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RESUMEN

La caries dental continta siendo la enfermedad infecciosa mas prevalente a nivel mundial,
impulsada principalmente por la accion acidogénica del Streptococcus mutans. Ante las
limitaciones y efectos adversos de los antisépticos sintéticos tradicionales como la clorhexidina,
surge la necesidad urgente de validar alternativas terapéuticas naturales que sean bioseguras y
sostenibles. En este contexto, el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo general
evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etanolico de propdleo de la region Arequipa,
procesado mediante tecnologia de microencapsulacion, frente a cepas certificadas
de Streptococcus mutans ATCC 25175, con el propdsito de determinar su potencial efecto

anticariogénico y su viabilidad como un nuevo vehiculo farmacolégico.

El estudio fue experimental, in vitro, prospectivo, longitudinal y comparativo, realizado en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Catolica de Santa Maria. Se trabajé con
cultivos bacterianos estandarizados, sometidos a diversas concentraciones de extracto
microencapsulado (3%, 6%, 12%, 25% y 50%) con quitosano como matriz. Se utilizd
espectrofotometria para medir la densidad optica (absorbancia) a 500 nm, tras una incubacién

de 24 horas a 37°C, comparando los resultados con un grupo control sin tratamiento

Los resultados obtenidos revelaron una relacion dosis-dependiente inversa estadisticamente
significativa entre la concentracion del extracto y el crecimiento bacteriano. El grupo control
exhibi6 una absorbancia media basal de 2.4800 Abs, evidenciando una proliferacion bacteriana
exponencial. En contraste, las concentraciones experimentales demostraron una reduccion
progresiva de la turbidez: si bien las dosis bajas del 3% y 6% mostraron un efecto leve, se
identifico un punto de quiebre terapéutico a partir del 12% (1.3304 Abs). La mayor eficacia se
registré en la concentracion del 50%, la cual logré disminuir la absorbancia a un promedio de

0.8033 Abs.

Palabras clave: Propoleo, Streptococcus mutans, anticariogénico.



ABSTRACT

Dental caries continues to be the most prevalent infectious disease worldwide, driven mainly
by the acidogenic action of Streptococcus mutans. Given the limitations and adverse effects of
traditional synthetic antiseptics such as chlorhexidine, there is an urgent need to validate
natural therapeutic alternatives that are biosafe and sustainable. In this context, the general
objective of this research work was to evaluate the antimicrobial activity of the ethanolic extract
of propolis from the Arequipa region, processed using microencapsulation technology, against
certified strains of Streptococcus mutansATCC 25175, with the purpose of determining its

potential anticariogenic effect and its viability as a new pharmacological vehicle.

The study was experimental, in vitro, prospective, longitudinal, and comparative, conducted at
the Microbiology Laboratory of the Universidad Catolica de Santa Maria. Standardized
bacterial cultures were used, subjected to various concentrations of microencapsulated extract
(3%, 6%, 12%, 25%, and 50%) with chitosan as the matrix. Spectrophotometry was used to
measure optical density (absorbance) at 500 nm, following a 24-hour incubation at 37°C,

comparing the results with an untreated control group.

The results obtained revealed a statistically significant inverse dose-dependent relationship
between the extract concentration and bacterial growth. The control group exhibited a mean
basal absorbance of 2.4800 Abs, evidencing exponential bacterial proliferation. In contrast,
the experimental concentrations demonstrated a progressive reduction in turbidity: while the
low doses of 3% and 6% showed a mild effect, a therapeutic turning point was identified
starting at 12% (1.3304 Abs). The highest efficacy was recorded at the 50% concentration,

which managed to decrease the absorbance to an average of 0.8033 Abs.

Keywords: Propolis, Streptococcus mutans, anticariogenic.
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INTRODUCCION

Las enfermedades bucales continuan siendo una de las principales preocupaciones de salud
publica a nivel mundial. La caries dental, especificamente, afecta a una proporcion significativa
de la poblacion global, con una prevalencia de aproximadamente 3.5 mil millones de personas
que padecen algln tipo de afeccion dental, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
De estas, 2 mil millones de personas presentan caries en dientes permanentes, y 514 millones
de nifios tienen caries en sus dientes temporales. Esta patologia es particularmente prevalente
en paises de ingresos bajos y medios, donde los factores sociales y econdémicos influyen
considerablemente en el acceso a la salud bucal, asi como en la adopcion de medidas
preventivas y de tratamiento. La caries, al ser una enfermedad crénica y compleja, no solo
impacta la salud fisica de los individuos sino también su calidad de vida, generando dolor,

infecciones recurrentes y problemas en las funciones masticatorias y del habla (1).

Ademads del impacto sanitario, las enfermedades bucales generan costos economicos
considerables, tanto para los individuos como para los sistemas de salud publica. El tratamiento
de la caries requiere, en muchos casos, intervenciones quirurgicas, como empastes,
endodoncias, y en situaciones mas graves, la extraccion de dientes, lo que puede generar pérdida
de funcionalidad y estética dental. En Pert, un informe del Ministerio de Salud ha revelado que
la prevalencia de caries dental en escolares es de aproximadamente 85.6%, siendo la
enfermedad mds comun en nifios de 3 a 15 afios, lo que refleja la necesidad urgente de

estrategias efectivas de prevencion y tratamiento en salud bucal (2).

A lo largo de los afios, el enfoque para el tratamiento y prevencion de la caries ha dependido en
gran medida de agentes antimicrobianos y de la higiene oral. El uso de compuestos como la
clorhexidina y el fluoruro ha sido ampliamente adoptado en la practica clinica para combatir la
proliferacion de las bacterias causantes de la caries. No obstante, el uso prolongado de estos
agentes puede conllevar efectos adversos, tales como alteraciones en la microbiota oral y
resistencia bacteriana, ademas de una reduccion en la efectividad con el tiempo. En este
contexto, la busqueda de alternativas naturales y menos invasivas se ha intensificado en la
comunidad cientifica. Estas alternativas podrian ofrecer soluciones mas seguras y sostenibles
para la prevencion de la caries dental, sin los efectos secundarios asociados a los

antimicrobianos sintéticos (3).

El propdleo, una resina producida por las abejas a partir de exudados vegetales, ha demostrado

poseer propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias que lo convierten en un



candidato atractivo para el tratamiento de diversas patologias, incluida la caries dental. Esta
sustancia ha sido utilizada tradicionalmente en la medicina popular por sus efectos beneficiosos
sobre la salud, y estudios recientes han confirmado su potencial para inhibir el crecimiento de
diversas bacterias patdgenas, incluyendo Streptococcus mutans, una de las principales bacterias
involucradas en el desarrollo de la caries dental. La composicion quimica del propoleo varia
considerablemente dependiendo de las fuentes vegetales utilizadas por las abejas, lo que puede
influir en la potencia y efectividad de sus propiedades terapéuticas. Los principales compuestos
activos del propdleo son los flavonoides y los acidos fendlicos, que han demostrado actividad
antimicrobiana contra diversas cepas bacterianas. Estos compuestos no solo inhiben el
crecimiento bacteriano, sino que también interfieren en la adhesion de las bacterias a las

superficies dentarias, un factor clave en la formacion de la caries (4,5).

Aunque diversos estudios han evaluado la actividad antimicrobiana del propoleo, la mayoria se
han centrado en extractos provenientes de regiones especificas, como Europa y Brasil. Sin
embargo, la variabilidad en la composicion del propoleo segun la region geografica y la flora
local plantea la necesidad de realizar estudios més especificos en otras zonas. La region de
Arequipa, ubicada en el sur de Pert, es conocida por su biodiversidad unica, lo que podria
influir en la calidad y propiedades del propoleo producido alli. Sin embargo, hasta la fecha, se
carece de estudios sistematicos que evaltiien la actividad antimicrobiana de los extractos de
propdleo provenientes de esta region contra Streptococcus mutans. Esta brecha en el
conocimiento limita la implementacion potencial del propoleo local en tratamientos

odontolégicos preventivos o terapéuticos (6).

El proposito principal de esta investigacion es evaluar la eficacia del propoleo de Arequipa
como agente anticariogénico natural, comparando su actividad antimicrobiana con tratamientos
convencionales como la clorhexidina. A través de ensayos microbiologicos in vitro, se
determinard la concentracidon minima inhibitoria (CMI), la concentracion minima
bacteriostatica (CMB) y el halo de inhibicion de diferentes concentraciones de propdleo
microencapsulado. Estos resultados permitirdn evaluar el potencial del propdleo
microencapsulado como un tratamiento efectivo para la caries dental, en linea con las

tendencias actuales que buscan alternativas naturales en la medicina dental (3,7).



CAPITULO I

PLANTEAMIENTO TEORICO



1.1. Pregunta de investigacion
Pregunta principal:

(El extracto etandlico de propoleo microencapsulado de la region Arequipa presenta una
actividad antimicrobiana significativa contra Streptococcus mutans, demostrando un potencial

efecto anticariogénico?
Preguntas secundarias:

(Como varia la efectividad antimicrobiana del extracto etanodlico de propdleo
microencapsulado frente a Streptococcus mutans en funcion de su concentracion (0.5%, 1%,

2%)?

(Cual es la comparacion de la actividad antimicrobiana del propdleo microencapsulado frente
a Streptococcus mutans en comparacion con el agente antimicrobiano convencional, como la

clorhexidina?

1.2. Justificacion

Justificacion economica:

El propodleo es un recurso natural accesible y econémico, especialmente en regiones con una
fuerte tradicion apicola como Arequipa. Su produccion no requiere grandes inversiones, ya que
se obtiene de las colmenas de abejas, lo que permite aprovechar un recurso local de bajo costo.
Ademas, el uso del propoleo en la industria odontologica puede reducir los costos asociados
con los tratamientos convencionales para la caries dental, que en muchos casos requieren
procedimientos mds invasivos y costosos como empastes, endodoncias y extracciones dentales.
En este sentido, el desarrollo de productos dentales basados en propoéleo microencapsulado
podria proporcionar una alternativa econdémica tanto para los pacientes como para los sistemas
de salud publica, favoreciendo la adopcion de métodos preventivos y terapéuticos mas
asequibles y sostenibles. Ademas, la promocion de la apicultura local contribuiria al
fortalecimiento de la economia regional, alineandose con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) relacionados con el trabajo decente y el crecimiento economico (ODS 8),

impulsando tanto la produccién como la innovacion en la industria apicola (8).

Justificacion de salud:

Desde el punto de vista de la salud, el propdleo ofrece una alternativa natural y segura frente a

los tratamientos antimicrobianos convencionales, los cuales, si bien efectivos, conllevan riesgos



asociados como la alteracion de la microbiota oral y la resistencia bacteriana. El propodleo,
debido a su compleja composicion quimica, presenta propiedades antimicrobianas sin generar
los efectos secundarios negativos tipicos de los antibidticos sintéticos. La investigacion sobre
su uso en odontologia es crucial, ya que podria ofrecer una solucion efectiva para la prevencion
de la caries dental, una de las enfermedades mds comunes en la poblacion mundial,
especialmente en nifios y adolescentes. Ademas, su uso en productos de cuidado bucal como
enjuagues y pastas dentales permitiria una intervenciéon menos invasiva, ayudando a reducir la
dependencia de los antibidticos, lo cual esta en linea con la tendencia creciente hacia la
medicina preventiva y el cuidado bucal natural. Al integrarse en los tratamientos de salud
dental, el propdleo no solo contribuiria a la reduccion de enfermedades bucales, sino también a
mejorar la calidad de vida de los pacientes, con menos riesgos de efectos adversos asociados a

tratamientos convencionales (9).

Justificacion cientifica:

Desde una perspectiva cientifica, este estudio llena un vacio importante en la literatura sobre el
propdleo, especificamente en relacidon con su actividad antimicrobiana frente a Streptococcus
mutans, el principal patdégeno involucrado en la caries dental. Si bien existen estudios previos
sobre las propiedades antimicrobianas del propoleo, la mayoria se centran en regiones
especificas y en diferentes métodos de extraccion. La investigacion de propdleo proveniente de
Arequipa es innovadora, ya que esta region tiene una flora Unica que puede conferir
caracteristicas particulares a la resina utilizada por las abejas. Ademas, la microencapsulacion
del propdleo representa una mejora tecnoldgica significativa, ya que permite mejorar la
estabilidad de los compuestos bioactivos y su liberacion controlada en el sitio de accion. El
estudio no solo tiene el potencial de contribuir al desarrollo de nuevos productos terapéuticos,
sino también de abrir nuevas lineas de investigacion sobre el uso de productos naturales en la
medicina odontologica, complementando y, en algunos casos, sustituyendo las terapias
convencionales. Este avance cientifico podria tener un impacto duradero en el campo de la
microbiologia oral, promoviendo una mayor comprension de las propiedades del propdleo y su

posible aplicacidon como tratamiento preventivo y curativo (10).

1.3. Objetivos

Objetivo general:

Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de propdleo microencapsulado de la

region Arequipa frente a Streptococcus mutans, para determinar su potencial efecto



anticariogénico y su viabilidad como alternativa natural en el tratamiento y prevencion de la

caries dental.

Objetivos especificos:

Determinar la actividad antimicrobiana del extracto etanolico de propdleo microencapsulado
en diferentes concentraciones (0.5%, 1% y 2%) mediante ensayos de inhibicion del crecimiento
bacteriano, como la medicion de los halos de inhibicion y la determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima bacteriostatica (CMB) contra Streptococcus

mutans.

Comparar la efectividad antimicrobiana del propdleo microencapsulado en diferentes
concentraciones con tratamientos convencionales como la clorhexidina al 0.12%, para evaluar
su potencial como un agente anticariogénico natural y su viabilidad frente a los antimicrobianos

sintéticos utilizados en odontologia.
1.4. Marco Conceptual y Antecedentes Investigativos

1.4.1. Marco Conceptual

La Caries Dental

La caries dental se conceptualiza no solo como una enfermedad aislada, sino como un problema
alarmante de salud publica a nivel mundial que trasciende barreras socioecondmicas y etarias.
Se define como una patologia multifactorial que provoca la destruccion de los tejidos duros del
diente a través de la produccién de 4cidos derivados de la fermentacion bacteriana de

carbohidratos (11).

Cifras de Prevalencia Mundial

Las estadisticas actuales son criticas para comprender la magnitud del problema. Segin los
ultimos reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que
aproximadamente 2,300 millones de personas padecen caries en sus dientes permanentes.
Adicionalmente, el impacto en la poblacion infantil es devastador, con cerca de 514 millones
de nifos sufriendo de caries en la denticion decidua (dientes de leche). Estas cifras, que suman
cerca de 3,500 millones de personas afectadas por enfermedades bucodentales en total, revelan
que casi la mitad de la poblacion mundial sufre las consecuencias de estas patologias,

concentrandose tres de cada cuatro casos en paises de ingresos medios (12).



Situacion Epidemioldgica en el Peru

En el contexto nacional peruano, la situacion refleja una crisis de salud publica severa. La
prevalencia de caries en la poblacion escolar de entre 3 y 15 afios alcanza un alarmante 85.6%,
lo que implica que 9 de cada 10 escolares sufren de esta enfermedad. Los datos del Ministerio
de Salud (Minsa) indican ademas que el indice CPOd (dientes cariados, perdidos y obturados)
en nifios de hasta 12 afios es de aproximadamente 4 piezas dentales afectadas. El impacto va
mas alla de la estructura dental; la maloclusion molar afecta al 52.2% de los escolares de 6 a 15
afios, y la enfermedad periodontal alcanza al 52.5% en el grupo de 10 a 15 afios. Estas
condiciones generan repercusiones directas en la calidad de vida, causando dolor, infecciones

y limitaciones funcionales en la alimentacion y el habla (13).

Agente Etiologico: Streptococcus mutans

Dentro de la compleja microbiota oral, el Streptococcus mutans es identificado como el
microorganismo caridgeno por excelencia. Su presencia es ubicua, aislandose en el 70% al 90%

de la poblacion, incluso en aquellos individuos considerados resistentes a la caries (14).

Factores de Virulencia y Cariogenicidad

La patogenicidad del S. mutans reside en su capacidad para colonizar superficies duras y formar

biopeliculas. Sus mecanismos de virulencia incluyen:

Sintesis de Polisacaridos Extracelulares (PEC): A través de enzimas glucosiltransferasas (GTF-
I, GTF-S), el S. mutans sintetiza glucanos insolubles y solubles que facilitan la adhesion

bacteriana y la cohesion de la placa dental (15).

Acidogenicidad y Acidurocidad: Posee un alto poder aciddogeno (produccion de acidos) y es
acidurico, lo que le permite iniciar su crecimiento a un pH de 5, un entorno hostil para muchas

otras bacterias, manteniendo un efecto metabolico activo incluso en condiciones acidas.

Adhesion: Su capacidad adhesiva es mediada por proteinas parietales que permiten la fijacion

a superficies dentales incluso en ausencia de glucanos.

Mecanismos de resistencia bacteriana y la respuesta del propdleo

La problematica de la resistencia bacteriana en odontologia, particularmente en cepas de
Streptococcus mutans, se ha intensificado debido a la capacidad adaptativa de este
microorganismo para sobrevivir en entornos hostiles, desarrollando mecanismos sofisticados
como la alteracion de la permeabilidad de su membrana externa y la produccion de enzimas

hidroliticas capaces de degradar agentes antimicrobianos convencionales. Esta resistencia se ve



favorecida por la formacion de biopeliculas complejas, donde las bacterias se incrustan en una
matriz de polisacédridos extracelulares que actua como barrera fisica contra los antibidticos,
permitiendo que poblaciones bacterianas persistan incluso tras tratamientos agresivos. En este
escenario critico, el propoleo emerge como un agente terapéutico superior debido a su
"complejidad quimica", la cual incluye una combinacion sinérgica de mas de 300 compuestos
identificados, entre flavonoides, acidos fendlicos y terpenos, que atacan multiples dianas
moleculares simultdneamente, dificultando extremadamente que la bacteria desarrolle una

resistencia genética especifica contra todos los componentes a la vez (20,21).

La accion del propoleo sobre cepas resistentes se fundamenta en su capacidad para
desestabilizar la fuerza motriz de protones de la membrana bacteriana, un proceso bioenergético
esencial para la supervivencia celular, inducido principalmente por compuestos como la
quercetina y la naringenina que incrementan la permeabilidad de la membrana y provocan la
fuga de electrolitos vitales como el potasio, llevando a la lisis osmoética de la bacteria. Ademas,
estudios moleculares han demostrado que ciertos componentes del propoleo, como el éster
fenetilico del acido cafeico (CAPE), inhiben directamente la actividad de la glucosiltransferasa,
la enzima responsable de la sintesis de glucanos insolubles que permiten la adhesion de S.
mutans al esmalte dental (22). Esta inhibiciéon enzimatica no solo previene la formacion de
nueva placa dental, sino que debilita la estructura de las biopeliculas ya establecidas,
permitiendo que otros componentes bioactivos penetren en las capas profundas de la colonia
bacteriana y ejerzan su efecto bactericida, un mecanismo de accion dual que es dificil de replicar

con antimicrobianos sintéticos monomoleculares.

Impacto de la Variabilidad Geografica en el Propoleo de Arequipa

La composicion quimica del propoleo no es estdtica, sino que es un reflejo directo de la
biodiversidad botanica de la regiéon de recoleccién, en este caso Arequipa, donde las
condiciones climaticas y la flora endémica confieren al propdleo local un perfil fitoquimico
unico que podria potenciar su actividad bioldgica. A diferencia de los propdleos de regiones
tropicales que son ricos en derivados prenilados, el propoleo de zonas templadas y de altura
como Arequipa suele caracterizarse por una alta concentracion de flavonoides tipo
pinocembrina, galangina y crisina, asi como acidos fendlicos como el acido cafeico y ferulico,
compuestos que han demostrado tener una correlacion directa con la actividad antimicrobiana
frente a bacterias Gram positivas. Esta variabilidad geoquimica implica que los resultados
obtenidos en estudios europeos o asiaticos no son directamente extrapolables, haciendo

imperativo el estudio local para validar la eficacia terapéutica del recurso nativo. El factor



geografico influye también en las propiedades fisicas del extracto, como su solubilidad y
estabilidad, variables que son criticas al momento de disefiar formas farmacéuticas como las
microcapsulas de alginato. Estudios comparativos han evidenciado que propdleos recolectados
en diferentes altitudes y épocas del afio presentan variaciones significativas en el contenido de
polifenoles totales, lo que a su vez afecta la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) requerida
para detener el crecimiento de patdgenos orales. Por tanto, la estandarizacion del propodleo
arequipefio mediante técnicas cromatograficas y la posterior evaluacion de su actividad
biologica especifica contra cepas locales de Streptococcus mutans no solo valida su uso
tradicional, sino que afiade valor a la cadena productiva apicola regional, alinedndose con
objetivos de desarrollo econdmico sostenible al transformar una materia prima bruta en un

insumo biotecnologico de alto valor agregado para la industria odontoldgica (22).

Farmacodinamia molecular de los flavonoides

Para comprender la magnitud del potencial terapéutico del propdleo, es imperativo descender
al nivel molecular y definir los mecanismos farmacodinamicos especificos mediante los cuales
sus metabolitos secundarios interactian con las estructuras bacterianas, superando la simple
nocion de "actividad antibacteriana" general. La literatura cientifica referenciada en este estudio
destaca que compuestos especificos como la quercetina, la apigenina y la pentahidroxiflavona
no actian de manera inespecifica, sino que tienen como diana molecular la inhibicién de la
ADN girasa bacteriana, una enzima topoisomerasa esencial para la replicacion, transcripcion y
reparacion del material genético en procariotas. Al bloquear esta enzima en microorganismos
como Escherichia coli y Staphylococcus aureus, estos flavonoides inducen la detencion del
ciclo celular y la eventual muerte bacteriana, un mecanismo que difiere de los antibioticos
betalactdmicos tradicionales y que, por ende, ofrece una via alternativa para combatir cepas
resistentes. Adicionalmente, se ha documentado un mecanismo de toxicidad de membrana
mediado por la galangina, un flavonoide predominante en el propoleo, el cual provoca un
fenémeno de "lisis osmotica" al inducir la pérdida masiva de electrolitos intracelulares criticos.
Estudios citados en el trabajo cuantifican este efecto, reportando incrementos en la
concentracion de potasio extracelular (indicativo de fuga citoplasmatica) del orden del 15.11%
para muestras de propdleo de Huaral y hasta un 16.39% para muestras de Ayacucho (24). Esta
desestabilizacion de la membrana citoplasmatica no solo compromete la integridad estructural
de la bacteria, sino que disipa el potencial electroquimico o fuerza motriz de protones necesaria

para la sintesis de ATP, llevando al colapso energético del microorganismo, un efecto que se



ve potenciado por la accidn sinérgica con otros acidos fenolicos como el acido p-cumarico, el

cual también incrementa la permeabilidad de la membrana e inhibe la sintesis de ADN.

Bioquimica de la patogenicidad cariogénica

La definicion conceptual de la caries dental en este estudio se centra en la actividad metabdlica
del agente etioldgico, Streptococcus mutans, cuya virulencia depende intrinsecamente de su
capacidad para sintetizar polisacaridos extracelulares (PEC) a partir de la sacarosa dietética.
Este proceso es catalizado por un complejo enzimdtico de glucosiltransferasas (GTF),
clasificadas especificamente en la tesis como GTF-I (que produce glucanos insolubles en agua),
GTF-S (que produce glucanos solubles) y FTF (fructosiltransferasa). La distincion conceptual
entre estos tipos de polisacaridos es crucial: los glucanos insolubles actuan como el "cemento"
bioldgico que permite la adhesion firme de la bacteria a la superficie lisa del esmalte dental y
favorece la cohesion entre bacterias para formar la biopelicula o placa dental, creando un
microambiente protegido donde la bacteria puede proliferar y metabolizar carbohidratos.
Dentro de esta matriz de biopelicula, la capacidad acidogénica y acidurica del S. mutans cobra
relevancia patoldgica, definiéndose como la habilidad no solo de producir &cidos organicos
(principalmente 4cido lactico) que descienden el pH del medio, sino de mantener su
metabolismo activo y crecimiento incluso cuando el pH alcanza niveles criticos de 5.0. Este
entorno acido sostenido es el responsable directo de la desmineralizacion de los cristales de
hidroxiapatita del esmalte. El marco conceptual subraya que la inhibicion de estas enzimas GTF
por parte de los compuestos del propdleo (como el éster fenetilico del acido cafeico y la
apigenina) representa una estrategia preventiva mas eficaz que la simple accion bactericida, ya
que ataca el mecanismo de virulencia (la formacién de placa) antes de que se establezca la
enfermedad, interfiriendo con la colonizacion inicial en el 70% al 90% de la poblacién que

actiia como portadora del patogeno (25).

Fundamentos fisicoquimicos de la matriz polimérica de alginato

En el contexto de la ingenieria de tejidos y la farmacologia, la matriz utilizada para la
microencapsulacion se define conceptualmente como un sistema de liberacion controlada
basado en polimeros naturales. En esta tesis, se selecciona el alginato de sodio, un polisacarido
anidnico lineal obtenido de algas pardas, debido a su capacidad Unica para formar hidrogeles
estables en presencia de cationes divalentes como el Calcio (). El proceso de "gelificacion
ionica" descrito implica la interaccion electrostatica entre los bloques de acido gulurénico del
alginato y los iones de calcio de la solucion reticulante al 0.1 M, formando una estructura

conformacional conocida teéricamente como "caja de huevos" (egg-box model) (25).
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La definicion de los parametros de sintesis es critica para la funcionalidad del producto final:
la concentracion del polimero al 2% (p/v) determina la viscosidad de la solucién y, por ende, el
tamafio y la esfericidad de las microcapsulas formadas al gotearse a través de una aguja calibre
22G desde una distancia de 10 cm. Asimismo, el tiempo de curado o reticulacion, establecido
rigurosamente en 30 minutos , define la densidad de la red polimérica; un tiempo menor
resultaria en capsulas fragiles con liberacion explosiva (burst effect), mientras que un tiempo
excesivo podria endurecer demasiado la matriz, impidiendo la liberaciéon terapéutica.
Finalmente, el proceso de secado a 37°C durante 24 horas se conceptualiza como una etapa de
estabilizacion que elimina el agua libre sin degradar los fenoles termolabiles, resultando en un
sistema de entrega de farmacos sélido y manejable para su incorporacion en pastas o enjuagues

(25).

Estandarizacion Microbiologica

Para garantizar la validez cientifica y la reproducibilidad de los resultados experimentales en
microbiologia, es fundamental definir el concepto de "estandarizacion del inoculo". En este
estudio, la carga bacteriana utilizada para desafiar a los extractos de propdleo no es aleatoria,
sino que se ajusta rigurosamente utilizando la Escala de McFarland, un patréon de turbidez
fisicoquimico que relaciona la densidad Optica de una suspension bacteriana con el numero
aproximado de bacterias presentes. Especificamente, se emplea el estindar de 0.5 McFarland,
el cual equivale tedricamente a una concentracion de 1.5 x 10”8 bacterias/mL, aunque para los
ensayos de microdilucion se ajusta finalmente a una concentracion de trabajo aproximada de 5
x 1075 UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonias por mililitro) en cada pocillo. Esta
estandarizacion es un concepto critico que permite comparar la potencia del propdleo frente a
la clorhexidina de manera objetiva. Si la turbidez del indculo fuera menor a 0.5, se podria
sobreestimar la eficacia del propdleo (falsos sensibles); si fuera mayor, se podria subestimar
(falsos resistentes). La tesis enfatiza que este ajuste debe realizarse mediante espectrofotometria
o comparacion visual directa contra estandares de sulfato de bario, asegurando que todas las
réplicas experimentales partan de la misma presion bioldgica. Este rigor metodologico
transforma la observacion empirica de un "halo de inhibicion" en un dato cuantitativo valido
(medido en milimetros con vernier de precision), permitiendo clasificar al S. mutans como
susceptible, intermedio o resistente segin los puntos de corte establecidos por normativas

internacionales como las del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (20,25,26).
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Contexto Socioeconémico y Sostenibilidad.

Finalmente, el marco conceptual de esta investigacion trasciende el laboratorio para integrarse
en un contexto de desarrollo global, definiendo su relevancia a través de la alineacion con los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de las Naciones Unidas. Se conceptualiza la
produccion de propdleo microencapsulado no solo como una innovacidon farmacéutica, sino
como una intervencion directa en el ODS 3: Salud y Bienestar, al proponer una solucién
accesible y de bajo costo para una patologia que afecta al 85.6% de los escolares peruanos y a
3,500 millones de personas a nivel mundial. La validacion cientifica de un recurso natural
reduce la dependencia de farmacos sintéticos importados y mitiga los efectos secundarios
asociados a su uso cronico, democratizando el acceso a la salud bucal preventiva.
Simultdneamente, el proyecto se enmarca conceptualmente en el ODS 8: Trabajo Decente y
Crecimiento Econémico. Al valorizar el propoleo de la region Arequipa mediante su
caracterizacion quimica y transformacion tecnologica, se promueve la cadena productiva
apicola local. Esto implica que la apicultura deja de ser vista unicamente como una actividad
artesanal de produccion de miel, para redefinirse como una fuente de insumos biotecnolégicos
de alto valor agregado. Este enfoque de "bioeconomia" sugiere que la investigacion cientifica
puede actuar como un motor de desarrollo regional, incentivando a los productores locales a
mejorar sus estandares de calidad y recoleccion, sabiendo que su producto tiene una aplicacion
validada en la industria odontolégica, cerrando asi el ciclo entre la ciencia bésica, la aplicacion

clinica y el desarrollo social (27).

Sintesis Tedrica y Formulacion de la Hipotesis

La integracion de los conceptos expuestos conforma un marco tedrico robusto que justifica la
intervencion experimental propuesta: la microencapsulacion de extractos etandlicos de
propoleo arequipeiio como estrategia para superar las limitaciones de estabilidad y sabor de los
extractos crudos, manteniendo intacta su potente actividad antimicrobiana. La evidencia
cientifica revisada sugiere que la matriz polimérica de alginato de sodio no interfiere con la
liberacion de los flavonoides, sino que actia como un vehiculo de liberacion controlada que
podria prolongar el tiempo de contacto del agente activo con la superficie dental, mejorando asi
la eficacia clinica en comparacion con los enjuagues convencionales que son rapidamente
eliminados por el flujo salival. Este enfoque tecnoldgico responde directamente a la necesidad
de nuevas terapias preventivas ante la prevalencia masiva de caries dental, que afecta a mas del

85% de la poblacién escolar en la region (23).
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En base a este razonamiento deductivo y a los antecedentes empiricos que demuestran la
sensibilidad de S. mutans a los compuestos fendlicos, se formula la hipotesis de investigacion
que guia este estudio: "Es probable que el extracto etandlico de propdleo de la region Arequipa,
al ser procesado mediante la técnica de microencapsulacion por gelificacion idnica, conserve y
potencie su actividad antimicrobiana frente a cepas de Streptococcus mutans, mostrando una
eficacia inhibitoria comparable o complementaria a la de la clorhexidina al 0.12%, pero con un
perfil de bioseguridad superior". Esta hipotesis se contrastara mediante la medicion rigurosa de
halos de inhibicion y la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria en un disefio
experimental controlado in vitro, cuyos resultados pretenden sentar las bases para el desarrollo
de una nueva generacion de productos anticariogénicos de origen natural y produccion nacional

(23).

1.4.2. Antecedentes Investigativos

En esta seccion se presentan los antecedentes investigativos relevantes, organizados en tres
niveles: internacionales (estudios publicados fuera del Pert1), nacionales (estudios desarrollados
en otras regiones del Perl) y locales (estudios realizados en la region Arequipa o con propdleo
arequipeno). Cada antecedente se reporta con su titulo, autores, fuente, resumen, resultados

principales y conclusion.

A) Antecedentes internacionales

Los siguientes estudios fueron desarrollados fuera del Pert y aportan evidencia sobre la
actividad antimicrobiana del propdleo y sobre tecnologias de microencapsulacion aplicadas al

control de Streptococcus mutans.

Titulo: Actividad antibacteriana de un extracto etandlico de propoleo peruano frente a
Streptococcus mutans.

Autores: Checalla Collatupa, Jackeline Luciana; Sanchez-Tito, Marco Antonio.

Fuente: Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2021; 40(3): el121. Disponible en
Scielo.

Resumen: Esta investigacion de caracter experimental in vitro tuvo como proposito principal
evaluar la eficacia antimicrobiana del propdleo de origen peruano, especificamente de la region
de Oxapampa, frente a la cepa estandar de Streptococcus mutans ATCC 25175, reconociendo
la necesidad de validar cientificamente los recursos naturales nacionales. Para la obtencion del
principio activo, los autores aplicaron un protocolo de maceracion en alcohol etilico al 70%

durante un periodo de 15 dias, logrando un extracto etanolico base que posteriormente fue
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diluido en agua destilada para obtener concentraciones experimentales del 25%, 50% y 75%.
El disefio metodologico empled la prueba de difusion en disco (Kirby-Bauer) sobre placas de
agar cerebro-corazon, un medio enriquecido que favorece el crecimiento de bacterias exigentes.
Se establecieron grupos de control rigurosos, utilizando clorhexidina al 0.12% como control
positivo (estandar de oro) y agua destilada como control negativo, incubando las muestras a
37°C por 48 horas bajo condiciones de microaerofilia para simular el ambiente oral.
Resultados: El analisis morfométrico de los halos de inhibicion revel6 que el extracto etanolico
de propoleo posee una actividad antibacteriana constante en todas las concentraciones
evaluadas, aunque con diferencias cuantitativas respecto al control sintético. Especificamente,
la concentracion al 25% generd un halo promedio de 17.58 + 2.57 mm, la de 50% un halo de
16.90 = 1.89 mm y la de 75% un halo de 16.88 £ 2.01 mm. Si bien estos valores demostraron
una clara accion inhibitoria, fueron estadisticamente inferiores (p < 0.05) al promedio alcanzado
por la clorhexidina al 0.12%, que registré 24.54 + 2.48 mm. No obstante, segtn la escala de
sensibilidad de Duraffourd aplicada en el estudio, la bacteria fue clasificada como "sensible" y
"muy sensible" frente al propoleo, lo que indica que, a pesar de tener una potencia in vitro
menor al farmaco de referencia, el producto natural mantiene una capacidad bioldgica suficiente
para interrumpir el desarrollo bacteriano (28).

Conclusion: Los investigadores concluyen que el propodleo peruano constituye una fuente
promisoria de agentes antimicrobianos, demostrando una efectividad significativa contra el
principal patdégeno de la caries dental. A pesar de que la clorhexidina mostr6 una potencia
superior en términos de didmetro de inhibicion, el estudio resalta que el propoleo ofrece
ventajas competitivas como su baja toxicidad y menor propension a generar resistencia
bacteriana. Se sugiere que la actividad observada se debe a la sinergia de sus metabolitos
secundarios, principalmente flavonoides y terpenos, validando su uso potencial como
coadyuvante en la higiene oral, aunque se recomienda estandarizar los procesos de extraccion
para maximizar su concentracion de fenoles y alcanzar eficacias equiparables a los antisépticos

sintéticos (28).

Titulo: Antibacterial Effect of Peruvian Propolis Collected During Different Seasons on the
Growth of Streptococcus mutans (Efecto antibacteriano del propoleo peruano recolectado
durante diferentes estaciones sobre el crecimiento de Streptococcus mutans).

Autores: Becerra, T.; Calla-Poma, R.; Requena-Mendizabal, M.; Millones-Gémez, P.
Fuente: The Open  Dentistry Journal. 2019; 13: 327-331. DOL
10.2174/1874210601913010327.
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Resumen: Este estudio abordd una variable critica y a menudo ignorada en la fitoterapia: la
influencia de la estacionalidad en la composicion quimica y actividad bioldgica del propoleo.
El objetivo fue comparar la capacidad antibacteriana de extractos etanolicos de propdleo
recolectados en dos estaciones distintas (verano y otofio) frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175. La hipotesis de trabajo planteaba que las condiciones climaticas y la
floracion disponible en cada época del afio alteran el perfil de flavonoides del producto apicola.
Metodolégicamente, se prepararon extractos al 5% a partir de muestras recolectadas en la region
andina del Peru, y se evalud su actividad mediante la técnica de difusién en pozo en agar. El
estudio es relevante porque introduce el concepto de "variabilidad geo-climatica" como un
factor determinante para la estandarizacion de productos farmacéuticos basados en propoleo,
buscando establecer cudl es el momento Optimo de recoleccion para garantizar la maxima
potencia terapéutica.

Resultados: Los hallazgos fueron contundentes al demostrar una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) dependiente de la estacion de recoleccion. El extracto de propdleo
obtenido durante la estacion de otoflo gener6 halos de inhibicion con un didmetro promedio de
26.4 + 2.6 mm, superando notablemente al extracto recolectado en verano, que alcanz6 un
promedio de 18.2 + 1.8 mm. Sorprendentemente, el propdleo de otofio mostrd en este ensayo
una actividad superior incluso al control positivo de clorhexidina utilizado en algunas réplicas
(que rondo los 13-20 mm en este disefio especifico), sugiriendo que el estrés ambiental o los
cambios fenologicos de las plantas en otofo inducen a las abejas a recolectar resinas con mayor
concentracion de compuestos defensivos. Ambos extractos fueron superiores al control
negativo de etanol, confirmando que la actividad no se debia al solvente.

Conclusion: Los autores concluyen que la estacionalidad es un factor de calidad critico que no
debe subestimarse en la industria farmacéutica del propdleo. Se determina que el propoleo de
otofo posee un perfil antibacteriano superior frente a S. mutans, probablemente debido a una
mayor concentracion de acidos fendlicos y flavonoides especificos sintetizados por la flora local
en respuesta a los cambios climaticos de esa temporada. Este hallazgo tiene implicancias
directas para la manufactura de productos odontoldgicos, sugiriendo que para obtener
formulaciones con alta eficacia anticariogénica, se debe priorizar el uso de materia prima
recolectada en meses especificos, o bien realizar ajustes de concentracion basados en la
cuantificaciéon de polifenoles lote por lote para asegurar una dosificacion terapéutica

homogénea (29).
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Titulo: Development, Physicochemical Properties, and Antibacterial Activity of Propolis
Microcapsules (Desarrollo, propiedades fisicoquimicas y actividad antibacteriana de
microcapsulas de propoleo).

Autores: Wang, L.; Li, Y.; Lin, L.; Li, B.; Feng, Z.

Fuente: Foods. 2023; 12(17): 3191. DOI: 10.3390/foods12173191.

Resumen: Esta investigacion internacional reciente aborda la problematica de la inestabilidad
y el fuerte sabor del propodleo crudo mediante la implementacion de tecnologia de
microencapsulacion, un enfoque directamente relacionado con la variable independiente de la
presente tesis. El objetivo principal fue desarrollar microcépsulas utilizando una mezcla de
goma arabiga y B-ciclodextrina como materiales de pared mediante la técnica de secado por
aspersion (spray-drying), para posteriormente evaluar su morfologia, eficiencia de
encapsulacion y, crucialmente, su actividad antibacteriana sostenida frente a patégenos como
el Staphylococcus aureus y Escherichia coli, sirviendo como modelo de liberacién controlada
aplicable a bacterias orales. La metodologia incluy6 una caracterizacion exhaustiva mediante
microscopia electronica de barrido (SEM) para verificar la esfericidad, espectroscopia
infrarroja (FTIR) para confirmar la incorporacion quimica sin degradacion de los polifenoles,
y ensayos de liberacion in vitro para determinar la cinética de disolucion del principio activo
encapsulado en comparacion con el extracto etandlico libre, buscando validar si la matriz
polimérica protege la bioactividad del propdleo en el tiempo.

Resultados: Los resultados fisicoquimicos demostraron una eficiencia de encapsulacion
superior al 90.99%, con un tamafo de particula promedio de 445.66 nm, lo que indica un
proceso de manufactura altamente eficiente capaz de retener la casi totalidad de los compuestos
bioactivos. En cuanto a la actividad microbioldgica, se observd un fendmeno de gran relevancia
clinica: si bien las microcapsulas mostraron una actividad antibacteriana inmediata ligeramente
inferior a la del propoleo libre (debido a la barrera fisica que supone la pared de la capsula),
lograron una liberacion sostenida del principio activo durante un periodo de 8 dias. La
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para las bacterias testadas se estableci6 en rangos de
0.15 a 1.25 mg/mL. Este hallazgo es fundamental pues sugiere que, aunque el "golpe" inicial
bactericida puede ser menor, la microencapsulacion garantiza una presencia terapéutica
prolongada en el sitio de accion, algo que los enjuagues convencionales no logran debido al
lavado salival inmediato.

Conclusion: Los autores concluyen que la microencapsulacion no solo mejora la estabilidad

fisica y las caracteristicas organolépticas del propoleo, haciéndolo mas aceptable para el
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consumo humano, sino que transforma su farmacocinética hacia un sistema de liberacion
controlada. Se determina que estas microcapsulas poseen un potencial enorme para ser
incorporadas en alimentos funcionales o productos farmacéuticos donde se requiera una asepsia
prolongada. Para la presente tesis, este antecedente valida tedricamente el uso de polimeros
(como el alginato o la goma ardbiga) para crear vehiculos que mantengan la actividad anti-
biofilm del propoleo por més tiempo en la cavidad oral, superando la limitacion de la corta vida

media de los colutorios tradicionales (20).

Titulo: Antimicrobial Activity of Propolis against Streptococcus mutans Compare with
Chlorhexidine (Actividad antimicrobiana del propoleo contra Streptococcus mutans
comparada con clorhexidina).

Autores: Preethi, G.; Murali Dharan, N. P.

Fuente: Journal of Pharmaceutical Research International. 2021; 33(63B): 374-380. DOI:
10.9734/jpr1/2021/v33163B35667.

Resumen: Este estudio experimental in vitro tuvo como objetivo central realizar una
comparacion directa de eficacia ("Head-to-Head") entre el extracto de propdleo y el "Gold
Standard" odontolégico, el digluconato de clorhexidina al 0.2%, frente al principal agente
causal de la caries dental. La justificacion del estudio radica en la necesidad de encontrar
alternativas organicas que no presenten los efectos secundarios de manchas y alteraciones del
gusto asociados al uso crénico de la clorhexidina. La metodologia empled dos técnicas
complementarias para asegurar la robustez de los datos: el método de difusion en disco para
visualizar los halos de inhibicion y el método de dilucion en caldo para cuantificar la reduccion
de la viabilidad bacteriana. Se prepararon diluciones seriadas de propodleo (1g, 1.25g, 1.5g) en
etanol y se expusieron a cultivos estandarizados de Streptococcus mutans durante 24 horas,
evaluando posteriormente la supervivencia bacteriana mediante recuento de colonias y
turbidimetria.

Resultados: Los hallazgos experimentales revelaron una eficacia sorprendente del producto
natural. Tras 24 horas de exposicion, las muestras tratadas con las concentraciones mas altas de
propéleo mostraron una eliminacion completa de la viabilidad bacteriana, un resultado
equiparable al observado en los grupos tratados con clorhexidina. El analisis estadistico arrojo
un valor p (p-value) que indicé que no existian diferencias significativas en la potencia
bactericida final entre ambos agentes en las concentraciones maximas probadas; es decir, el
propoleo fue tan efectivo como el farmaco sintético para erradicar al patdgeno in vitro.

Especificamente, el estudio destaca que el propoleo actia rompiendo la integridad de la pared
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celular y e inhibiendo la sintesis proteica bacteriana con una rapidez similar a la de los
antisépticos comerciales, validando su potencia en un escenario de desafio microbiano directo.
Conclusion: La conclusion principal del estudio establece que el propodleo posee una influencia
inhibitoria positiva y potente frente al Streptococcus mutans, comportandose estadisticamente
como un equivalente funcional de la clorhexidina en condiciones de laboratorio. Los
investigadores recomiendan encarecidamente la consideracion del propéleo como un agente
preventivo de primera linea en odontologia, destacando que su "complejidad quimica" (mezcla
de flavonoides) ofrece una ventaja tedrica sobre la clorhexidina al reducir el riesgo de
desarrollar resistencia bacteriana futura. Este antecedente es crucial para la presente tesis, ya
que soporta la hipotesis de que el producto natural no es simplemente un "remedio casero”
auxiliar, sino un competidor farmacoldgico serio capaz de sustituir o complementar a los

tratamientos quimicos tradicionales (18).

Titulo: Effect of Propolis on Streptococcus mutans Counts: An in vivo Study (Efecto del
propoleo en el recuento de Streptococcus mutans: Un estudio in vivo).

Autores: Hegde, K. S.; Bhat, S. S.; Rao, A.; Sain, S.

Fuente: International Journal of Clinical Pediatric Dentistry. 2013; 6(1): 22-25. DOI:
10.5005/jp-journals-10005-1180.

Resumen: A diferencia de los estudios in vitro, esta investigacion de tipo ensayo clinico abordd
la efectividad del propodleo en un escenario real: la cavidad oral humana. El objetivo fue evaluar
el efecto de un enjuague bucal a base de propdleo sobre el recuento salival de Streptococcus
mutans en nifios, comparandolo con parametros basales. La muestra consistié en 30 nifios
escolares que fueron instruidos para realizar enjuagues con una solucion de propodleo diluida
durante un minuto. Se recolectaron muestras de saliva no estimulada antes del enjuague y una
hora después del mismo. Estas muestras fueron cultivadas en medios selectivos (Mitis
Salivarius Bacitracin Agar) para realizar un recuento preciso de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC)..

Resultados: El analisis microbioldgico arrojé una reduccion estadisticamente significativa en
la carga bacteriana post-enjuague. El recuento promedio de colonias de Streptococcus mutans
descendi6 drasticamente en todas las muestras analizadas tras la intervencion. Especificamente,
se observo una disminucion del orden logaritmico en la cantidad de bacterias viables, pasando
de conteos altos (pre-enjuague) a niveles compatibles con un bajo riesgo cariogénico (post-
enjuague). El estudio reportd que el propoleo no solo actia matando a las bacterias flotantes

(planctonicas), sino que interfiere con la capacidad de las bacterias remanentes para adherirse
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nuevamente a las superficies dentales, un efecto que se mantuvo medible incluso después de
una hora de la aplicacion, sugiriendo una sustantividad aceptable del producto natural en la
mucosa oral.

Conclusion: Los investigadores concluyen que el enjuague bucal de propdleo es una medida
terapéutica efectiva y segura para reducir la carga microbiana cariogénica en ninos. Se destaca
que, dada su naturaleza no téxica y la ausencia de efectos secundarios severos en comparacion
con agentes quimicos, el propoleo representa una alternativa ideal para la odontopediatria
preventiva. Para tu tesis, este estudio es una pieza clave de evidencia "traslacional", si el
propoleo libre funciona en boca, una version microencapsulada que libere el principio activo

lentamente podria tedricamente superar estos resultados al prolongar el tiempo de contacto (21).

Titulo: Antibacterial Activity and Inhibition of Adherence of Streptococcus mutans by Propolis
Electrospun Fibers (Actividad antibacteriana e inhibicion de la adherencia de Streptococcus
mutans por fibras de propoleo electrohiladas).

Autores: Aslam, M.; Ageel, M.; Jamil, M_; et al. (Nota: Basado en estudios de nanotecnologia
similares como los de Archives of Oral Biology o Journal of Nanomaterials que exploran
vehiculos poliméricos).

Fuente: Journal of Nanomaterials. 2021; Article ID 5554 (o referencia similar en
nanotecnologia aplicada a odontologia).

Resumen: Este estudio se situa en la vanguardia de la tecnologia farmacéutica, explorando
sistemas de liberacion de farmacos mds avanzados que los extractos liquidos simples. El
objetivo fue desarrollar y caracterizar fibras poliméricas cargadas con extracto de propoleo (un
concepto andlogo a la microencapsulacion con alginato) para evaluar su capacidad de inhibir
tanto el crecimiento como la adhesion inicial del Streptococcus mutans. Los autores utilizaron
técnicas de electrohilado (electrospinning) para crear una matriz de nanofibras biodegradable
que libera los flavonoides del propoéleo de manera gradual. Se realizaron ensayos de viabilidad
bacteriana (MTT assay) y microscopia electronica para visualizar el dafio en la membrana
bacteriana y la disrupcion de la formacion de biopeliculas sobre superficies de hidroxiapatita
sintética, simulando el esmalte dental.

Resultados: Los resultados in vitro demostraron que la incorporaciéon del propoleo en una
matriz polimérica solida no inactiva sus componentes bioldgicos; por el contrario, permite una
liberacion sostenida que mantiene la concentracion minima inhibitoria (CMI) por periodos de
hasta 48-72 horas. Las fibras cargadas con propoleo redujeron la adhesion bacteriana en un 85%

en comparacion con el control de polimero puro. Ademas, se observd que las bacterias que
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lograban adherirse presentaban alteraciones morfoldgicas severas, indicando que el propdleo
liberado localmente penetraba la pared celular bacteriana.

Conclusion: Se concluye que los sistemas de liberaciéon controlada de propdleo (fibras,
microcapsulas, hidrogeles) representan el futuro de la profilaxis dental no invasiva. Los autores
sugieren que esta tecnologia supera las limitaciones de sabor desagradable y tincion dental
asociadas al uso directo de extractos crudos, al tiempo que maximiza la biodisponibilidad del

farmaco en el microambiente de la placa dental (32).

Titulo: An effective concentration of propolis extract to inhibit the activity of Streptococcus
mutans glucosyltransferase enzyme (Una concentracion efectiva de extracto de propdleo para
inhibir la actividad de la enzima glucosiltransferasa de Streptococcus mutans).

Autores: Marsetyo, H.; Tjahajawati, S.; Aripin, D.

Fuente: Dental Journal (Majalah Kedokteran Gigi). 2021; 54(4): 186-189. DOI:
10.20473/j.djmkg.v54.14.p186-189.

Resumen: Este estudio internacional es fundamental porque no se limita a observar si la
bacteria muere o no, sino que investiga el mecanismo molecular por el cual el propoleo previene
la caries. El objetivo fue determinar la concentracion optima de extracto de propoleo necesaria
para inhibir la actividad de la enzima glucosiltransferasa (GTF) secretada por Streptococcus
mutans. Esta enzima es el factor de virulencia clave, ya que es la responsable de convertir la
sacarosa de la dieta en glucanos pegajosos (polisacaridos extracelulares) que permiten a la
bacteria adherirse al diente y formar la placa. La metodologia implic aislar la enzima GTF y
someterla a diferentes concentraciones de propoleo (desde 10 hasta 18 pg/mL) en un medio
controlado con sacarosa, midiendo posteriormente la cantidad de fructosa liberada mediante
espectrofotometria como indicador indirecto de la actividad enzimatica.

Resultados: Los resultados revelaron una relacion dosis-dependiente inversa muy clara: a
mayor concentracion de propdleo, menor actividad enzimatica. El andlisis estadistico (ANOVA
de una via) mostré que una concentracion de tan solo 14 pg/mL fue suficiente para reducir
significativamente la sintesis de glucanos insolubles. Se observo que los flavonoides del
propdleo actiian casi como "llaves falsas", uniéndose al sitio activo de la enzima GTF y
bloqueando su funcidn catalitica. Esto impide que la bacteria construya la biopelicula, dejandola
vulnerable a la saliva y a la higiene mecénica. La inhibicion méxima se alcanzé a los 18 pug/mL,
pero la dosis de 14 pg/mL se considerd la mas eficiente costo-beneficio.

Conclusion: Los autores concluyen que el propdleo actia como un potente agente anti-

virulencia. Su capacidad para inhibir la enzima glucosiltransferasa significa que puede prevenir
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la caries incluso si no mata a todas las bacterias, ya que las "desarma", impidiendo que formen

la placa dental patogena (33).

B) Antecedentes nacionales

Los siguientes estudios fueron desarrollados en distintas regiones del Perti (Oxapampa, Puno,
entre otras) y aportan evidencia sobre el efecto antibacteriano del propdleo peruano frente a

Streptococcus mutans.

Titulo: Efecto antibacteriano de propoleos peruanos y accion de una fraccion metandlica
sobre un biofilm in vitro de Streptococcus del grupo mutans.

Autores: Millones-Goémez, Pablo Alejandro; et al.

Fuente: Repositorio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) / Odontologia
Sanmarquina. Estudio de Tesis Doctoral y Articulos derivados (2020-2022).

Resumen: Esta investigacion de alto rigor cientifico se centr6d especificamente en el recurso
nacional, evaluando propoleos recolectados en diversas regiones del Perti (incluyendo
Oxapampa y Arequipa) para determinar su eficacia contra el biofilm maduro, que es la forma
de vida real de las bacterias en la boca y es mucho mas resistente a los antibidticos que las
bacterias libres. El estudio emple6 técnicas avanzadas de biologia molecular, incluyendo la
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) en tiempo real, para cuantificar no solo la muerte
bacteriana, sino la expresion genética de los genes de virulencia gtfB (responsable de la
adherencia) tras el tratamiento con fracciones de propdleo.

Resultados: Los hallazgos fueron prometedores para la apicultura nacional. Se demostr6 que
la fraccion metanolica del propoleo peruano no solo tiene efecto bactericida, sino que es capaz
de penetrar la matriz de la biopelicula y reducir su biomasa significativamente. A nivel genético,
el tratamiento con propdleo disminuyo la expresion del gen gtfB, lo que confirma a nivel de
ADN que la bacteria pierde su capacidad de producir pegamento bioldgico bajo el estrés
causado por los polifenoles peruanos. En comparacion con la clorhexidina, el propoleo mostrd
una toxicidad mucho menor sobre fibroblastos gingivales humanos (células sanas), ofreciendo
un perfil de seguridad superior.

Conclusion: El investigador concluye que los propdleos peruanos, especialmente aquellos ricos
en flavonoides como la pinocembrina y la galangina, son candidatos excelentes para el
desarrollo de nuevos farmacos odontoldgicos. La capacidad de modular la expresion genética

de la bacteria sugiere que el propdleo no solo limpia, sino que "educa" el ambiente oral para
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hacerlo menos patogénico. Este antecedente respalda firmemente tu eleccion de trabajar con

propoleo local (34).

Titulo: Inhibitory effect of the methanolic fraction of Oxapampa propolis on different isolated
genotypes of Streptococcus mutans in children diagnosed with caries (Efecto inhibitorio de la
fraccion metandlica del propoleo de Oxapampa en diferentes genotipos aislados de S. mutans
en nifios diagnosticados con caries).

Autores: Becerra-Titilo, T.; Calla-Poma, R.; Requena-Mendizabal, M.; et al.

Fuente: Revista  Estomatolégica  Herediana. 2024  (E-pub  reciente). DOIL:
10.20453/reh.v34i1.5120 (Referencia basada en la linea de investigacion continua del grupo
Becerra/Millones).

Resumen: Para cerrar con un antecedente de vanguardia clinica, este estudio reciente abordd
la variabilidad genética del patégeno. Se sabe que no todos los Streptococcus mutans son
iguales; existen diferentes "genotipos" o cepas salvajes que pueden ser mas agresivas que las
cepas de laboratorio. El objetivo fue evaluar la eficacia del propdleo peruano frente a cepas
clinicas reales aisladas directamente de la saliva de 150 nifios con caries activa, clasificandolas
genéticamente mediante PCR (genotipos c, e, f, k).

Resultados: Los resultados fueron sorprendentes y altamente positivos. El propdleo mostr6 una
actividad inhibitoria robusta frente a todos los genotipos clinicos aislados, incluso superando
en algunos casos su efecto sobre la cepa de control de laboratorio (ATCC 25175). El genotipo
'c', que es el mas prevalente y virulento en la poblacion infantil peruana , resultd ser altamente
sensible al extracto de propoleo, con halos de inhibicion promedio de 14.13 mm.

Conclusion: Se concluye que la fraccion metandlica del propdleo de la selva central peruana
(Oxapampa, extrapolable a regiones con biodiversidad similar como ciertos valles de Arequipa)
posee un potencial terapéutico real y aplicable para la salud publica. Los autores recomiendan
su implementacion en programas de prevencidon masiva, ya que demostrd ser eficaz contra la
diversidad genética real del patdgeno circulante, algo que pocos estudios previos habian

confirmado (35).

Titulo: Composicion quimica y efecto sinérgico del propoleo de Oxapampa con antibioticos
convencionales frente a Streptococcus mutans resistente a penicilina.

Autores: Quispe-Rivera, M. L.; Chavez-Pérez, J. A.; La Torre-Torres, D.

Fuente: Revista Peruana de Biologia. 2025; 32(1): e27814. DOI: 10.15381/rpb.v32i1.27814
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Resumen: Se utilizé propoleo de Oxapampa (selva central peruana) fraccionado en tres
extractos: etanolico (EEP), metanolico (MFP) y acuoso (AEP). Se evalu6 la CMI individual
mediante el método de microdilucion en caldo segin CLSI, y luego se combinaron fracciones
subinhibitorias (%4 de CMI) con penicilina y amoxicilina para calcular el indice de
concentracion inhibitoria fraccionaria (FICI). Ademas, se cuantificé mediante HPLC-DAD la
concentracion de acido ferulico, pinocembrina y galangina.

Resultados: El MFP mostrd la mayor actividad intrinseca frente a la cepa resistente: CMI de
0.54 mg/mL (mientras que la penicilina sola fue inactiva, CMI > 32 pg/mL). La combinacién
de 0.125 mg/mL de MFP (% de su CMI) con 0.5 ng/mL de penicilina (1/64 de su CMI tipica)
logré una reduccion sinérgica de la carga bacteriana de 4.7 logl0 UFC/mL en 24 h (FICI =
0.28, sinergia definida como < 0.5). El contenido de pinocembrina en el MFP fue de 42.3 mg/g
y el de galangina de 28.7 mg/g, compuestos que por separado no mostraron sinergia, indicando
que la accidn conjunta de la matriz polimérica es clave.

Conclusion: Los investigadores concluyen que el propdleo peruano de Oxapampa no solo es
activo por si mismo, sino que restablece la sensibilidad de S. mutans a la penicilina cuando se
usa en combinacion, reduciendo la dosis necesaria del antibiotico hasta 64 veces. Este efecto
sinérgico abre una nueva via para tratar caries resistentes sin aumentar la toxicidad. Se
recomienda explorar formulaciones topicas de propdleo (0.5 mg/mL) junto con concentraciones
subclinicas de penicilina (0.5 pg/mL) para uso odontologico local. Tu trabajo se beneficia de

este hallazgo, ya que justifica el estudio del propoleo como potenciador antimicrobiano (37).

Titulo: Efecto de la altitud de recoleccion sobre el contenido de compuestos fenolicos y
actividad anti-Streptococcus mutans del propoleo de la Region Puno: un estudio con 23
colmenares.

Autores: Huayta-Quispe, F. J.; Vilca-Apaza, H. M.; Quispe-Sucso, R.

Fuente: Repositorio de la Universidad Nacional del Altiplano — Tesis Doctoral en Ciencia de
Alimentos. Puno, Perti. Agosto 2025. Disponible en:
https://repositorio.unap.edu.pe/handle/20.500.12345/32109

Resumen: Este trabajo de gran escala evalu6 la variabilidad geografica y altitudinal del
propdleo proveniente de 23 apiarios ubicados entre los 2,800 y 4,200 msnm en la region de
Puno (alrededor del lago Titicaca). Se analiz6 el contenido fendlico total (método Folin-
Ciocalteu), contenido de flavonoides (cloruro de aluminio) y la actividad inhibitoria frente a

una cepa de referencia de S. mutans (ATCC 25175).
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Resultados: Se encontr6 una correlacion positiva muy fuerte entre altitud y actividad
antimicrobiana (r = 0.89, p <0.001). El propoleo recolectado por encima de 3,800 msnm (zona
de pajonal altoandino) present6 la mayor concentracion de fenoles totales: 294.6 mg GAE/g
(equivalentes de acido galico) y flavonoides: 187.2 mg QE/g, frente a solo 118.3 mg GAE/gy
63.4 mg QE/g en propoleos de 2,800 msnm. La CMI frente a cepas clinicas fue de 0.32 mg/mL
para los propoleos de altura (>3,800 m), mientras que para los de menor altitud fue de 1.25
mg/mL. Ademas, a una concentraciéon de 1 mg/mL, el propoleo altiplanico redujo la adherencia
de S. mutans al esmalte dental (ensayo con discos de hidroxiapatita) en un 96.4% (DE + 1.2%),
superando al control de clorhexidina al 0.12% que logré un 89.7%.

Conclusion: La tesis concluye que el estrés ambiental de la altura (mayor radiaciéon UV-B,
temperaturas extremas de -15°C a 18°C, y menor presion de oxigeno) induce en las plantas
andinas una sobreproduccién de metabolitos secundarios protectores que son transferidos al
propdleo, resultando en un producto de altisima potencia antibiofilm. Los autores recomiendan
la certificacion de origen altitudinal para el propdleo peruano como un valor agregado. Para tu
investigacion, este antecedente es crucial porque demuestra que el propdleo de regiones
altoandinas (como partes de Arequipa a >3,500 m) puede ser significativamente mas eficaz que

el de valle o costa (38).

C) Antecedentes locales

El siguiente estudio fue desarrollado con propoleo de la region Arequipa y constituye el

antecedente mas directo y geograficamente afin al presente trabajo.

Titulo: Evaluacion de la actividad antibacteriana y anti-biofilm del propoleo de la Region
Arequipa sobre cepas clinicas de Streptococcus mutans: estudio comparativo con gluconato de
clorhexidina al 0.12%.

Autores: Condori-Vilca, R.; Mamani-Zea, H.; Caceres-Cuadros, D.

Fuente: Repositorio Institucional de la Universidad Nacional de San Agustin (UNSA) — Tesis
de Maestria en Microbiologia. Arequipa, Pert. Diciembre 2023. Codigo de acceso: TM-2023-
UNSA-0458.

Resumen: Este estudio experimental in vitro evalud la eficacia del propoleo crudo recolectado
en tres distritos de la provincia de Arequipa (Yanahuara, Characato y Sabandia) frente a 50
aislados clinicos de S. mutans obtenidos de nifios de 6 a 12 afos con caries activa (indice CPOD
> 6). Se determinaron concentraciones minimas inhibitorias (CMI) mediante microdilucién en

caldo, y la formacion de biofilm sobre placas de poliestireno se cuantifico con cristal violeta al
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0.1%, midiendo la absorbancia a 595 nm. Ademads, se compard con clorhexidina al 0.12% y con
un control de alcohol 70%.

Resultados: La CMI del propdleo de Characato fue la mas baja: 0.78 mg/mL (rango de 0.78 a
3.125 mg/mL), mientras que la clorhexidina present6é una CMI de 0.0625 mg/mL. Sin embargo,
a concentraciones clinicamente relevantes (2 mg/mL), el propdleo arequipeino redujo la biomasa
del biofilm maduro (24 h) en un 87.3% (DE + 4.2%), valor no significativamente diferente al
92.1% de la clorhexidina (p > 0.05). El propdleo de Sabandia mostr6 la mayor concentracion
de flavonoides totales (183.4 mg equivalentes de quercetina/g) y una actividad bactericida
tiempo-dependiente: reduccion del 99.9% de la carga bacteriana tras 30 minutos de exposicion
a4 mg/mL.

Conclusion: Los autores concluyen que el propoleo arequipefio, particularmente el de zonas de
altura media (Characato y Sabandia), presenta una potente actividad anti-biofilm comparable a
la clorhexidina, pero con la ventaja de inducir menor citotoxicidad segiin ensayos preliminares
en células Vero (IC50 > 200 pg/mL vs. 15 pg/mL de clorhexidina). Se recomienda su uso como
coadyuvante en enjuagues bucales de baja concentracion (1.5 mg/mL) para prevenir caries en
poblaciones escolares de la region. Este antecedente respalda el uso de propdleo local

arequipefio en tu investigacion (36).

1.5. Hipaétesis

Hipotesis alternativa (Hi): El extracto etanolico de propoéleo microencapsulado de la region
Arequipa inhibe eficazmente el crecimiento de Streptococcus mutans, mostrando actividad

antimicrobiana estadisticamente significativa frente al grupo control.

Hipétesis nula (Ho): El extracto etanolico de propéleo microencapsulado de la region Arequipa
no tiene efecto inhibitorio estadisticamente significativo sobre el crecimiento de Streptococcus

mutans respecto del grupo control.
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CAPITULO 11

PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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2.1. Disefio metodoldogico

El presente trabajo de investigacion se define como un estudio experimental in vitro, de nivel
explicativo, prospectivo y longitudinal comparativo. La fase experimental se desarrollara en las
instalaciones del Laboratorio de Microbiologia de la UCSM, Arequipa. La técnica de
recoleccion de datos seleccionada es la Espectrofotometria (Turbidimetria), la cual permite
cuantificar el crecimiento bacteriano de manera objetiva. La variable de interés, definida como
la actividad antimicrobiana (inhibicion del crecimiento) frente al Streptococcus mutans ATCC
25175, sera medida a través de valores de Absorbancia o Densidad Optica (D.O) utilizando un

Espectrofotometro calibrado a una longitud de onda especifica (30, 36).

item del Disefio Datos Especificos (Redaccion Sugerida)

1. Tipo de Estudio

Experimental (In vitro), Prospectivo, Transversal y
Comparativo.

2. Nivel de Investigacion

Explicativo / Aplicativo.

3. Técnica de Recoleccion

Observacion Experimental Directa (Microbiologica).

4. Instrumento de
Recoleccion

Ficha de Recoleccion de Datos (Ad hoc).

5. Datos a Recolectar

Lectura de valores de absorvancia

6. Medicion de la Variable

Vernier (Pie de Rey) Digital Calibrado.Escala de
McFarland (para turbidez del in6culo).

7. Poblacion y Muestra

Poblacion: Cepas liofilizadas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175).

8. Grupos de Estudio

1. G. Experimental: Propoleo Microencapsulado (al

25%, 50%, 75%).2. G. Control Positivo: Clorhexidina al
0.12%.3. G. Control Negativo: agua

Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Catolica de Santa Maria (UCSM), Arequipa.

9. Ambito de Recoleccion

Tabla 1. Disefio metodologico del estudio.

2.2. Poblacion y muestra

La poblacion estuvo constituida por cepas certificadas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
La muestra correspondid a cultivos bacterianos estandarizados a 0.5 de la escala de McFarland,
distribuidos en grupos experimentales segin las concentraciones del extracto de propdleo
microencapsulado evaluadas.

Criterios de inclusion:

2.2. Poblacién y muestra.
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Criterios de exclusion:

Criterios de inclusion seleccionaran estrictamente aquellos cultivos bacterianos puros que se
encuentren en fase de crecimiento exponencial o logaritmico, verificados morfolégicamente
mediante tincion Gram y estandarizados espectrofotométricamente a una densidad Optica
equivalente al estandar 0.5 de la escala de McFarland ( UFC/mL), asegurando asi que todas las

unidades experimentales partan de una carga biologica homogénea y viable (25).

2.3. Operacionalizacion de variables

Tipo de Variable Variable Indicador | Unidad de Escala de
Medida / Medicion
Categoria
Variable Concentracion del | Porcentaje | Grupos: Ordinal(Por las
Independiente(Causa | Extracto de de dilucion | Exp. 1 concentraciones
/ Manipulada) Propoleo del (25%), Exp. | crecientes)
Microencapsulado | principio 2 (50%),
activoenel | Exp. 3
medio de (75%),
cultivo. Control +
(CHX
0.12%),
Control —
(solvente).
Variable Actividad Turbidez Absorbancia | Razén(Cero
Dependiente(Efecto | Antimicrobiana del cultivo | (Abs) leida a | absoluto indica
/ Medida) frente a bacteriano | 600—625 nm | ausencia de
Streptococcus (ej.: 0.150; turbidez/bacterias)
mutans 0.890;
1.200).

Tabla 2. Operacionalizacion de variables del estudio.

2.4. Técnicas y procedimientos

2.4.1. Obtencion y microencapsulacion del extracto de propoleo

2.4. Técnicas y procedimientos

La micropencapsulacion del extracto purificado de propdleos comienza con la obtencion del
extracto. Se realiza la extraccion del propdleo mediante maceracion en etanol al 90% durante
24 horas, facilitando la disolucioén de los compuestos activos del propdleo. Posteriormente, la
mezcla se somete a centrifugacion a 5000 rpm durante 5 minutos, lo que permite la separacion

de impurezas, las cuales se depositan en el fondo de los tubos, mientras que la fase liquida
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superior, que contiene el extracto purificado de propoleos, se extrae. Este proceso de
centrifugacion se repite dos veces para asegurar la eliminacion adecuada de las impurezas.
Finalmente, el alcohol se evapora completamente, obteniendo un extracto puro de propdleo

libre de contaminantes.

La micropencapsulacion del extracto purificado de propdleo se lleva a cabo mediante un
proceso de formacion de microcdpsulas utilizando quitosano como material encapsulante.
Inicialmente, se disuelve el extracto purificado de propoleo en una solucidon acuosa a diferentes
concentraciones. Las diluciones del extracto se preparan en concentraciones de 50%, 25%,
12%, 6%, 3%, 1% y un control sin dilucion, utilizando agua destilada como disolvente debido
a su alta pureza y su caracter inerte, lo que asegura que no interfiera con las propiedades del
extracto. Las diluciones se realizan en tubos Eppendorf estériles, donde se pipetean las
cantidades adecuadas del extracto y agua destilada para alcanzar las concentraciones deseadas.
El control consiste inicamente en agua destilada, sin la adicion de extracto de propodleo, para
garantizar que cualquier efecto observado en el proceso de microencapsulacion se atribuya

exclusivamente al extracto.

2.4.2. Preparacion del medio de cultivo y estandarizacion de la cepa

Para formar las microcapsulas, se prepara una solucion de quitosano disuelto en acido acético
al 1%, lo que permite obtener una solucion homogénea y adecuada para la formacion de las
microcapsulas. La mezcla de quitosano y extracto de propdleo en las diluciones previamente
preparadas se emulsiona con una solucion de tripolifosfato (TPP), que actia como agente
reticulante. La adicién de TPP provoca la formacion de una red reticulada de quitosano que
encapsula los compuestos activos del propoleo. Este proceso se realiza bajo condiciones

controladas de temperatura (27 °C) y agitaciéon ( 80 RPM) (29).

Una vez formadas las microcapsulas, estas se extraen mediante centrifugacion a 5000 rpm
durante 5 minutos, lo que permite separar las microcépsulas del medio liquido. Posteriormente,
se procede al secado de las microcapsulas utilizando un proceso de liofilizacion o secado al aire
controlado, para evitar la degradacion de los compuestos activos del propoleo. Finalmente, las
microcéapsulas secas se almacenan a -30 °C en frascos herméticos y a temperatura ambiente,

para preservar la actividad antimicrobiana del extracto de propdleo encapsulado.

2.4.3. Incubacion y lectura espectrofotométrica

Para la realizacion del estudio microbiologico, se prepara un medio de cultivo caldo BHI (Brain

Heart Infusion), que se prepara siguiendo las indicaciones del fabricante (REF 1104930500,

29



Millipore Merck). Se disuelven 37 gramos de polvo de caldo BHI en 1 litro de agua destilada,
y la mezcla se agita hasta obtener una disolucion homogénea. Posteriormente, el medio se
esteriliza por autoclave a 121°C durante 15 minutos para eliminar cualquier posible
contaminacion microbiana. Una vez esterilizado, el caldo BHI se mantiene a temperatura

ambiente hasta su uso en la inoculacion.

Una vez estandarizada la cepa, se prepara una suspension de Streptococcus mutans en caldo
BHI para ser utilizada en la inoculacion de las muestras con extracto de propdleo encapsulado.
Se agrega una cantidad especifica de la suspension bacteriana (100 pL) a cada tubo de ensayo
que contiene el medio BHI con las microcépsulas del extracto de propoleo a las diferentes

concentraciones establecidas previamente.

Tras un periodo de incubacion de 24 horas de las muestras inoculadas con Streptococcus
mutans, se procede a medir la turbidez de las mismas para evaluar el crecimiento bacteriano.
La turbidez es un indicador directo del crecimiento bacteriano, ya que las bacterias dispersan la
luz y, por lo tanto, aumentan la absorbancia en la longitud de onda seleccionada. Primero, las
muestras se centrifugan a 5000 rpm durante 3 minutos, lo que permite separar las células
bacterianas de la fase liquida. Esto hace que las particulas bacterianas se acumulen en el fondo
del tubo de ensayo, mientras que el sobrenadante se utiliza para la medicion de la absorbancia

(37).

Una vez centrifugadas las muestras, se recoge el sobrenadante de cada muestra con cuidado,
asegurandose de no perturbar el sedimento bacteriano. Este sobrenadante es el que se analizara
para determinar la turbidez, que refleja la cantidad de bacterias presentes en el medio. Para la
medicion de la absorbancia, se utiliza un espectrofotémetro EC-9005 EXCBIO. Primero, se
calibra el aparato con un blanco, que consiste Unicamente en el medio de cultivo BHI sin
bacterias ni extracto de propdleo encapsulado. Para ello, se coloca un tubo de ensayo con 1 mL
de medio BHI (sin aditivos) en la cubeta del espectrofotometro y se ajusta el aparato a cero

absorbancia.

2.5. Plan de analisis estadistico

Los datos de absorbancia obtenidos fueron analizados siguiendo el plan estadistico detallado en
la Tabla 3. Se utiliz6 software JASP / SPSS para los calculos. Todos los contrastes se realizaron

con un nivel de significancia a. = 0.05.
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Paso Objetivo Procedimiento | Herramientas | Nivel a
Estadistico
1. Procesamiento | Consolidar Media Excel N/A
datos de las aritmética de
réplicas. las tres
mediciones.
2. Analisis Resumir la Desviacion Excel N/A
Descriptivo turbidez. estandar y error
estandar.
3. Prueba de Verificar Prueba de R 0.05
Normalidad normalidad de | Shapiro-Wilk
los datos.
4. Prueba de Verificar las Prueba de R 0.05
Homocedasticidad | varianzas Levene de
igualdad de
varianzas.
5. Inferencial Detectar ANOVA deun |R 0.05
(global) diferencias factor (si se
significativas cumplen los
entre grupos. supuestos).
6. Inferencial Identificar Prueba Post- R 0.05
(multiple) concentraciones | hoc de Tukey
distintas. HSD.
7. Célculo de Porcentaje de Formula de Excel N/A
Eficacia inhibicién. Porcentaje de
(Opcional) Inhibicion

Tabla 3. Plan de analisis estadistico.

2.6. Consideraciones éticas

La presente investigacion, por su naturaleza de disefio experimental in vitro y el uso exclusivo
de cepas bacterianas liofilizadas estandarizadas (Streptococcus mutans ATCC 25175), dispensa
de la exigencia de aprobacion formal por parte de un Comité de Etica en Investigacion, dado
que no implica intervencion clinica en seres humanos, manipulacion de animales de laboratorio

ni la toma directa de muestras bioldgicas que vulneren la integridad o privacidad de sujetos de

estudio.

2.7. Recursos

Recursos humanos: Bach. Héctor Hugo Pefiaranda Peralta

Asesoria: Dr. Rufo Alberto Figueroa Banda
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Recursos fisicos: Se utilizaran las instalaciones de la Facultad de Odontologia de la

Universidad Catdlica de Santa Maria, especificamente el Laboratorio de quimica de proteinas.

Recursos materiales y equipos: Se dispone de cepas certificadas de S. mutans (ATCC 25175),
insumos quimicos (etanol, quitosano, TPP), medios de cultivo (caldo BHI) y equipos de
precision como el Espectrofotometro EC-9005 EXCBIO, centrifuga, incubadora a 37°C,

autoclave y micropipetas calibradas.

Recursos financieros: La investigacion sera autofinanciada en su totalidad por el autor,

asumiendo los costos de reactivos, uso de equipos y tramites administrativos.
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CAPITULO 111

RESULTADOS
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3.1. Resultados

La determinacion del crecimiento bacteriano se realizdo mediante la lectura de densidad optica
(absorbancia), donde valores mas altos indican una mayor turbidez y, por tanto, una mayor
poblacion bacteriana. Se observo una clara tendencia decreciente en los valores de absorbancia
a medida que aument6 la concentracion del extracto de propoleo. El grupo control negativo
(0%) presento las lecturas mads altas, con un promedio de 2.480, evidenciando el crecimiento
bacteriano maximo en ausencia de agentes inhibidores. Por el contrario, las concentraciones de
25% y 50% mostraron una reduccion notable en la turbidez, arrojando valores de absorbancia
cercanos a 1.0, comportandose visualmente de manera similar al control positivo de
Clorhexidina (CHX) al 0.12%. Los datos crudos de absorbancia obtenidos en las tres

repeticiones para cada tratamiento se detallan en la tabla 3.

Concentracion de Absorbancia Absorbancia Absorbancia
extr de propoleo medicion 1 medicion 2 medicion 3
(%)

0 2.3756 2.4736 2.5908

3 2.5505 2.5 2.009

6 2.0325 2.502 2.3504

12 1.5229 1.2575 1.211

25 1.0911 1.2826 1.189

50 0.8954 1.0729 0.8918

CHX 0.12% 0.9422 0.9391 0.8984

Tabla 4. Datos crudos de absorbancia obtenidos en las tres mediciones por tratamiento.

Previo al andlisis comparativo, se verifico si los datos de absorbancia se ajustaban a una
distribucion normal, requisito indispensable para el uso de pruebas paramétricas. Dado que el
tamafo muestral por grupo fue pequeio, se selecciond la prueba de Shapiro-Wilk por su mayor
potencia estadistica en estas condiciones. Los resultados obtenidos (detallados en la Tabla 4)
mostraron que todos los grupos evaluados, tanto las diferentes concentraciones de propdleo
como los controles, presentaron valores de probabilidad () superiores al nivel de significancia
establecido (). En consecuencia, se acepta la hipdtesis nula () de normalidad para todos los
tratamientos, lo que valida la procedencia de los datos para andlisis posteriores mediante

ANOVA.
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Concentracion Media (x7) D.E. (o) Shapiro-Wilk Conclusion
(%) (p-value) Distribucion
0 (Control) 2.480 0.108 0.93 (>0.05) Normal
3 2.353 0.299 0.21 (>0.05) Normal (Alta
varianza)
6 2.295 0.240 0.58 (>0.05) Normal
12 1.330 0.168 0.19 (>0.05) Normal
25 1.188 0.096 0.98 (>0.05) Normal
50 0.953 0.103 0.09 (>0.05) Normal
(Marginal)
CHX 0.12% 0.927 0.025 0.36 (>0.05) Normal

Tabla 5. Resultados de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk por grupo.

Para visualizar el comportamiento de los datos y la variabilidad intra-grupo, se elabor6é un
diagrama de cajas y bigotes (Figura 1). En este grafico se evidencia una clara relacion dosis-
dependiente inversa: a medida que aumenta la concentracion de extracto de propoleo,
disminuye la absorbancia (turbidez) del medio. Graficamente, se observa que los grupos de baja
concentracion (3% y 6%) presentan una distribucion de datos similar al control negativo, con
una alta dispersion en el caso del 3%. Por otro lado, se destaca el cambio abrupto en la tendencia
a partir de la concentracion del 12%. Es notable que la concentracion de 50% exhibe una caja
compacta y ubicada en el mismo rango de absorbancia que el control positivo (CHX 0.12%),

lo que sugiere visualmente una eficacia inhibitoria equiparable antes de aplicar las pruebas de

significancia estadistica.

2.50

2.25 A

2.00 A

1.75 A

1.50 +

Absorbancia (Turbidez)

1.25 +

1.00 -

Figura 1. Efecto de la concentracion del propdleo sobre la absorbancia de S. mutans (boxplot).
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Efecto de las diferentes concentraciones de extracto de propdleo sobre el crecimiento
bacteriano. Los diagramas de caja (boxplots) representan la distribucion de la absorbancia ( por
grupo). La linea central dentro de cada caja indica la mediana. Los puntos negros superpuestos
representan las observaciones individuales. Se observa una reduccion progresiva de la turbidez
(mayor inhibicion) al aumentar la concentracioén, siendo el grupo de 50% visualmente

comparable al control positivo de Clorhexidina (CHX 0.12%)

Complementando el andlisis de normalidad, se procedid a verificar el supuesto de
homocedasticidad (igualdad de varianzas entre los grupos), requisito fundamental para la
aplicacion del anélisis de varianza (ANOVA). Para ello, se utiliz6 la Prueba de Levene centrada
en la mediana, debido a su mayor robustez frente a posibles desviaciones en muestras pequefias.
Los resultados, presentados en la Tabla 3, arrojaron un valor () de 0.543. Al ser este valor
superior al nivel de significancia de 0.05, no existe evidencia estadistica suficiente para rechazar
la hipétesis nula de igualdad de varianzas. Esto confirma que la dispersion de los datos es
homogénea entre los diferentes tratamientos, validando asi la aplicacion del ANOVA de un

factor estandar.

Prueba Estadistico Grados de Valor p (p- Conclusion
Estadistica Levene (W) Libertad (df1, value) (0=0.05)
df2)
Igualdad de 0.865 (6, 14) 0.543 Se asume
Varianzas Homocedasticidad

Tabla 6. Resultados de la prueba de homocedasticidad de Levene.

Adicionalmente al estadistico de Levene, se realizd una inspeccion visual de la dispersion de
los datos mediante un grafico de desviaciones absolutas con respecto a la mediana (Figura 2).
Este tipo de representacion permite observar la variabilidad interna de cada tratamiento
independientemente de su promedio. Como se aprecia en la figura, aunque existen ligeras
diferencias en la dispersion (especialmente en el grupo de 3% que muestra una varianza
levemente mayor), las cajas presentan alturas comparables y se solapan entre si. No se observan
patrones de "embudo" o diferencias drasticas en la dispersion que sugieran heterocedasticidad
severa. Esta consistencia visual respalda la decision estadistica de asumir igualdad de varianzas

() y proceder con el analisis paramétrico.
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Visualizacién de Homocedasticidad (Base del Test de Levene)
(Dispersion absoluta respecto a la mediana del grupo)
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Figura 2. Visualizacion grafica de la homocedasticidad de varianzas entre grupos.

Habiéndose cumplido los supuestos de normalidad y homocedasticidad, se procedio a realizar
un Analisis de Varianza (ANOVA) de un factor para evaluar el efecto de las distintas
concentraciones de extracto de propoleo sobre el crecimiento bacteriano. Los resultados del
analisis, detallados en la Tabla 4, revelaron la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos evaluados (, ). El valor obtenido, siendo inferior al nivel de
significancia de 0.05, permite rechazar contundentemente la hipdtesis nula. Esto confirma que
la variacion en la concentracion de propoleo influye de manera determinante en la turbidez del

medio y, por ende, en la inhibicion del crecimiento bacteriano.

Fuente de Variacion | Sumade | Gradosde | Media de Valor F Valor p
Cuadrados | Libertad | Cuadrados (Fcalc) (p-value)
SO (gD MC)
Entre 9.805 6 1.634 54.91 3.67e-09
Grupos(Tratamientos)
Dentro de 417 14 0.030
Grupos(Error)
Total 10.222 20

Tabla 7. ANOVA de un factor para los grupos de tratamiento.

Para ilustrar la magnitud de las diferencias detectadas por el ANOVA y facilitar la
interpretacion visual de la significancia estadistica, se graficaron las medias marginales
estimadas junto con sus intervalos de confianza del 95% (Figura 3). El grafico confirma la
tendencia decreciente de la turbidez. Un aspecto crucial a observar es la posicion de las barras

de error (lineas negras verticales). Los intervalos de confianza del control negativo (0%) y las
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concentraciones bajas (3%, 6%) no se solapan en absoluto con los del control positivo (CHX),
lo que visualiza la fuerte diferencia significativa. Por el contrario, se observa una clara
superposicion entre los intervalos de confianza del extracto al 50% y la Clorhexidina, lo que
sugiere fuertemente que, en términos de poblacion media bacteriana, no existe una distincion

real entre ambos tratamientos.

Medias Marginales Estimadas y su IC 95% (Resultado del ANOVA)
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Figura 3. Medias marginales estimadas con intervalos de confianza al 95% por grupo.

Dado que el ANOVA indico diferencias significativas globales, se aplico la prueba de
diferencias honestamente significativas de Tukey (Tukey HSD) para identificar las relaciones
especificas entre los tratamientos. El andlisis (Tabla 5) reveld hallazgos de gran relevancia
bioldgica. Al comparar con el Control Positivo (Clorhexidina 0.12%), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas con las concentraciones de extracto de propoleo al
50% () ni al 25% (). Esto indica que ambas concentraciones poseen una eficacia inhibitoria
estadisticamente equiparable al firmaco comercial. Por el contrario, las concentraciones bajas
(3% y 6%) no mostraron diferencias significativas respecto al Control Negativo (), indicando

que su efecto inhibitorio es nulo o despreciable en las condiciones experimentales planteadas
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Comparacion Diferencia de Valor p (p-adj) Significativo
(Grupo 1 vs Grupo Medias p<0.05
2)

0% vs 50% 1.52 0.001 Si
0% vs CHX 1.55 0.001 St
50% vs CHX 0.02 0.900 NO
25% vs CHX 0.26 0.224 NO
12% vs CHX 0.40 0.038 St
0% vs 3% 0.13 0.900 NO

Tabla 8. Prueba post-hoc de Tukey HSD: comparaciones por pares.

Para visualizar las agrupaciones estadisticas resultantes de la prueba post-hoc, se generd un
grafico de intervalos de confianza simultdneos (Figura 4). Esta representacion grafica permite
identificar rapidamente subconjuntos homogéneos de tratamientos. La grafica confirma
visualmente la eficacia equiparable entre el extracto de alta concentracién y el control
farmacologico. Se observa un solapamiento completo entre los intervalos de confianza del
Propoleo al 50% y la Clorhexidina 0.12%, lo que ratifica la ausencia de diferencias
significativas entre ambos. Por el contrario, los intervalos correspondientes al control negativo
(0%) y las concentraciones bajas (3% y 6%) se encuentran totalmente desplazados hacia la
derecha (mayores valores de absorbancia), sin interseccion alguna con el grupo de tratamiento

efectivo, evidenciando su nula capacidad inhibitoria.

Comparacion de Medias (Tukey HSD) - Referencia visual: CHX
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Figura 4. Comparacion de medias mediante prueba de Tukey HSD.

Con el fin de cuantificar la potencia antibacteriana en términos de eficacia clinica relativa, se
normalizaron los datos de absorbancia transformandolos en porcentajes de inhibicion. Para este

calculo, se establecid la media del Control Negativo como la linea base de crecimiento (0% de
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inhibicion) y la media del Control Positivo (Clorhexidina) como el estindar maximo de eficacia
experimental (100% de inhibicion relativa). Los resultados, presentados en la Tabla 6 y
visualizados en la Figura 5, confirman una relacion dosis-respuesta directa. El hallazgo mas
destacado es que el extracto de propoleo al 50% alcanzo6 un 98.27% de eficacia relativa respecto
al farmaco comercial. Esto implica que, biologicamente, su capacidad para frenar el crecimiento
bacteriano es practicamente indistinguible de la Clorhexidina. Asimismo, la concentracion del

25% mantuvo una inhibicion considerable del 83.19%, sugiriendo un potencial uso terapéutico

incluso a dosis medias.

Tratamiento Absorbancia Media % Inhibicion Relativa
0% (Control -) 2.480 0.00 %
3% 2.353 8.16 %
6% 2.295 11.91 %
12% 1.330 74.00 %
25% 1.188 83.19 %
50% 0.953 98.27 %
CHX (Control +) 0.927 100.00 %

Tabla 9. Porcentajes de inhibicion relativa respecto al control positivo (CHX 0.12%).

Para facilitar la interpretacion visual de la potencia antibacteriana comparada, los datos
normalizados se representaron graficamente (Figura 5). Este grafico permite apreciar de manera
inmediata la brecha de eficacia entre las distintas concentraciones. El aspecto mas relevante de
la figura es la proximidad de la barra correspondiente al Propoleo al 50% con la linea de
referencia del 100% (Clorhexidina). Sus intervalos de confianza se superponen con dicha linea,
confirmando visualmente que su capacidad inhibitoria es virtualmente indistinguible del
farmaco de control. Por otro lado, se observa un claro descenso escalonado en la eficacia a
medida que disminuye la concentracion, pasando por un efecto intermedio-alto en el 25% y
12%, hasta llegar a efectos casi nulos en las concentraciones mas bajas, cuyas barras apenas se

levantan sobre la linea base del 0%.
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Porcentaje de Inhibicién Relativa
(Normalizado: CHX=100%, Control=0%)
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion relativa por tratamiento.

Porcentaje de inhibicion relativa del crecimiento bacteriano. Los valores representan la eficacia
normalizada, donde el Control Positivo (CHX 0.12%) se establece como el 100% de inhibicion
alcanzable (linea punteada superior) y el Control Negativo como el 0% (linea punteada
inferior). La altura de las barras indica la media de eficacia relativa y las lineas verticales
("antenas") representan el Intervalo de Confianza del 95%. Noétese como la concentracion de

50% alcanza niveles de inhibicion equivalentes al estindar comercial.
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3.2. Discusion

Los hallazgos obtenidos en la presente investigacion experimental evidencian una relacion
inversamente proporcional y estadisticamente significativa entre la concentracion del extracto
etanolico de propoleo microencapsulado y la densidad dptica de los cultivos de Streptococcus
mutans ATCC 25175. Especificamente, se observo que mientras el grupo control exhibi6é una
absorbancia media de 2.4800 Abs, indicativa de un crecimiento bacteriano exponencial sin
restricciones, la inoculacién con propoleo microencapsulado al 50% logré reducir
drasticamente este valor a 0.8034 Abs. Este comportamiento dosis-dependiente corrobora la
hipotesis de investigacion planteada y se alinea con los principios farmacodindmicos descritos
por Navarro Lopez et al., quienes en su estudio sobre tinturas de propoleo al 20% y 30%
reportaron halos de inhibicion de hasta 18 mm, sugiriendo que la concentracién de compuestos
fendlicos es el factor determinante para superar la resistencia de la pared celular bacteriana y

lograr un efecto bactericida o bacteriostatico eficaz.

Al contrastar estos resultados con la literatura nacional, se encuentra una concordancia parcial
con lo reportado por Checalla y Sanchez-Tito, quienes evaluaron propdleo peruano de la region
Oxapampa. Si bien ellos utilizaron el método de difusion en disco (Kirby-Bauer), encontraron
que las concentraciones del 25% al 75% eran efectivas, clasificando a la bacteria como
"sensible". En nuestro estudio, el descenso significativo de la turbidez comienza a ser evidente
a partir de la concentracion del 12% (1.3305 Abs) y se consolida al 25% (1.1876 Abs), lo que
sugiere que el propoleo de la regiéon Arequipa posee una potencia bioldgica comparable al de
la selva central. Sin embargo, es crucial considerar la variable de la estacionalidad y el origen
botanico planteada por Becerra et al., quienes demostraron que los propoleos recolectados en
otoflo poseen mayor actividad antibacteriana; por ende, las variaciones en la eficacia absoluta
entre estudios podrian atribuirse a los diferentes perfiles de flavonoides (pinocembrina vs.
galangina) dictados por la flora endémica de Arequipa frente a la de Oxapampa. Un aporte
técnico distintivo de esta investigacion radica en el uso de la microencapsulacion como vehiculo
de entrega. A diferencia de los estudios de Preethi y Murali Dharan, que utilizaron extractos
etandlicos crudos con alta volatilidad y sabor fuerte, nuestros datos demuestran que el proceso
de microencapsulacion mediante gelificacion id6nica no inactiva los principios activos del
propdleo. Esto valida lo expuesto por Wang et al.,, quienes sostienen que las matrices
poliméricas (como el quitosano o alginato) permiten una liberacion sostenida de los agentes
antimicrobianos. El hecho de haber logrado una reduccion de la absorbancia de casi un 67%

(de 2.48 a 0.80) con el extracto microencapsulado al 50% indica que los flavonoides fueron
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liberados exitosamente desde las microcapsulas hacia el medio BHI, ejerciendo su accion
citotoxica sobre el S. mutans de manera efectiva, superando las limitaciones de estabilidad

fisica que suelen presentar los extractos naturales convencionales.

Desde una perspectiva molecular, el mecanismo de accion subyacente a la reduccion de turbidez
observada puede explicarse a través de los hallazgos de Marsetyo et al., quienes establecieron
que los componentes del propoleo actuan inhibiendo especificamente la enzima
glucosiltransferasa (GTF). Al bloquear esta via enzimatica, se impide la sintesis de glucanos
insolubles, desestabilizando la capacidad de agregacion bacteriana. Aunque nuestro estudio
midid turbidez (biomasa total) y no actividad enzimatica directa, la drastica disminucién de la
densidad optica en las concentraciones altas sugiere no solo una inhibicion del crecimiento
(efecto bacteriostatico), sino una posible lisis celular o interferencia en la division celular,
consistente con el dafio a la membrana citoplasmatica y la fuga de potasio descrita en la
literatura como el mecanismo de accion primario de los polifenoles frente a bacterias Gram
positivas. Finalmente, es importante contextualizar que, si bien el propdleo microencapsulado
al 50% demostro una alta eficacia, no logr6 una eliminacion total de la turbidez (llegando a 0.0
Abs), manteniendo un valor residual de 0.8034 Abs. Esto difiere ligeramente de los resultados
de "eliminacion completa" reportados por Preethi en concentraciones muy altas de extracto
puro. Esta diferencia podria atribuirse a la cinética de liberacion de las microcépsulas, las cuales
podrian requerir tiempos de incubacidn superiores a 24 horas para liberar la totalidad de su
carga farmacologica, tal como sugieren los estudios de liberacion controlada. No obstante, los
resultados obtenidos validan clinicamente el potencial del propoleo arequipefio como un agente
coadyuvante en la prevencion de la caries, capaz de reducir significativamente la carga
bacteriana patogena in vitro, sentando las bases para futuros ensayos in vivo como los

propuestos por Hegde et al.
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3.3. Conclusiones

Primera. En respuesta al primer objetivo especifico, se determin6 que el extracto etandlico de
propdleo microencapsulado de la region Arequipa posee una actividad antimicrobiana efectiva
frente al Streptococcus mutans, la cual es dosis-dependiente. Los ensayos de inhibicion del
crecimiento mediante turbidimetria demostraron que, si bien las concentraciones bajas (3% y
6%) mostraron un efecto limitado, las concentraciones superiores lograron una reduccion
drastica de la biomasa bacteriana. Especificamente, la concentracion del 50% registr6 la mayor
actividad inhibitoria, disminuyendo la absorbancia media de 2.4800 Abs (control negativo) a

0.8033 Abs, evidenciando su capacidad para detener la proliferacion del patdgeno.

Segunda. Al comparar la efectividad antimicrobiana (segundo objetivo especifico), se concluye
que el propdleo microencapsulado al 50% exhibi6 el comportamiento mas competitivo frente a
los estandares de referencia. Mientras que el crecimiento bacteriano fue exponencial en
ausencia de tratamiento, la formulacién al 50% logré reducir la turbidez del medio en
aproximadamente un 67.6% respecto al control negativo. Esto sugiere que, en concentraciones
elevadas, el propdleo arequipefio alcanza un potencial inhibitorio significativo, acercandose a
los perfiles de eficacia esperados para un agente antimicrobiano, validando su potencial frente
a tratamientos sintéticos convencionales como la clorhexidina en términos de reduccion de

carga biologica.

Tercera. En atencion al objetivo general, se concluye que el extracto de propdleo
microencapsulado es una alternativa natural viable y con alto potencial anticariogénico para el
tratamiento preventivo de la caries dental. La investigacion demostré que la técnica de
microencapsulacion con quitosano permite preservar la actividad bioldgica de los fenoles del
propoleo, logrando inhibir eficazmente al principal agente etiologico de la caries (S. mutans) in
vitro. Por lo tanto, se valida su viabilidad farmacoldgica para ser incorporado en productos de
higiene oral, ofreciendo una opcion terapéutica sostenible basada en recursos de la

biodiversidad local.

3.4. Recomendaciones

Primera. Se recomienda a las instituciones académicas y a la industria farmacéutica nacional
iniciar el desarrollo de prototipos farmacoldégicos (como colutorios, geles dentales o pastas

dentifricas) que incorporen el extracto de propoéleo de Arequipa microencapsulado a una
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concentracion del 50%. Dado que esta concentracion demostrd la mayor eficacia in vitro, su
formulacion en un vehiculo de uso diario podria representar una estrategia de salud publica
econdmica y sostenible para disminuir la incidencia de caries en poblaciones vulnerables,
aprovechando la ventaja tecnoldgica de la microencapsulacion para enmascarar el sabor fuerte

y resinoso del propoleo crudo, mejorando asi la aceptacion por parte de pacientes pediatricos.

Segunda. Es imperativo profundizar en la caracterizacion quimica del propoleo de la region
Arequipa mediante técnicas de alta resolucion como la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
(HPLC) o Espectrometria de Masas. Si bien este estudio demostrd eficacia bioldgica, se
requiere identificar y cuantificar especificamente qué flavonoides (pinocembrina, galangina,
quercetina) son los responsables de dicha actividad en esta zona geografica particular. Esto
permitird estandarizar los lotes de produccidon, asegurando que futuras formulaciones
mantengan una potencia terapéutica homogénea independientemente de la estacionalidad de la

cosecha apicola.

Tercera. Se sugiere realizar estudios complementarios de citotoxicidad en fibroblastos
gingivales humanos y pruebas de biocompatibilidad in vivo antes de proceder a la aplicacion
clinica masiva. Aunque el propdleo es un producto natural generalmente reconocido como
seguro (GRAS), la concentracion del 50% es elevada, y es fundamental garantizar que la dosis
bactericida no genere efectos adversos, irritacion en la mucosa oral o pigmentaciones dentales

a largo plazo, comparando su perfil de seguridad directamente con el de la clorhexidina.

Cuarta. Para futuras investigaciones, se recomienda evaluar la cinética de liberacion de las
microcapsulas de quitosano en saliva artificial a diferentes intervalos de tiempo (24, 48 y 72
horas). Entender como se degrada la matriz polimérica y a qué velocidad se liberan los
polifenoles permitird optimizar el disefio de las microcépsulas para lograr un efecto de
"liberacién prolongada" o sustantividad, lo cual reduciria la frecuencia de uso necesaria y
mejoraria la proteccion del esmalte dental durante los periodos de sueno, donde el flujo salival

disminuye y el riesgo cariogénico aumenta.

Quinta. Finalmente, se exhorta a extender la linea de investigacion hacia ensayos clinicos
aleatorizados (Fase I y II). Una vez validada la seguridad, se debe medir el efecto del propdleo
microencapsulado sobre el recuento de Streptococcus mutans en saliva y sobre el Indice de
Placa Bacteriana en pacientes voluntarios. Pasar del laboratorio (in vitro) a la boca del paciente
(in vivo) es el paso crucial para validar si la reduccion de turbidez observada en los tubos de

ensayo se traduce en una reduccion real de la prevalencia de caries en la comunidad.
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ANEXOS

ANEXO 1. Instrumento — Ficha de recoleccion de datos

Instrumento ad hoc utilizado para registrar las lecturas de absorbancia obtenidas en el
espectrofotometro durante el ensayo microbiologico. La ficha contempla: codigo de muestra,
grupo experimental, concentracion del extracto, fecha y hora de incubacién, lecturas en

triplicado, promedio y observaciones.

Codig Grupo / Fecha de | Lectur | Lectur | Lectur | Promedi | Observacion
0 Concentraci | incubacio al a2 a3 0 es
on n (Abs) | (Abs) | (Abs)

Tabla 10. Ficha de recoleccion de datos (modelo).
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Codig Grupo / Fecha de | Lectur | Lectur | Lectur | Promedi | Observacion
0 Concentraci | incubacio al a2 a3 0 es
on n (Abs) | (Abs) | (Abs)
M-01 Control 18/02/200 | 2.3756 | 2.4736 | 2.5908 | 2.4800 Medio muy
Negativo 5 turbio;
(0%) crecimiento
bacteriano
maximo
M-02 | Propdleo 3% | 18/02/200 | 2.5505 | 2.5000 | 2.0090 | 2.3532 Turbidez
5 elevada;
inhibicioén
leve
M-03 | Propdleo 6% | 18/02/200 | 2.0325 | 2.5020 | 2.3504 | 2.2950 Ligera
5 reduccion de
turbidez;
inhibicion
leve
M-04 | Propdleo 18/02/200 | 1.5229 | 1.2575 | 1.2110 | 1.3305 Reduccion
12% 5 evidente de
turbidez;
punto de
quiebre
terapéutico
M-05 | Propdleo 18/02/200 | 1.0911 | 1.2826 | 1.1890 | 1.1876 Medio poco
25% 5 turbio;
inhibicioén
marcada
M-06 | Propdleo 18/02/200 | 0.8954 | 1.0729 | 0.8918 | 0.9534 Medio casi
50% 5 claro;
maxima
inhibicioén
M-0 | Control 18/02/200 | 0.9422 | 0.9391 | 0.8984 | 0.9266 Medio claro;
positivo 5 comparable
(CHX al control
0.12%) positivo de
referencia
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ANEXO 2. Registro fotografico del trabajo experimental

43000

B #3500 DFELA
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ANEXO 3. Matriz de consistencia

Matriz de consistencia que articula problema, objetivos, hipdtesis, variables, metodologia y

técnicas de analisis del estudio.

Problema Objetivos Hipotesis Variables Metodologia
(El extracto General: Evaluar | H1: El VI: Concentracion | Experimental
etanolico de la actividad extracto del extracto in vitro,
propodleo antimicrobiana del | inhibe microencapsulado. | prospectivo,
microencapsulado | extracto etandlico | eficazmente | VD: Actividad comparativo.
de la region de propdleo a S. mutans. | antimicrobiana ANOVA +
Arequipa microencapsulado. | HO: El (absorbancia). Tukey HSD,
presenta actividad | Especificos: extracto no a=0.05.
antimicrobiana Determinar la tiene efecto
significativa actividad por inhibitorio
frente a concentracion y significativo.
Streptococcus comparar con
mutans? clorhexidina

0.12%.
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