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1. INTRODUCCION

La resina proveniente del metabolismo de las plantas y colectada por las abejas Apis
mellifera en su actividad natural como material de refuerzo y estabilizacidn de la colmena,
denominado “propdleo”; a ganado interés en la comunidad cientifica internacional, no solo
desde el punto de vista estructural o fisicoquimica, sino principalmente por sus propiedades
bioldgicas, que resultan importantes en la salud humana.

Es claro el papel que juega la relacion del origen botanico, la composicion quimica del
propo6leo y sus propiedades medicinales de cada region del mundo. Los expertos han
determinado que la topografia colombiana con tres cordilleras, dos océanos, selvas
hamedas, llanuras tropicales, paramos e incluso montafias con nieves perpetuas y su
ubicacion geografica posibilita la existencia de un gran nimero de especies animales y
vegetales, distribuidas en varios ecosistemas. (Instituto Alexander von Humboldt, 2007).
Dentro de la flora colombiana existen diversas especies de interés apicola, ellas son fuentes
de polen, néctar y de propoleos.

Barragéan L., Ortiz J. y Barragan C. (1988), recolectaron muestras de propdleo provenientes
de Fusagasuga, Tunja y Neiva, con el fin de verificar la actividad bioldgica del propéleo de
Colombia. Los microorganismos utilizados en la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) provenientes del Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Nacional de Colombia, fueron Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis,
Streptococcus piogens, Corynebacterium sp. (2 cepas). Los solventes seleccionados para
establecer un sistema de solubilidad del propdleo oOptimo fueron etanol (96%),
propilenglicol y etanol: propilenglicol en proporciones 1al1,1a2y2al. Los rangos de
solubilidad obtenidos en cada sistema solvente se describen en la siguiente tabla.
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Tabla. Rangos de solubilidad del propoéleo estudiado

SISTEMA SOLVENTE | PORCENTAJE DE SOLUBILIDAD
Etanol 96% 23,3% a 28,3 %
Propilenglicol 10,9 % a 15,7 %
Etanol:Propilenglicol (1:1) 14,0 % a 26,0 %
Etanol:Propilenglicol (2:1) 19,2% a 24,3 %
Etanol:Propilenglicol (1:2) 16,5% a 23,6 %

En general los resultados de la CMI estan por debajo de 1,0 mg de propoleo por 10 ml de
medio de cultivo. Las muestras de Fusagasuga presentaron los menores valores de CMI y
los extractos de etanol:propilenglicol 1:2 presentaron menores valores de CMI.

Solano, Coronado y Sanabria (2000), seleccionaron tres tipos de propbleo de diferentes
regiones de Colombia (Boyac4, Quindio y Cundinamarca) con el fin de ser analizados por
sus propiedades antimicrobianas y antifungicas. Los microorganismos de ensayo
seleccionados fueron Bacillus subtillis, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Salmonella tiphy, Pseudomona aeruginosa, Candida
albicans, Aspergilus niger, Fusarium oxysporum, Mucor sp.

Por medio de los resultados del método de Perforacion y Difusion en gel, se hallaron las
Concentraciones Criticas (CC) de los extractos de propdleo, realizando la grafica de los
diametros de inhibicién al cuadrado (X?) vs. el logaritmo natural de la concentracién.

Concluyendo que frente al Bacillus subtilis los propéleos presentaron una actividad
antibacteriana elevada (Concentraciones Criticas: 26, 20 y 17 pg/ml) y frente a S.
agalactiae, M. luteus, B. subtilis, S. aureus una concentracion Critica de 5, 13, 17, 21 pg/ml
respectivamente.

Moreno Z., Martinez P. y Figueroa J. (2007), tomaron cuatro muestras de propéleo
argentino, cinco colombianos y uno cubano, buscando establecer el efecto antimicrobiano
In vitro sobre Streptococcus mutans ATCC 25175; principal microorganismo implicado en
el desarrollo de la caries dental.

Empleando la prueba de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en concentraciones 15 a
3.75 mg/ml, la totalidad de las muestras analizadas manifestaron actividad contra S.
mutans. Las muestras colombianas presentaron actividad inhibitoria a concentraciones
bajas, luego de periodo de exposicion de 24 horas.

La diversidad botéanica y las experiencias terapéuticas de conocimiento popular frente a
patologias en humanos y animales en el pais, hacen entrever un potencial alto del producto
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como agente antibiotico; de tal manera que esta actividad bioldgica debe ser investigada y
certificada, influyendo en el valor agregado del producto.

Los diferentes modelos bioldgicos (Virus, bacterias, hongos y parasitos) empleados en este
estudio van a permitir proponer la hipdtesis sobre la correlacion de las zonas
fitogeograficas de producciéon de propdleo de Apis mellifera y su accién bioldgica en
Colombia, lo que contribuye como aporte fundamental para alcanzar denominacion de
origen.

2. OBJETIVO GENERAL

Cualificar la actividad bioldgica in vitro de propoleos de abejas Apis mellifera de las zonas
productivas de los departamentos de Magdalena, Santander, Boyaca y Cundinamarca.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer el potencial antiviral del propéleo, de las regiones geograficas muestreadas
frente al Adenovirus tipo 5 humano ATCC VR-1516.

e Establecer el comportamiento del propo6leo en cuanto a su capacidad antibacteriana
frente a bacterias Gram positivas: Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Gram
negativas: Escherichiae coli ATCC 31617 por la técnica de concentracion minima
inhibitoria (CMI).

e Determinar si los propoleos de las diferentes regiones presentan principios activos que
inhiban el crecimiento de Trichophyton rubrum ATCC 28188, como modelo aplicado a
hongos dermatofitos.

e Valorar si los propoleos colombianos presentan la misma actividad antiparasitaria de
los propdleos cubanos asumiendo como modelo Chilomonas paramecium.

e Comparar si los extractos etandlicos de propoleo (EEP) al 70% y 96% tiene la misma
actividad antibacteriana, antifingica y antiparasitaria in vitro.

e Correlacionar los hallazgos de la actividad en microorganismos por los extractos
etanolicos de propdleo en las zonas productoras en estudio.

3. MATERIALES Y METODOS

Recoleccién de muestras
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El propoleo se colectara por reconocimiento de zonas geogréaficas diferenciadas por altitud,
cobertura vegetal circundante y énfasis en la produccion de propdleos por las abejas, en las
producciones apicolas que conforman las asociaciones de apicultores que integran este
proyecto; para esta diferenciacion se esta ejecutando en la actualidad, un proyecto sobre
cobertura vegetal de interés en la actividad de Apis mellifera. De acuerdo a las zonas
identificadas se tomaran muestras segin el inventario de apicultores por zona y la
frecuencia de recoleccion por época del afio.

Obtencidn del Extracto Etanolico de Propdleo (EEP)

Se retiraran impurezas mecanicas, se pesaran muestras de 50 g de propoéleo cada una, se
almacenara en un recipiente adecuado y se agregaran 250 cc de alcohol etilico de 70 y 96%
respectivamente, se taparan herméticamente en frascos de vidrio protegidos de la luz. Se
agitara cada muestra durante 28 dias y se dejara decantar durante 8 dias. Al cabo de ese
tiempo se pasara por papel filtro. Del extracto recolectado, se tomara una submuestra de 5
mL y se llevara a horno a 47°C por 24 horas para obtener el extracto blando. Posterior a
esto, se pesa el extracto blando y se comprueba la concentracion mg/ml de propéleo del
total de cada muestra (Tolosa, 2002; Park et al., 1998).

Microorganismos
Los microorganismos a utilizar en esta investigacion para verificar la actividad bioldgica
del propdleo, seran lineas estandarizadas American Type Culture Collection (ATCC) ha

excepcion del protozoario (Ver tabla).

Tabla. Microorganismos a usar en el estudio

Microorganismo in vitro Técnica de analisis
VIRUS

Adenovirus tipo 5 humano ATCC VR-1516. | Plaqueo
BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Staphylococcus aureus ATCC 6538 CMI
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Escherichia coli ATCC 31617 CMI
HONGOS

Trichophyton rubrum ATCC 28188 CMI
PARASITARIO

Chilomonas paramecium UN FMVZ LM CLP

ATCC American Type Culture Collection; UN FMVZ LM Laboratorio Microbiologia;
CMI Concentracion Minima Inhibitoria; CLP Concentracion de Lisis Parasitaria.
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Procedimientos Microbioldgicos

Actividad antiviral - Método de Plaqueo Viral: Se infectara un cultivo celular ATCC
HB-293 (células tipo hibridoma) con el adenovirus tipo 5 humano ATCC VR-1516 en
placas de cultivo y se adicionara el medio nutritivo del mismo en fase semisolida (agar,
agarosa, carboximetilcelulosa, metilcelulosa). De esta manera, cuando el virus infecte una
célula, su progenie solo puede migrar a las células inmediatamente vecinas, y no a las
alejadas, ya que el medio semisdlido limita su movilidad. En las células con tincién previa
(colorante vital, rojo neutro) se observardn zonas no tefiidas (placas de lisis),
correspondientes a las células destruidas por el virus inoculado. En este caso, se indica que
a cada placa de lisis corresponde una Unica particula infectante (Davis et al., 1990). El EEP
se pondra en contacto con el virus antes de infectar el cultivo celular en concentraciones
conocidas. El conteo de placas determinara la muerte viral. Se llevara un control con
alcohol al 96% y una palca sin efecto del EEP.

Bacterias ATCC: Se procedera a la activacion de las cepas de acuerdo a la indicacién de la
casa comercial. La cepa activada se sembrara en Agar con incubacion (37°C/24 h.);
observado el crecimiento bacterial como control de verificacion de la idoneidad de la
bacteria, se tomara una colonia media que se diluird en 10 ml de solucion salina a una
escala de turbidez de Mc. Farland No. 3 equivalente a 9 x 10® UFC/mL, y se incubara
(37°C/24 h.). Dejando lista la solucion bacteriana para la posterior inoculacion.

Actividad Antibacteriana: La técnica empleada para hallar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI), fue adaptada de la reportada por el equipo de Tolosa (2002). Consiste en
tomar los 10 primeros microtubos de la caja de microdilucion con 10 pL de caldo MH en
cada uno y 50 L de este caldo para todos los restantes; a estos 10 primeros microtubos se
afiade 90 pL del extracto de propoéleo (EEP con alcohol de 70% y 96%) y se realizan
diluciones seriadas en base dos. De esta manera se consiguen las diluciones mg/mL de
propoleo, de acuerdo al porcentaje de principio activo que se obtenga del extracto blando.

Posteriormente, se inocula 20 pL de solucion bacteriana en todos los microtubos. Para este
estudio se incluird un control con alcohol etilico al 96%. Luego de este proceso, se incuba
por 24 horas a 37°C. Pasado este lapso de tiempo se siembra de cada microtubo con asa
calibrada en placa de Petri con Agar BHI y se lleva nuevamente a incubacién bajo las
mismas condiciones. Este proceso se repite luego de 48 horas de exposicion de la bacteria
al propéleo.

Actividad Antifangica: En el caso del hongo la recuperacion se hara de acuerdo al método
que recomiende la ATCC segun sea el caso; se empleara la misma técnica en busca de la
Concentracion Minima Inhibitoria empleando el método de dilucion en medio papa
dextrosa agar (PDA); se colocara la espora en el centro de la placa de Petri e incubando a
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30°C en cuarto humedo por 20 dias, luego se observa el crecimiento radial del hongo de
acuerdo al NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1998) y se
calculara el porcentaje de inhibicién = ((crecimiento micelial del control — crecimiento
micelial en propdleo)/ crecimiento micelial del control) x 100 (Reyes Chilpa et al. 1997;
citados por Quiroga E. N., 2006).

Actividad Antiparasitaria - Concentracion de Lisis Parasitaria (CLP): Las Chilomonas
paramecium previamente purificadas en el laboratorio en placas de Petri, se tomaran 2 mL
de este cultivo, junto con 8 mL de agua destilada para realizar un control de supervivencia
inicial en cdmara de Neubauer (tiempo 0). Una vez realizado el control, se agregara una
cantidad conocida de EEP (70% y al 96% para diferentes cultivos) a diferentes diluciones,
y se procedera a cuantificar el porcentaje de lisis parasitaria en contacto con el propéleo en
Céamara de Neubauer y su influencia en el tiempo (tiempo 1,2,3 ..n) (Hollands I. et al.
1988).

Porcentaje de lisis = 100-((100 x numero de Chilomonas mdviles al tiempo 1,2,3..n)/
numero de Chilomonas mdviles al tiempo 0). Seran considerados positivos los ensayos que
mostraron un porcentaje de lisis superior al 50 % (Amador et al., 1998; Silva et al., 2004).
4. RESULTADOS ESPERADOS

Los resultados esperados en el presente proyecto son:

e Conocer la CMI, CLP y la concentracion que inhibe el plaqueo para cada uno de los
modelos biol6gicos propuestos, a partir del EEP.

e Encontrar correlacion de los propdleos segun las zonas productoras y su accion frente a
microorganismaos.

e Dar valor agregado al producto, bajo la justificacion cientifica de su accién bioldgica.

e Incluir al propdleo dentro de los productos diferenciados, buscando mejores alternativas
de comercializacion.

e Dar el sustento cientifico para posteriores investigaciones en el uso in vivo del propéleo
con animales y seres humanos.

e Proveer al apicultor colombiano de una herramienta cientifica que promueva ain mas el
consumo Yya tradicional del propdleo, como herramienta en el mejoramiento de la
calidad de vida.
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o Fortalecer el laboratorio de microbiologia en el analisis de este tipo de pruebas para el
fortalecimiento de la Cadena de las Abejas y la Apicultura.
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