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Resumen

Los extractos etandlicos del propodleos poseen actividad antifungica en diferentes especies de
levaduras, propiedad de importancia por ser una opcion terapéutica econémica y poco toxica
respecto a los antimicoéticos tradicionales, de particular utilidad sobre especies del complejo
Candida albicans, patdgeno oportunista. A pesar de que la composicion quimica general del
propdleos es similar en las distintas regiones del mundo, su actividad antifungica no parece
serlo. El objetivo fue determinar la actividad fungistética y fungicida de propdéleos venezolano y
de 3 regiones del mundo. Para ello cepas del Complejo C. albicans, C. guillermondi, C. krusei
y C. tropicalis se enfrentaron a distintas concentraciones de extractos etandlicos de propdleos.
Los propdleos de mayor actividad biolégica fueron los de Alemania e ltalia (10,2 mg/mL),
seguidos por el de Venezuela (15,6 mg/mL) y Espafia (18,8 mg/mL). La CMI en las especies
mas sensibles a los propoleos fueron C. kruseiy C. guilliermondii (8,6 mg/mL como promedio
de los 4 propdleos). Los extractos etandlicos de propdleos italiano y aleman son fungicidas
en todas las cepas estudiadas en diluciones de 1/32 (concentracion final de 3,12 mg/dL).Se
concluye que los extractos etandlicos de propdleos tienen efectos fungistaticos y fungicidas
sobre las especies del Complejo C. albicans, C. krusei, C. guilliermondii'y C. tropicalis; que
C. tropicalis es la especie mas resistente a la accion biolégica del propdleos y C. kruseiy C.
guilliermondii las mas sensibles; que los propodleos de Alemania e Italia son los mas efectivos
contra las especies de Candida aisladas de pacientes venezolanas.
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Abstract

Ethanol extracts of propolis have antifungal activity in different species of yeast, owned by
importance as a therapeutic economic option and low toxicity compared to traditional antifungal,
particularly useful on species of Candida albicans, opportunistic pathogen. Although the overall
chemical composition of propolis is similar in different regions of the world, their antifungal activity
does not seem to be. The objective was to determine the fungistatic and fungicidal activity of
Venezuelan propolis and 4 parts of the world. To do strains of C. albicans, C. guillermondi, C.
krusei and C. tropicalis faced different concentrations of ethanol extracts of propolis. Propolis
increased biological activity were from Germany and ltaly (10.2 mg / mL), followed by that of
Venezuela (15.6 mg / mL) and in Spain (18.8 mg / mL). The CMI in the most sensitive species to
propolis were C. krusei and C. guilliermondii (8.6 mg / mL as an average of 4 propolis). Ethanol
extracts of propolis Italian and German origin are fungicides in all strains tested at dilutions of
1/32 (final concentration of 3.12 mg/dL). It is concluded that ethanol extracts of propolis have
significant fungistatic and fungicidal effects on species C. albicans, C. krusei, C.guilliermondii
and C. tropicalis; C. tropicalis is the most resistant to biological action of propolis and C. krusei
and C. guilliermondii the most sensitive species; propolis that Germany and ltaly are the most
effective against species of Candida isolated from Venezuelan patients.
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Introducciéon

El propdleos es una sustancia resinosa, gomosa y balsamica recolectadas por las abejas (Apis
mellifera) con el fin de garantizar la asepsia de la colmena porque es particularmente Util en
el recubrimiento de los panales antes de la puesta de huevos y para embalsamar animales
muertos en el interior de la colmena que, por su tamafio no pueden ser expulsados, ademas
este compuesto es util en el tratamiento de afecciones humanas [1]-[2]. Es conveniente resaltar
que la composicion quimica del propdleos ademas de ser compleja, porque hasta ahora se le
han descrito mas de 250 compuestos, puede variar en dependencia directa de la flora del lugar
de origen, de la temporada de recoleccion, del tipo de vegetacion, de la especie de abeja, del
solvente empleado para su extraccion y de la region geografica, no obstante, y en general en
su composicion se han aislado terpenos polisacaridos, acidos aromaticos, polifenos, esteres de
acidos fendlicos, minerales, vitaminas y aminoacidos, compuestos que sin duda le dan un amplio
espectro de propiedades bioldgicas y farmacologicas, entre las que destacan las antioxidantes,
antiinflamatorias, hipoglicemiantes, inmunomoduladoras, antitumorales, anticancerigenas,
antiulcéricas, hepatoprotectoras, cardioprotectoras, neuroprotectoras, antibidtica y antifungica

[2)-[ [3]-[4]-[5]-[6] [7]-[8]-[9]-[10].

La actividad antifungica de los extractos de propdéleos se observa por inhibicion del crecimiento
y proliferacion en diferentes especies de levaduras como el ComplejoCandida albicans y
C. glabrata, accion posiblemente debida, al acido cafeico, el p. coumarate de bencilo, la
pinocambrina y la pinobanksina. Entonces el propdleos puede vislumbrarse como potencial
tratamiento contra las infecciones por hongos, tanto levaduriformes como filamentosos sobre
la base del constante aumento de la prevalencia de las micosis, del desarrollo de resistencia
a agentes antimicoéticos actuales, de los efectos adversos que poseen estos antimicoéticos y
porque la terapia con propdleos resulta econdmica y poco toéxica (dosis diarias de 1.400 mg/kg
no ocasiona efectos adversos en ratones, aunque el consumo bruto en el hombre puede generar
nauseas), de alli la necesidad de realizar ensayos sobre su efecto antimicético y también porque
la composicion quimica del propoéleos aunque similar puede presentar pequefias variaciones en
distintas regiones del mundo que requieren ser precisadas [1]-[2]-[3]-[11]-[12]-[13]-[14].

Ademas en paises en via de desarrollo donde son frecuentes las enfermedades debilitantes y
la desnutricion se producen generalmente micosis oportunistas, especialmente por el género
Candida spp, fundamentalmente en mucosas de la boca y vagina, en piel, ufias y de manera
excepcional en pulmones e intestino; ademas entre 2% y15% de los sujetos colonizados
pueden terminar en candidiosis diseminada, con mortalidad de hasta 79%, en consecuencia es
preciso adelantar investigaciones en paises como Venezuela donde la informacion es escasa,
a pesar de que la actividad biolégica del extracto etandlico de propdleos sobre Candida spp.
ha sido demostrada en diferentes regiones geograficas como Egipto, Turquia, Bulgaria, Brasil,
El Salvador y Cuba, por tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar la efectividad de
propodleos procedentes de 4 regiones geograficas distintas sobre el crecimiento de Candida
spp [15]-[16]-[17]-[18]-[19]-[20]-[21].

Materiales y métodos

Extractos etandlicos de propéleos

En este estudio se emplearon 4 propdleos comerciales al 60% (concentracion final de 100mg/
mL) producido por abejas Apis mellifera de regiones geograficas de Alemania (Berlin), Espafia
(Barcelona), Italia (Roma) y Venezuela (Carabobo). En la preparacion, por parte del apiario, de
estos propodleos se usé como solvente etanol al 70%.
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Cepas de hongos

Se usaron 4 cepas patdgenas del género Candida spp. de origen humano obtenidas de exudado
vaginal de cuatro mujeres distintas del estado Carabobo, Venezuela, estas fueron complejo C.
albicans, C. guillermondi, C. krusei y C. tropicales. Las cepas fueron mantenidas hasta su
utilizacion en el cepario del Laboratorio de Diagndéstico Bacteriolégico del Departamento de
Microbiologia de la Universidad de Carabobo. Las 4 cepas fueron identificadas, a través, de
las caracteristicas macro y microscopicas de cepas de cultivo por medio de procedimientos
tradicionales (filamentacion en suero, producciéon de clamidoconidios en agar harina de maiz,
crecimiento en CHROMagar Candida) (Sawaya et al., 2002). Las cepas C. albicans (ATCC
90028), C. krusei (OD-18 CG3 22003), C. guilliermondii (SA-34A 7206) y C. tropicalis (OD-17
CG2 22002) fue incluida como control de calidad.

Macrodilucion de las suspensiones micéticas con extractos etandlicos de propdleos

Las cepas para la pruebas fueron resembradas en caldo Sabouroud e incubadas a temperatura
ambiente por 24 horas para estimular el crecimiento, para ser luego repicadas en agar sangre
y mantenidas por 24 horas a temperatura ambiente y finalmente suspendidas en caldo
Sabouroud hasta alcanzar la turbidez del patrén Mc. Farland de 1% equivalente a 3.0x10% UFC/
mL en camara de Neubauer. Se prepard una bateria de 8 tubos de ensayos de 12x75 para
cada extracto etandlico de propdleos. En 6 tubos se realizaron diluciones seriadas (de 1mL)
de cada propdleos a partir de 60% (100mg/dL), Y2 (30%), "4 (15%), 1/8 (7,5%), 1/16 (3,75%)
y 1/32 (1,87%), en concentraciones que oscilan entre 13,12 y 100 mg/mL. Luego se agregé a
cada dilucién 100 pL (0,3 x 108 UFC) de la suspension al 1% de Mc Farland de cada hongo,
los extraidos de secrecion vaginal y los de referencia. Como controles se emplearon un tubo de
ensayo con solo cepa y otro con solo el propdleos, con esto se completa la bateria de 8 tubos.
Las mezclas se homogeinizan y mantienen a temperatura ambiente por 24, 48 y 72 horas. Las
pruebas se realizan por triplicado para cada extracto etandlico de propéleos.

Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

Al término de la incubaciéon se traspasd 10 pyL de cada tubo a placas de agar sabouroud
utilizando un asa calibrada, realizando la técnica de sembrado por agotamiento (Herrera, 2010),
posteriormente se incubo durante 24, 48 y 72 horas a temperatura ambiente, al término de este
tiempo se realiz6 inspeccion visual de cada placa. La CMI se determind como la concentracion
minima de extracto etandlico de propdleos donde no hubo crecimiento visible después del
periodo de incubacion [22].

Determinacion de la concentracién minima fungicida (CMF)

En este caso de cada tubo de dilucion se obtuvo una muestra de 10 pL y se inoculo en caldos
de agar sabouroud, los caldos se incuban por 72 horas tiempo maximo en que se observa
crecimiento del cultivo control y se realiza observacion visual de los caldos. La CMF fue
considerada como la concentracion mas baja en que se inhibe el crecimiento del hongo (en
mas de 90%) en el medio liquido utilizado [23].

Resultados

Se observd actividad inhibitoria en todas las especies de Candida y con los propdleos
comerciales de las cuatro regiones examinadas, pero con variaciones en la CMI entre los
diferentes extractos de propdleos, los de mayor actividad bioldgica fueron los procedentes
de Alemania e ltalia (10,2 mg/mL como promedio de la cepa tipo y estudiadas), seguidos
por el extracto etandlico de propdleos de Venezuela (15,6 mg/mL como promedio de la cepa
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tipo y estudiadas) y finalmente el de Espafa (18,8 mg/mL como promedio de la cepa tipo y
estudiadas). Con todos los extractos de propoleos la CMI fue igual para cepas de referencia
y estudiadas. Todas las especies de Candida vieron inhibido su crecimiento en consideracion
a la concentracion de extractos etandlicos de propoéleos en el siguiente orden: C. kruseiy C.
guilliermondii (8,6 mg/mL como promedio de los 4 propdleos), C. albicans (12,5 mg/mL como
promedio de los 4 propdleos) y C. tropicalis (concentracion promedio con todos los extracto
etanolicos de propdleos fue de 25 mg/mL como promedio de los 4 propdleos) (cuadro 1).

Cuadro 1. Valores de concentracion minima inhibitoria de extractos de propdéleos sobre cepas de Candida spp. de
referencia y aislada de secreciones vaginales de mujeres del estado Carabobo.

CMI (mg/mL)
Extracto de C. C K . C. tropicali
propoleos albicans |C. albicans| ~"“S®" | ¢ krusei |C. guilliermondii|C. guilliermondii| ,~ fopicals | ¢ tropicalis
(ATCC | (muestra) (C-TE (muestra) | (SA-34A 7206) |  (muestra) (O g (muestra)
CG3 22003) 22002)
90028)
Alemania 6,25 6,25 6,25 6,25 3,12 3,12 25 25
Espafia 25 25 12,5 12,5 12,5 12,5 25 25
Iltalia 6,25 6,25 3,12 3,12 6,25 6,25 25 25
Venezuela 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 25 25

Fuente: Pruebas fungistaticas realizadas por los investigadores.

Los extractos etandlicos de propdleos de origen italiano y aleman inhibe el crecimiento en mas
de 90% en todas las cepas estudiadas en diluciones de 1/32, cuya concentracion final es de
3,12 mg/mL, mientras que el espafiol y el venezolano lo hacen para todas las cepas estudiadas
a partir de la dilucion de 1/8 (12,5 mg/mL), es decir, son 4 veces menos eficientes que los
propoéleos Aleman e lItaliano. En todos los casos C. tropicalis requiere de diluciones de 1/4 (25
mg/mL) para que pueda inhibirse en mas de 90% su crecimiento en medio sélido. En resumen
se aprecia que la actividad fungicida es similar entre propdleos de Alemania e ltalia y entre los
originarios de Espafia y Venezuela (cuadro 2).

Discusion

Desde finales de la década de los 80 se reporta actividad fungistatica y fungicida de los
extractos etandlicos sobre levaduras aisladas de distintas partes del cuerpo humano, hecho
también corroborado en esta investigacion, pues se observo actividad inhibitoria en todas las
especies de Candida. examinadas, pero con variaciones en la CMI y CMF, al respecto la mayor
actividad bioldgica la mostraron los extractos etandlicos de propdleos de Alemania e ltalia
versus los de Espafia y Venezuela atribuible este hallazgo a la variabilidad en la composicion
guimica ya registrada en varias regiones del mundo, ya que, hasta ahora, aungue se tienen
indicios, no se ha demostrado que exista una sustancia individual o un grupo de ellas que sea
la responsable directa de la actividad bioldgica y se cree que las diferencias en cuanto a CMI
y CMF se deba a una accioén sinérgica entre diferente compuestos caracteristicos de cada
propodleos [23]-[24]-[25]-[26].
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Cuadro 2. Valores de concentracion minima fungicida de extractos de propdleos sobre cepas de Candida spp. de
referencia y aislada de secreciones vaginales de mujeres del estado Carabobo.
CMF (diluciones)
Alemania Esparia ltalia Venezuela
12 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32
C.albicans | - - - - + - + | + + + - - - + + - - + + +
C. krusei - - - + + - - + + + - - - - + - - + + +
C.
- Lo - - - + - - + + + - - - + + = = + + +
guilliermondii

C. tropicalis | - + + + + - + + + + - + + + + - + + + +

Fuente: Pruebas fungistaticas realizadas por el investigador.
-: inhibicion del crecimiento <90 %; +: inhibicion del crecimiento >90%.

1/2: concentracién extracto etandlico de propdleos al 30%; 1/4: concentracion extracto etandlico de propoéleos
al 15%; 1/8: concentracion extracto etandlico de propéleos al 37,5%; 1/16: concentracién extracto etandlico de
propdleos al 3,75%; 1/32: concentracion extracto etandlico de propéleos al 1,87%.

En este sentido, en Europa estudios con propdleos y su efecto sobre la inhibicion del
crecimiento de hongos del tipo Complejo C. albicans revelan, por ejemplo, que propdleos de
Francia son mas efectivos que los de Alemania y Austria. Por otro lado, la actividad fungicida de
los extractos etandlicos de propdleos para todas las especies de Candida aqui reportadas se
ubica entre 3,12 y 12,5 mg/mL, bastante por encima de lo hallado en otras investigaciones, con
rangos que se desplazan de 0,55 a7 mg/mL, igualmente se evidencian diferencias con otros
reportes en cuanto a la sensibilidad que esgrimen las especies de Candida spp. al extracto
de propdleos, toda vez que en este trabajo las especies mas sensibles fueron C. kruseiy C.
guilliermondii, seguida de C. albicansy finalmente C.tropicalis, mientras que, C. albicans resulto
la mas sensible al efecto inhibitorio del propdleos en otros estudios, diferencia atribuible al
riesgo incrementado de alteracion en la concentracion de los compuesto quimicos que puede
describirse con los propdleos de origen comercial [1]-[3]-[12]-[27]-[28]-[29].

Independientemente de las concentraciones descritas en este y otros reportes se comprueba
la propiedad antifungica del propdleos que resulta de especial importancia por ser una opcion
terapéutica econdmica y poco toxica, respecto a los antimicéticos tradicionales, interés que
se ve favorecido por la inclinacion del ser humano hacia el aprovechamiento de productos
naturales para afrontar sus problemas de salud, particularmente porque estos extractos
etandlicos de propdleos han resultado ser tan efectivos como la nistatina e incluso superan
a otros antifungicos como clotrimazol, econozol y fluconazol en el abordaje terapéutico de
candidiosis vaginal y oral de portadores de HIV en paises latinoamericanos como Argentina,
Brasil, Cuba, México y El Salvador, por tanto resulta oportuna su aplicacion como antimicético
en pacientes con déficit nutricionales y otros enfermedades debilitantes que con frecuencia
afecta a la poblacién econémicamente mas vulnerable de paises en via de desarrollo [1]-[3]-
[30]-[31]-[32]-[33]-[34]-[35]-[36]-[37]-[38]-[39].
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Conclusiones

Los extractos etandlicos de propdleos tienen importantes efectos fungistaticos y fungicidas
sobre las especies C. albicans, C. krusei, C. guilliermondiiy C. tropicalis; la C. tropicalis es
la especie mas resistente a la accion bioldgica del propodleos y C. krusei'y C. guilliermondii
las mas sensibles; los extractos etandlicos de propdleos de Alemania e ltalia son los mas
efectivos contra las especies de Candida spp. aisladas de pacientes venezolanas; la
informacion generada es valiosa y refuerza la escasa data que sobre este aspecto se tiene de
Venezuela; ademas se requiere de estudios que incluyan mayor numero de cepas por especie
y de extractos etandlicos de propdleos procesados por los investigadores; finalmente que
las investigaciones deben dirigirse hacia la identificacion de los compuestos del propdéleos
responsables de la actividad biolégica y su mecanismo de acciéon debido a los multiples
beneficios y propiedades medicinales que se le atribuye, méas de 20, y particularmente porque
se sabe son mas asimilables que los antimicdticos convencionales y mejoran la reaccion
inmunolégica del organismo, convirtiéndolos en excelentes candidatos para el tratamiento de
la micosis en humanos.
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