474 97.263
0.049 100 0.55789474 98.000
0.024 100 0.55789474 99.158
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Tabla 8. Efecto sobre el espesor del biofilm mediante microscopia confocal de la fraccion de propoleo con efecto antibacteriano
sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™ y no toxica en la linea celular HGF-1-ATCC CRL-
2014

_ Espesor biofilm (um) a 48 horas Espesor biofilm (um) a 120 horas
Concentracion ”3 ”3
Rango” Rango”

0.78 mg/uL propdleo 9.1 + A 3.3 +++ A
1.56 mg/uL propdleo 5.6 ++ A 7.7 + AB
Clorhexidina 0.12% 9.3 ns A 13.2 ns BC
DMSO +agua (1:1) 21.6 kel B 20.7 *x C
Sin tratamiento 194 ** B 20.1 ** C
General 13 13

1 H Kruskall-Wallis, S. gordonii ATCC. 51656 (p=0.001<0.01) y F. nucleatum ATCC. 10953 (p=0.000<0.001), ajustada por empates
2 Prueba Z, para valores p (<0.05, <0.01y <0.001): *,** o *** mayor al rango medio y +, ++ 0 +++ menor al rango medio, y ns: no significativo.

3 Prueba de Dunn para comparaciones multiples, donde la misma letra indica no diferencia entre los tratamientos que estan por debajo del promedio
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Tabla 9. Evaluacion de la fraccion de propéleo con efecto antibacteriano sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™ y F.
nucleatum ATCC® 10953™ en la cantidad de bacterias mediante la cuantificacion del nUmero de copias de los genes
srtA de S. gordonii y radD de F. nucleatum en el biofilm a través de PCR

S. gordonii ATCC. 51656 F. nucleatum ATCC. 10953
Tiempo  Concentracion (Log 10 células) (Log 10 células)
Rango?? Rango??
0.78 mg/mL propoleo 8 ns ABC 9.2 ns B
1.56 mg/mL propoleo 4.7 + AB 6.8 ns AB
48 horas  Clorhexidina 0.12% 2.3 ++ A 2 ++ A
DMSO +agua (1:1) 11 ns BC 11 ns BC
Sin tratamiento 14 ns C 11 ns BC
0.78 mg/mL propdleo 8 ns ABC 6.8 ns ABC
1.56 mg/mL propoleo 2.2 ++ A 3.5 ++ A
120 horas  Clorhexidina 0.12% 4.8 + AB 4.7 + AB
DMSO +agua (1:1) 11 ns BC 11 ns BC
Sin tratamiento 14 ns C 14 ns C
General 8 8

1H Kruskall-Wallis, S. gordonii ATCC. 51656 (p=0.009<0.01 y p=0.009<0.01) y F. nucleatum ATCC. 10953 (p=0.027<0.05 y p=0.019<0.05), a las 48
y 120 horas, ajustada por empates

2 Prueba Z, para valores p (<0.05, <0.01y <0.001): *,** o *** mayor al rango medio y +, ++ 0 +++ menor al rango medio, y ns: no significativo.

3 Prueba de Dunn para comparaciones mltiples, donde la misma letra indica no diferencia entre los tratamientos que estan por debajo del promedio
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IV. DISCUSION

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto antibacteriano de
los extractos brutos, particiones y fracciones de propdleos peruanos y el efecto de
una fraccion sobre el espesor de un biofilm in vitro de S. gordonii y F. nucleatum.
Se demostrd que de los 13 extractos brutos de propéleos evaluados, solo 4 de ellos
presentaron efecto antibacteriano sobre ambas cepas. Asi mismo, la fraccion
metanolica del propoleo de Oxapampa presento efecto sobre el espesor del biofilm
creado in vitro. Por otro lado, al lograr estandarizar la creacion in vitro de biofilm
oral de varias especies, se recomienda continuar realizando estudios que incluyan
nuevas especies, obteniendo no solo biofilm periodontales, sino también

cariogeénicos, endoddnticos, entre otros.

Por otro lado, tradicionalmente cuando se han evaluado los efectos antimicrobianos
de cualquier producto natural se opta por la elaboracion de extractos con diversos
tipos de solventes como etanol, metanol, agua o sus combinaciones;16:25304184-88 gjp
embargo, al evaluar solamente el extracto bruto no se llega a conocer si el efecto

bioldgico deseado se debe a todos o solo algunos de los compuestos.

Los resultados de la presente investigacion mostraron que, de los trece propoleos
peruanos evaluados, cuatro de ellos presentaron efecto antibacteriano sobre ambas
cepas evaluadas, Estos resultados difieren de otras investigaciones que evidencian

el gran poder antibacteriano de los propodleos frente a todos los microrganismos
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evaluados.1#16:1923 Aunque existen diversos estudios de propdleos peruanos que
han mostrado efectos sobre bacteria orales, todos ellos han estado enfocados a otros
tipos de bacterias orales; asi tenemos prop6leos de la Libertad sobre Streptococcus
mutans,?*®2 propdleos de Huacho, Cajabamba sobre Streptococcus mutans.®384
propoleos de Arequipa, Hudnuco y Huaraz sobre Streptococcus mutans vy
Streptococcus oralis.®>8 La presente investigacion es el primer estudio que ha
evaluado prop6leos peruanos sobre bacterias vinculadas al crecimiento de biofilms

subgingivales.

Los extractos brutos organicos de propdleos con los mayores halos de inhibicién
fueron los procedentes de apiarios de Chontabamba, Saylla, Yura y Oxapampa,
siendo este Gltimo muy estudiado y con efectos similares en estudios previos.®’-8
La gran vegetacion del valle de Oxapampa donde se encuentra en abundancia
especies como: Dictyocaryum lamarckianum (palmera), Juglans neotropica (cedro)
Cyrtocymura scorpioides (Hierva de San Simon) Vernonanthur, patens (Kunth) y
Baccharis latifolia (Chilca), Cecropia spp, Inga spp y Pinus tecunumanii (Pino
rojo), sumado al clima tropical de esta zona (ceja de selva),®® ofrecen una variedad
de componentes activos que son transportados por las abejas a sus colmenas en

forma de propdleos,®*3 potenciando sus propiedades bioldgicas.
prop

En el presente estudio, luego de identificar a los extractos brutos organicos de los
cuatro propdleos con mayor halo de inhibicién sobre cada bacteria evaluada, se
realiz6 las particiones, encontrando que los mayores efectos antibacterianos se

presentaron en los residuos, butandlicos y cloroférmicos de todos los propoleos
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estudiados. Aunque no existen estudios con particiones de propoleos peruanos, los
pocos realizados con propéleos de otras procedencias indican que algunos solventes
podrian tener mayor afinidad por ciertos componentes con efecto bioldgico,* asi se
encontrd que las cantidades de flavonoides y terpenos disminuian en el siguiente

orden: extracto cloroformico > extracto etandlico > extracto butandélico.-%"

En Perq, al igual que en muchos paises, los apicultores preparan de manera artesanal
los productos derivados de la colmena. El propoleo, una sustancia a la que le
atribuyen una gran cantidad de efectos terapéuticos, %. Sin embargo, muchos de
estos productos podrian estar siendo usados sin ningun control, siendo en varios
casos, toxicos para el consumo humano, por tanto, la toxicidad debe reconocerse
correctamente y utilizarse de manera razonable.® En el presente estudio, se evalud
la toxicidad sobre fibroblastos gingivales a través del porcentaje de viabilidad
celular.®® Se encontro que solo el residuo cloroférmico del propéleo de Oxapampa
resulté ser no tdxico, los resultados del ensayo MTT con méas de 92% de viabilidad
celular, sugieren una buena biocompatibilidad. Aunque existen pocos estudios que
han evaluado la citotoxicidad de los propdleos sobre esta linea celular, ellos

evidencian que estos son poco téxicos. 10010t

Al realizar la evaluacion de las fracciones de la particion cloroférmica, se encontré
que sélo la fraccién metandlica tuvo efecto inhibitorio, siendo su concentracion
minima inhibitoria de 0.78 mg/mL sobre ambas cepas evaluadas. Aungue no se han
reportado estudios de propdleos peruanos, otras investigaciones de propoleos

extranjeros han encontrado resultados similares.’%1% demostrando que la
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extraccion metanolica puede producir una mayor concentracion de compuestos con

actividad bioldgica.!*®

La mayoria de las bacterias residen de forma natural en acumulaciones llamadas
biofilms, que exhiben una tolerancia sustancialmente mayor a los antimicrobianos
en comparacion con las células flotantes libres. % Un biofilm es una comunidad de
bacterias que se han adherido a una superficie. Una vez adheridas, las células
comienzan a secretar sustancias poliméricas extracelulares (EPS) compuestas de
ADN extracelular, polisacéridos y proteinas. Las EPS atrapan los nutrientes y el
agua dentro de la biopelicula, permitiendo que las células maduren en condiciones
de riqueza en nutrientes, al tiempo que se protegen de la desecacion, las defensas
inmunoldgicas del huésped y los agentes antimicrobianos.°” En el presente estudio
al evaluar el efecto de la fraccion metandlica del propoleo sobre el espesor del
biofilm, se encontr6 que ambas concentraciones tuvieron un efecto mayor que la
clorhexidina a las 120 horas. Este ultimo resultado podria explicarse porque uno de
los factores que contribuyen a la resistencia de las infecciones mediadas por biofilm
puede ser el retraso en la penetracion de agentes antimicrobianos cargados debido
a la union de la robusta matriz de EPS, lo que impide el acceso completo a toda la
biopelicula.2%®1% Sin embargo, la fraccion de propdleo a diferencia de la
clorhexidina estd compuesta por mas de un componente activo, incluyendo
flavonoides, acidos fendlicos, terpenos, acidos aromaticos y otros.*° Siendo dificil
identificar las sustancias quimicas exactas que subyacen a un determinado efecto

asi como; los mecanismos bioquimicos definidos.!112
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Por su parte, los resultados mediante PCR mostraron que la concentracion de 1.563
mg/mL de la fraccién metandlica de propdleo disminuyé la cuantificacion del
namero de copias de los genes srtA de S. gordonii y radD de F. nucleatum a las 120
horas. Aungue no existen trabajos previos que evallen el efecto de propdleos sobre
biofilms de estas especies, se han desarrollado investigaciones que sugieren que el
propoleo tiene un efecto dosis-dependiente en la inhibicion de los genes implicados
la adherencia, mostrando un potencial mas alla de la inhibicion del crecimiento

bacteriano.343¢

Los productos naturales representan potenciales agentes de control para ser
utilizados en tratamientos dentales terapéuticos.!%!! En el presente estudio destaco
el efecto antibacteriano y antibiofilm in vitro de la fraccion metandlica del propdleo
de Oxapampa. A pesar de los resultados prometedores, se debe enfatizar que este
ensayo experimental no refleja las complejas interacciones polimicrobianas y
ambientales presentes en la cavidad bucal. Por otro lado, complementar los
resultados de este estudio con la separacion y la identificacion de los componentes,
comprender las dianas terapeuticas, asi como, los mecanismos de accion de estos
propoleos ayudarian a evaluar nuevas moléculas para la formulacion de nuevos

suministros farmacoldgicos que podrian ser valiosos en el campo de la odontologia.
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V. CONCLUSIONES

Los extractos brutos organicos de los propéleos de Chontabamba, Saylla, Yura y
Oxapampa presentaron efecto antibacteriano sobre cepas de S. gordonii ATCC®

51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™,

Los residuos cloroformicos de los propoleos de Chontabamba, Saylla, Yura y
Oxapampa presentaron efecto antibacteriano sobre cepas de S. gordonii ATCC®
51656™ vy |os residuos butanolicos de los propdleos de Saylla y Oxapampa
presentaron efecto antibacteriano sobre cepas F. nucleatum ATCC® 10953™, Solo
el residuo cloroférmico de los propdleos de Oxapampa tuvo efecto sobre ambas

cepas.

El residuo cloroférmico del propdleo de Oxapampa fue el Unico residuo que no

presento toxicidad sobre la linea celular HGF-1 - ATCC CRL-2014.

La fraccion metanolica del residuo cloroférmico del propoleo de Oxapampa
presento efecto antibacteriano sobre cepas de S. gordonii ATCC® 51656™ y F.

nucleatum ATCC® 10953™,

La concentracion minima inhibitoria de la fraccion metanolica del residuo

cloroformico del propdleos de Oxapampa sobre cepas S. gordonii ATCC® 51656™

y F. nucleatum ATCC® 10953™ fue de 0.78 mg/mL.

43



La fraccion metandlica del residuo cloroférmico del propdleos de Oxapampa no
presentd toxicidad sobre la linea celular HGF-1 - ATCC CRL-2014 en las

diluciones de 0.78 mg/mL y 1.563 mg/mL.

Las concentraciones de 0.78 mg/mL y 1.563 mg/mL. de la fraccién metanodlica del
residuo cloroférmico del propdleos de Oxapampa presentaron efecto sobre el

espesor del biofilm a las 48 y 120 horas.

La concentracion de 1.563 mg/mL. de la fraccion metanolica del residuo
cloroférmico del propéleos de Oxapampa presento efecto sobre el nimero de copias
del gen srtA de S. gordonii ATCC® 51656™ y gen radD de F. nucleatum ATCC®
10953™ 3 las 120 horas, mientras que a las 48 horas solo present6 efecto sobre el

namero de copias del gen srtA de S. gordonii ATCC® 51656™,
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con esta linea de investigacion realizando un estudio
estacional, asi como, la identificacion y cuantificacion de los componentes en el

propdleo de Oxapampa.
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Cavetaro Heredia hace comstar que el comité msituconal de érca en mvestgacyin aprobo de
manera expedita b ENMIENDA/MODIFICACION del proyecto de investyzacon seialado 2

CORALCION.

Titwlo del Provecto : “Efccto antibacteriano de propoleos peruanos en un
modelo de biofilm periodontal creado in viro®,

Coidiga de mscaipeion < 66846
Investigador principal : Millones Gomez, Pablo Alejandro

La enmienda/medificacian corresporsde a Jos sypulentes documentos:

L. Protocaks de investigacian, version reabeda en techa 05 de noviembre del 20145

L, 06 de noviembre del 20190,

Dra. Frnne Samalviles Cuba
Preskdenta
Comite Institucional de Etica en [nvestigacion

Av. Horario Delgado 430, SMP 15102 9
Apartado pastal 4314
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duciBohonas-upch.pe &
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Imagen 1y 2: Crecimiento del biofilm de S. gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™ a las 48 horas. Imdgenes
tomadas mediante microscopia confocal LSM 880 (Zeiss)
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Imagen 3 y 4: Crecimiento del biofilm de S. gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™ a las 120 horas. Imdgenes
tomadas mediante microscopia confocal LSM 880 (Zeiss)



Imagen 5: Crecimiento vertical del biofilm de S. gordonii ATCC® 51656™ y F. nucleatum ATCC® 10953™ q las 120 horas.
Imagenes tomadas mediante microscopia confocal LSM 880 (Zeiss)



