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RESUMEN

El propdleos, un fitofarmaco de origen mixto, vegetal y animal, que es utilizado
ampliamente debido a su compleja composicidon quimica, existiendo particularidades
fitodemogréficas que la diferencian en sus principios activos. La posibilidad del uso de
propoleos en odontologia ha alcanzado un alto desarrollo en la busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas aprovechando al maximo sus propiedades. Entre éstas se
pueden destacar las actividades bacteriostaticas, bactericida, fungistatica, fungicida,
virustatica, viricida, antioxidante, antitumoral, cicatrizante, entre otras. Por esta razon, el
objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antifiingica de los extractos etanolicos
de propoleos (EEP) sobre Candida albicans, evaluar la capacidad formadora de biofilms
y su adherencia a las resinas acrilicas. Se utiliz6 EEP al 80% para prueba de difusion en

agar con discos y pocillos con el fin de determinar la sensibilidad y por medio de los
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métodos de la policubeta, del tubo y agar rojo congo para observar la capacidad de
formacion de biofilms y la adherencia a la superficie de resinas acrilicas. La actividad
inhibitoria se demostrd con halos > a 10mm, se observo la capacidad de las cepas en
producir biofilms y su adhesion con los métodos mencionados. A partir de este trabajo
podemos concluir que el EEP obtenido tiene actividad antifingica in vitro sobre Candida
albicans spp aislada de pacientes con candidiasis oral, observandose que estas levaduras
son formadoras de biofilms microbiano con la capacidad de adherirse a diferentes

superficies.

PALABRAS CLAVE: Candida Albicans — Prop6leos — Actividad antifungica — Biolfilms

INTRODUCCION

El género Candida comprende mas de 150 especies cuya principal caracteristica es la
ausencia de reproduccion sexual (1), con un modo de desarrollo predominantemente
unicelular. Solo una docena de estas especies poseen la capacidad de adaptarse a 37 °C
y actuar como patdgenos oportunistas en humanos, entre ellas C. albicans, C. tropicalis,
C. kefyr, C. krusei, C. guillermondii y C. parapsilosis (2,3). Estas levaduras
presentan un marcado dimorfismo celular y, en el tejido infectado, coexisten tanto
formas levaduriformes como filamentosas, lo cual constituye un rasgo clave de su
virulencia (4,5).

C. albicans se caracteriza ademas por su capacidad de formar biofilms (6), los cuales
presentan una arquitectura tridimensional compleja y altamente organizada. La
formacion de biofilms representa un importante factor de patogenicidad, ya que confiere
tolerancia a diversas terapias antifingicas mediante la limitacion de la penetracion de
farmacos a través de la matriz extracelular (7). Adicionalmente, el crecimiento en forma
de biofilm protege a las células fingicas de la respuesta inmune del hospedador y
promueve la diferenciacion fenotipica asociada a la tolerancia antifingica (8).

En la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, numerosos investigadores han
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evaluado la actividad antifungica de productos naturales sobre Candida spp.,
destacandose entre ellos el propoleos. Este fitofarmaco de origen mixto, vegetal y animal,
es una resina compleja cuya composicion quimica varia segun factores geograficos y
botanicos, determinando diferencias significativas en sus principios activos (9—11). En
Odontologia, el uso del propdleos ha cobrado creciente interés debido a sus propiedades
antimicrobianas, antiinflamatorias y antifingicas. Se ha demostrado que flavonoides
como la pinocembrina y la galangina, asi como el éster fenetilico del 4cido cafeico
(CAPE), poseen actividad antiflingica mediante mecanismos asociados a la inhibicién
de la ARN-polimerasa y alteraciones en membranas y paredes celulares (12,13).
Diversos estudios in vitro recientes han confirmado la eficacia antifungica del propdleos
frente a Candida albicans, incluyendo su actividad inhibitoria del crecimiento, la
formacion de biofilms y la adhesion a superficies protésicas y acrilicas, lo que refuerza
su potencial aplicacion clinica en el manejo de la candidiasis oral (14-16-17).

El objetivo del este trabajo fue determinar la actividad antifungica de los extractos
etanolicos de propoleos (EEP) sobre Candida albicans ssp, evaluar la capacidad

formadora de biofilms de esta cepa y su adherencia a diferentes superficies.

DESARROLLO

Los extractos se obtuvieron por maceracion simple utilizando etanol 80% como solvente
de extraccion y un 20% de materia bruta prima de propdleos procedente de Mendoza,
Argentina, que fueron rotoevaporados para los ensayos de susceptibilidad. Para el
aislamiento microbiano se tomaron muestras con hisopo estéril de la mucosa palatina de
pacientes con Estomatitis Subplaca y fueron trasladadas en medios de transporte
(Culturette, Eurotubo®), la identificacion se realizd mediante las caracteristicas
fenotipicas, como la descripciéon de la macro y micromorfologia, la tipificacion
auxanografica y el medio diferencial CHROM agar Candida .Las cepas identificadas se
conservaron a -80° C utilizando medio nutritivo adicionado con 30% de glicerol. Una

vez identificada se estandarizo el Inoculo de Candida albicans, en suspension de

Revista Digital de la Facultad de Odontologia de la U.N.N.E. (REDI) Vol.9 N°1 /2025/ ISSN: 2591-2763



REVISTA DIGITAL

levaduras en fase logaritmica, a la turbidez correspondiente al tubo 1 del nefelometro de
Mac Farland para los ensayos de sensibilidad in vitro mediante pruebas de difusion en
agar con pocillos y discos impregnados.

En una caja de Petri con 20 mL de agar Sabouraud se realizaron perforaciones con un
sacabocados de 5 mm de didmetro y se realizo la siembra en superficie con hisopo estéril,
en cada una se colocaron 10 pL del extracto de al 20%, ademads, previamente fueron
impregnados discos de papel Whatman N° 4 de 5 mm de didmetro, con 10 pl del extracto,
se dejaron secar en estufa a 37° C durante 24 horas y fueron colocados en la placa. Para
descartar el efecto del solvente se realizé un blanco con alcohol de 80°. Las placas se
incubaron en estufa a 35-37 °C durante 48 horas en condiciones aerdbicas.

Para evaluar la capacidad de las cepas aisladas de producir biofilms se utilizaron:
1.Método de la policubeta: donde la cepa fue inoculada en 10 mL de caldo Sabouraud
adicionado con 1% de glucosa e incubado a 37 °C durante 24 horas, luego en el proximo
tubo se diluy6 (1:100) en 10 mL de medio y por ultimo se agregd a 2 tubos con estas
disoluciones 500 pl de extracto etandlico de propoleos (EEP). Alicuotas de estas
suspensiones se inocularon en pocillos de policubetas de poliestireno que fueron
incubados a 37 °C durante 24 horas. Para el revelado, los pocillos se lavaron suavemente
cuatro veces con solucion fisiologica estéril, se fij6 con una solucion de acetato de sodio
al 2% y se dejo secar en posicion invertida durante 1 hora. Las células adheridas se
colorearon con una solucion de cristal violeta al 0,2% durante 5 minutos, el exceso de
colorante se elimino por dos lavados con solucion fisioldgica estéril. Los resultados se
expresaron como: 0- no formador, 1- formador de biofilms. Se empled un control
negativo de medio sin inocular.

2- Método del tubo: una ansada de cultivo se inoculd en tubos de 10 mL caldo
Sabouraud adicionado con 1% de glucosa e incubado a 37 °C durante 24 horas. Luego
del periodo de incubacion los tubos fueron lavados suavemente cuatro veces con solucion
fisiologica estéril, secada en posicion invertida durante 1 hora y tefiida con una solucion

de cristal violeta al 0,2%, el exceso de colorante se elimin6 por dos lavados con solucion
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fisioldgica estéril. Los resultados se expresaron como: 0- no formador, 1- formador de

biofilms. Se emplearon un control de medio sin inocular.

3- Método del Rojo Congo: placas conteniendo medio Agar Rojo Congo, 10 g/l de agar
y 8 g/l de rojo congo, fueron inoculadas con C. albicans e incubadas a 37°C durante 24
horas. La aparicion de colonias negras con una consistencia cristalina y seca indic6 la
capacidad de la cepa de producir biofilms.

Para determinar la capacidad de las cepas de adherirse a diferentes superficies inertes se
aplico el método del tubo modificado, con la adicion de placas de acrilico al caldo de
cultivo Sabouraud. Para el revelado del biofilms se colocaron las placas en tubos
estériles y se continud repitiendo el mismo procedimiento citado anteriormente.

Los resultados de los halos de inhibicion obtenidos por la técnica de difusion en agar
por discos impregnados y pocillos se presentan en tablas y figuras, presentando media
y desvio estandar. La comparacion de las medias de discos y pocillos se realizo por

medio de la T de Student para un p <0.05 utilizando programa Infostat 2006.

RESULTADOS

Todas las muestras obtenidas de la cavidad bucal de la zona palatina de los pacientes
fueron identificadas como Candida albicans segun técnica descrita, Fig. 1.

Mediante la prueba de difusion en agar con pocillos y discos impregnados, se determind
la actividad inhibitoria del EEP frente a la cepa Céndida albicans, Fig 2. Se tom6 como
parametro un halo de inhibicion > a 10mm como susceptible y < a 10 mm como no
susceptible. Se pudo observar que en ambas técnicas el halo de inhibicion del EEP sobre
el crecimiento de C. albicans fue > a 10mm, reportando la susceptibilidad del
microorganismo frente al producto natural. Asi mismo el halo de inhibicion obtenido a
partir de la técnica de pocillo fue superior al de los discos impregnados. En la Tabla 1
se muestran las mediciones de las pruebas realizadas en las dos técnicas y su media y

desvio. En la Tabla 2 la comparacion de medias de las 2 técnicas.
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En la Fig. 3 se observa la evaluacion de capacidad de formacion de biofilms por el
método de la policubeta. En la técnica del tubo, Fig. 4, se observé formacion de biofilms
en los tubos sembrados con la cepa en estudio. Los resultados obtenidos para evidenciar
la presencia de colonias negras coincidentes con cepas formadoras de biofilms fueron
positivos para esta cepa, se pudo confirmar la capacidad de las colonias aisladas en el
presente trabajo. En cuanto a la formacion de biofilms en las placas acrilicas el revelado
demostro la capacidad de la cepa para adherirse a la superficie de la resina acrilica, Fig.
5

Figura 1: Resultados de la identificacion de especie de Candida albicans por método de Chrom agar. A: vista superior

de la placa y B: vista inferior de la placa.

Figura 2: Prueba de difusion en agar por método de pocillos y discos impregnados. A: observacion de los

resultados de la inhibicion, B: marcacion de los limites de los halos de discos y pocillos, C, D, E y F: medicion

con regla milimetrada en los dos sentidos.
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Figura 3: Método de policubeta A) Suspensiones inoculadas en la policubeta. 1: medio fresco sin inocular, 2:
suspension de C albicans spp en medio, 3: suspension 1/100 de C albicans sp en medio, 4: suspension de C
albicans spp mas EEP y 5: suspension 1/100 de C albicans spp mas EEP. a, b, c: por triplicado. B) Resultado de
la policubeta. 1: a, b y ¢ no formador de biofilms, 2 y 3: a, b y ¢ formador de biofilms y4 y 5: a, b y ¢ cubeta con

tincion positiva.

TS G

N

Figura 4: Resultado de la tincion de los tubos de vidrio para evaluar la formacion de biofilms. A: tubo de vidrio

inoculado con 1/100 de C albicans, B: tubo de vidrio inoculado con C albicans y C: tubo de vidrio inoculado con
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C albicans mas EEP.

Figura 5: Técnica de adherencia a las resinas acrilicas. A: tubos estériles con medio incubado con C albicans, B: placa de
acrilico transparente incubado por 24 horas, C: lavado con solucion fisiologica de las placas de acrilico, D: placas de acrilicos

fijadas con acetato de sodio al 0,2%, E: secado de las placas, F: preparacion del colorante y G: tincion con cristal violeta.
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Tabla 1: Medicion de halos de inhibicion para el EEP frente a Candida albicans. Promedio total de

difusion con técnica de pocillo= 21.9. Promedio total difusion con discos de papel = 14m

Ensayo Didm. Der -izq Diam. sup — Inf. Promedio
Difusion con pocillos 1 22,5 mm 20.5mm 21.5mm
Difusién con pocillo 2 21mm 24mm 22.5mm
Difusion con pocillo 3 23mm 22mm 22.5mm
Difusion con pocillo 4 19.5mm 23mm 21.2mm
Difusion con papel 1 16mm 13.5mm 14.7mm
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Difusion con papel 2 16mm 17.5mm 16.7mm
Difusion con papel 3 12mm 11.5mm 11.7mm
Difusion con papel 4 12.5mm 13.5mm 13mm

Tabla 2: Prueba T para comparar medias de las pruebas de pocillos y discos.

Variable n Media D.E LIOYS) |[LSOS | T P(bilateral)
Promedio 4 21.93 0.68 20.85 23.00 66.95 <0,0001
pocillos

Promedio 4 14.03 217 10.58 17.47 12.95 0,0010
discos

DISCUSION

En el presente estudio se demostro la actividad inhibitoria in vitro del extracto etandlico
de propoleos (EEP) frente a Candida albicans, con halos de inhibicion de 21,9 mm en la
técnica de pocillos y 14 mm en discos impregnados. La mayor difusion observada en
pocillos coincide con reportes recientes que indican que en los discos parte de los
compuestos fenodlicos puede quedar retenida en la matriz del papel, reduciendo su
disponibilidad antifingica (18). Resultados similares fueron publicados por Prataviera et
al. (2022), quienes observaron mayor efecto antifingico del EEP frente a C. albicans
cuando el extracto se aplico en pocillos en comparacion con discos debido a la liberacion

mas eficiente de flavonoides y CAPE (19).
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Estudios contemporaneos confirman la efectividad del propoleos como agente
antifungico. Rodriguez-Canales et al. (2023) demostraron halos superiores a 15 mm
frente a C. albicans con extractos etandlicos latinoamericanos, mientras que Mohammadi
(2021) registro efectos fungistaticos y fungicidas dependientes de la concentracion y del
origen geografico del propodleos (20,21). De manera similar, De Farias et al. (2020)
reportaron que el EEP inhibe la formacion de hifas y genera desorganizacion celular,
atribuyendo esta accion a los flavonoides pinocembrina, galangina y CAPE (22).

Otras investigaciones recientes compararon la accién del propoleos con antifingicos
convencionales. Castillo-Hernandez et al. (2022) informaron que combinaciones de EEP
con fluconazol potencian el efecto antifingico frente a cepas resistentes, mientras que
Ribeiro et al. (2021) demostraron que el propoleos muestra una CIM comparable a la de
nistatina en cepas clinicas de C. albicans (23,24). Estos datos respaldan los resultados
obtenidos en este estudio y confirman que el propoleos representa una alternativa
terapéutica viable para el manejo de la candidiasis oral, especialmente ante el aumento
de la resistencia antifingica documentada desde 2020 (Arastehfar, et.,al 2020).
Respecto a la capacidad formadora de biofilms, en este estudio se corrobord la
produccion de biofilms en 24 horas mediante las técnicas de tubo, policubeta y agar rojo
Congo. Este hallazgo coincide con investigaciones recientes que describen la rapida
maduracion de biofilms de C. albicans, los cuales adquieren estructura tridimensional
en menos de un dia, aumentando su resistencia a agentes antimicrobianos. Rossoni et al.
(2021) destacaron que la formacion de biofilms constituye el principal mecanismo de
virulencia de C. albicans y explicaron que su matriz extracelular reduce la penetracion
de antiflingicos y protege al microorganismo frente a la respuesta inmune.

En relacion con la adhesion a superficies acrilicas, los resultados observados también
coinciden con literatura reciente. Un estudio de Wang et al. (2020) demostré que la
rugosidad superficial del acrilico favorece la adhesion de C. albicans y potencia la
formacion de biofilms, lo que explica la colonizacion observada en las placas de resina

utilizadas en este trabajo (28). Ademas, Pineda et al. (2021) confirmaron que C. albicans
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muestra mayor afinidad por acrilicos de polimetilmetacrilato (PMMA) y por poliamidas,
debido a sus caracteristicas hidrofobicas y microtopograficas (29).

Por su parte, Cavalheiro y Teixeira (2021) indicaron que la colonizacion de Candida
puede presentarse tanto en biofilms monoespecificos como mixtos, coexistiendo con
bacterias orales en condiciones de desbalance microbiologico, lo que incrementa la
resistencia y persistencia clinica de las lesiones (30). Esto respalda la importancia de
evaluar la interaccion de C. albicans con biomateriales odontolégicos como parte del

analisis de su patogenicidad.

Ante la diversidad de métodos disponibles para evaluar la formacion de biofilms y la
adhesion fungica, los procedimientos empleados en este estudio —incluyendo tinciones
con cristal violeta y rojo Congo— han sido validados recientemente por investigaciones
in vitro como técnicas confiables y reproducibles para la cuantificaciéon de biomasa
fungica adherida (31). En conjunto, los resultados obtenidos son consistentes con la
literatura actual y fortalecen la evidencia sobre el potencial del propdleos como agente

antiflingico y anti- biofilm en el ambito odontologico.

CONCLUSION:

A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que el extracto etandlico de
propdleos (EEP) procedente de Mendoza presenta actividad antifingica in vitro
significativa frente a Candida albicans aislada de pacientes con candidiasis oral,
evidenciada por halos de inhibicion superiores a 10 mm en ambas metodologias
empleadas. El método de pocillos mostré una difusion mas eficiente del extracto en
comparacion con los discos impregnados. Asimismo, se verificd que Candida albicans
posee elevada capacidad formadora de biofilms, confirmada mediante los métodos de
policubeta, tubo y agar rojo Congo. La cepa también mostr6 fuerte adherencia a
superficies acrilicas, lo que refuerza la relevancia clinica de su interaccion con

materiales odontologicos utilizados en protesis.
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