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El propodleos es una sustancia resinosa recolectada por las abejas (Apis mellifera)
a partir de diferentes arboles y arbustos. Sus propiedades medicinales han
mantenido su popularidad a través de los afios debido a que posee actividad
antifungica, antibacteriana, antiviral y antiparasitaria, mostrando variacién en su
actividad biolégica dependiendo de su origen geografico. En México, la
informacion respecto a la actividad de este producto es muy limitada. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la actividad antifungica de cuatro extractos etanolicos
de propdleos de tres diferentes Estados de la Republica Mexicana, y de cuatro
extractos comerciales sobre el crecimiento de Candida albicans. Se emplearon
una cepa de referencia (ATCC 10231) y 36 aislamientos clinicos de origen
humano de C. albicans. Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI)
por el método de dilucion en agar. Se realizaron curvas de crecimiento en caldo
glucosado de Sabouraud solo y con diferentes concentraciones de los extractos
etandlicos de propdleos; ademas se determiné si el efecto era fungicida o
fungistatico. El extracto obtenido en Cuautitlan Izcalli, Estado de México
present6 la mayor actividad bioldgica, inhibiendo el 94,4% de los aislamientos
clinicos a una concentracién de 0,8 mg/ml; la cepa de referencia fue inhibida a
una concentracion de 0,6 mg/ml. El efecto fue fungistatico a bajas
concentraciones y fungicida a concentraciones superiores a la CMI. El extracto
etandlico de propdleos mexicano podria ser investigado como un tratamiento
alternativo en algunas infecciones causadas por C. albicans.

Propdleos, Actividad antifungica, Candida albicans.

Effect of Mexican propolis extracts from Apis
mellifera on Candida albicans in vitro growth

Propolis is a resinous substance collected by bees (Apis mellifera) from different
trees and bushes. Due to its antifungal, antibacterial, antiviral and antiparasitic
properties, it has continued to be very popular throughout the time showing
variable activity depending on its geographical origin. In Mexico, information
about this product is very limited. The aim of this work was to evaluate the
antifungal activity of four propolis ethanolic extracts from three different Mexican
states, and four commercial extracts on Candida albicans growth. A reference
strain (ATCC 10231) and 36 clinical isolates of C. albicans were used.

The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) was determined by the dilution on
agar method. Growth curves on Sabouraud Dextrose broth with and without
different propolis ethanolic extracts concentrations were performed. In addition,
whether the effect was fungistatic or fungicide was determined. The propolis
ethanolic extract obtained from Cuautitlan Izcalli, State of Mexico, showed the
best biological activity, inhibiting 94.4% from the clinical isolates at 0.8 mg/mi;
the reference strain was inhibited at 0.6 mg/ml. The propolis effect was
fungistatic in low concentrations and fungicide in concentrations higher to MIC.
The Mexican propolis ethanolic extract could be further investigated for its
alternative use for the treatment of some C. albicans infections.

Propolis, Antifungal activity, Candida albicans
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El aumento en la prevalencia de las micosis, la apa-
ricion de cepas flingicas resistentes a |os agentes antimico-
ticos empleados en la actualidad y los efectos secundarios
gue estos Ultimos provocan en los pacientes son, sin duda,
algunos indicadores de la necesidad de encontrar o des-
arrollar nuevos compuestos que cumplan con los requeri-
mientos de un antifungico ideal. El propdleos es una sus-
tancia resinosa recolectada por las abejas (Apis mellifera)
a partir de yemas, brotes y peciolos de las hojas de dife-
rentes vegetales, y que mezclan en la colmena con ceras 'y
secreciones salivales. De acuerdo a varios autores, este
compuesto posee actividad antifangica, antibacteriana,
antiviral y antiparasitaria [7,10,14,20]; otros estudios han
demostrado que el propoleos tiene propiedades como an-
tioxidante, anticancerigeno y antiinflamatorio [1,4,15,26].
La composicién quimica del propdleos es muy compleja:
contiene mas de 160 componentes activos, entre ellos fla-
vonoides, acido benzoico, &cido cafeico y sus derivados.
Se ha propuesto que su actividad biol6gica depende de
muchos factores y, por lo tanto, ha sido asociada a la
region geogréfica, la temporada de recoleccion, € tipo de
vegetacion, la especie de abejay el solvente usado para su
extraccion [3,24]. Hasta ahora no se ha demostrado que
exista una sustancia individual o una clase particular de
sustancias responsables de la actividad biolégicay se con-
sidera que tiene una actividad sinérgica entre diferentes
compuestos [14].

Con anterioridad se ha demostrado la actividad bio-
I6gica del extracto de propdleos sobre la levadura Candida
albicans cuando se emplearon extractos de diferentes ori-
genes geograficos, principal mente de Egipto, Turquia, Bra-
sil, Bulgaria, El Salvador y Cuba [2,7,11,19,22,25]. Sin
embargo, y a pesar de que en México el propdleos es
empleado desde hace muchos afios como parte de la medi-
cina tradicional y de que existe una gran variedad de pro-
ductos comerciales, son muy pocos |os estudios que se han
realizado respecto a su actividad biolégica. El objetivo de
este estudio fue comparar la efectividad sobre el creci-
miento de C. albicans de ocho extractos etandlicos de pro-
pdleos, cuatro de ellos obtenidos directamente de apiarios
de diferentes regiones del paisy cuatro mas que se encuen-
tran a la venta en tiendas naturistas o en supermercados a
nivel nacional.

Materialesy métodos

Microorganismos. Se utilizaron una cepa de refe-
renciade C. albicans (ATCC 10231) y 36 cepas aisladas de
pacientes e identificadas como C. albicans por 10s procedi-
mientos tradicionales (filamentacién en suero, produccion
de clamidoconidios en agar harina de maiz, crecimiento en
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CHROMagar Candida, asimilacion de carbohidratos con el
sistema APl 20C AUX). Estos aislamientos de origen
humano provenian de exudado bucal (11), escamas de
ufias (11), escamas de piel (7), sangre (4), liquido de aspi-
rado bronquial (1) y orina (1), y fueron mantenidos en agar
YPD (yeast peptone dextrose) hasta su utilizacion.

Extractos etandlicos de propdleos. Se probaron
cuatro extractos etandlicos de propdleos obtenidos directa-
mente de apiarios de las siguientes regiones geogréficas:
Cuautitlan Izcalli y Amatepec, Estado de México; Cholula,
Estado de Puebla; Arroyo Colorado, Estado de Veracruz.
Para el procesamiento de los propdleos se adoptd |a téc-
nica descrita en el Curso de Industrializacion de Productos
Apicolas [6]. Brevemente, el propdleos fue recolectado
manualmente de la colmena y congelado durante una
noche; posteriormente se macerd hasta formar un polvo
fino y seintrodujo en acohol a 70% en una proporcion a
15% peso/volumen; esta mezcla se mantuvo a temperatura
ambiente y en oscuridad durante siete dias, homogeni-
zando tres veces al dia. Se filtr6 con papel Whatmann de
0,45 ym y a producto obtenido (fraccién soluble) se le
denomind extracto etandlico de propdleos. Los extractos
comerciales fueron denominados 1, 2, 3y 4; las concentra-
ciones de cada uno se encontraban indicadas por €l fabri-
cante 'y oscilaban entre el 15y el 30%.

Determinacion de la concentracion minima inhibi-
toria (CMI). Se llevé a cabo de acuerdo a procedimiento
descrito por Sawaya (2002) con algunas modificaciones.
Para determinar la CMI, a medio agar glucosado de
Sabouraud (Difco, México), a una temperatura de 40 °C,
se le adicionaron concentraciones de 0,4 hasta 10 mg/ml
de agar de extracto etandlico de propoleos. Posteriormente,
la mezcla se homogenizo y verti6 en cajas de Petri estéri-
les. Se utilizaron dos placas control: a una se le adicioné
etanol al 70% en un volumen igual a empleado en la
maxima concentracion del extracto etandlico de propdleos,
y la otra contuvo solo e medio de cultivo. Las placas fue-
ron inoculadas utilizando hisopos estériles embebidos en
una suspension de C. albicans de 24 h de crecimiento que
contenia 10° UFC/ml en solucién salina estéril. Todas las
placas fueron incubadas a 35 °C durante cinco dias. Este
procedimiento fue realizado por triplicado tanto con la
cepa tipo como con los aislamientos clinicos. La CMI se
determin6é como la concentracién minima de extracto eta-
nélico de propdéleos donde no hubo crecimiento visible
después del periodo de incubacion.

Los resultados fueron sometidos a un andlisis esta-
distico utilizando la prueba de la t de Student.

Determinacion de las curvas de crecimiento. De un
cultivo de 24 h de crecimiento en agar glucosado de Sa-
bouraud se prepard una suspension con la cepa de referen-
ciade C. albicans (ATCC 10231) y se inocularon matraces

Tabla 1. Valores de concentracién minima inhibitoria (CMI) de extractos de propéleos comerciales y otros provenientes de
diferentes regiones de la republica mexicana sobre la cepa de referencia C. albicans ATCC 10231 y cepas aisladas de

muestras clinicas.

Extracto de propéleos CMI (mg/ml)

C. albicans ATCC

10231

Numero de
aislamientos clinicos
inhibidos (n = 36)

Media CMI (mg/ml)
en los aislamientos
clinicos (n = 36)

Cuautitlan Izcalli, Estado de México 0,6
Amatepec, Estado de México 1
Arroyo Colorado, Veracruz

Cholula, Puela >10
Extracto comercial 1

Extracto comercial 2 > 10
Extracto comercial 3 3

Extracto comercial 4 5

0,7 34
1.1 35
4,8 35
7 5
8,5 22
7 4
4,9 32
6,3 25
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conteniendo 50 ml de caldo glucosado de Sabouraud para
obtener una concentracion de 10° UFC/mI; se adiciond
extracto etandlico de propdleos para obtener diferentes
concentraciones correspondientes a los valores de CMI
determinados para cada extracto. Se incubo en agitacion
(200 rpm) a 35 °C durante 10 h, tomando alicuotas cada
hora para medir la densidad 6ptica a 600 nm. Para evaluar
s el efecto erafungicida o fungistético se tom6 una mues-
tra del cultivo con un asa a los mismos tiempos en que se
determind |la absorbancia para la curva de crecimiento y
se inocul6 una placa de agar glucosado de Sabouraud que
se mantuvo en incubacién durante 48 h a 35 °C. Se consi-
der6 que el crecimiento en la placa era indicativo de un
efecto fungistético, en tanto que la ausencia del mismo
correspondia a un efecto fungicida.

Resultados

Como se observaen latabla 1 existe unagran varia-
cion en la actividad de los diferentes extractos; el de
mayor actividad biol6gica fue el que provenia de Cuauti-
tlan Izcalli, Estado de México, con una CMI para la cepa
de referencia de 0,6 mg/ml, y de 0,7 de valor medio para
las cepas de aislamientos clinicos. Los extractos etandlicos
de propoleos de Amatepec, Estado de México y de Arroyo
Colorado, Veracruz, presentaron una menor actividad,
seguidos de los extractos comerciales 1, 3y 4. Los extrac-
tos que menor actividad presentaron fueron el de Cholula,
Puebla, y el extracto comercia 2. Con todos los extractos
se observd que habia cepas que eran inhibidas a concentra-
ciones menores que la cepa de referencia, y que otras
cepas requerian concentraciones mayores. En lafigural se
observa que extractos como el de Cuautitlan Izcali, Ama
tepec y Arroyo Colorado inhibieron més del 95% de las
muestras en concentraciones de 0,8, 2 'y 7 mg/ml, respec-
tivamente. Los extractos comerciales 3 y 4 inhibieron el
89% de las cepas con una concentracion de 10 mg/ml.
Finalmente, los extractos provenientes de Cholulay el
extracto comercial 2 inhibieron, a las mismas concen-
traciones, solo el 13y el 11% de las muestras, respectiva-
mente.

Respecto a efecto inhibidor del extracto etandlico
de propdleos de Cuautitlan |zcalli, sobre los aislamientos
clinicos se observé que los aislamientos de escamas de
ufas fueron los més sensibles a concentraciones menores,
seguidos de los aislamientos de sangre, exudado bucal,
escamas de piel y aspirado bronquial. Dos cepas no fueron
inhibidas por ninguno de los propdleos: una proveniente
de exudado bucal y otra de orina. Estos resultados fueron
similares para los extractos restantes con excepcion del
extracto de Cholulay € extracto comercia 2, donde solo
fueron sensibles dos muestras de exudado bucal, una de
escamas de piel y una de escamas de ufias, sensibles todas
ellas desde una concentracion de 5 mg/ml.

Se evaluo el efecto de los extractos etandlicos de
propdleos sobre el crecimiento in vitro de C. albicans en-
contrandose que no habia incremento en la densidad Optica
en los cultivos que estuvieron en contacto con |os extractos.
L os resultados fueron similares para todos |os extractos
probados y sin diferencias considerables entre las concen-
traciones empleadas. En lafigura2 se muestralainhibicion
del crecimiento de tres de los ocho extractos estudiados
sobre la cepa de referencia de C. albicans, con las concen-
traciones a las que se presenté mayor actividad inhibitoria:
Cuautitlan Izcalli 0,8 mg/ml, Amatepec 2 mg/ml y Arroyo
Colorado 7 mg/ml.

En este estudio fue evaluada la actividad fungicida
del extracto de Cuautitlan Izcalli en la cepa de referencia
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Figura 1. Porcentaje de aislamientos clinicos inhibidos por las distintas
concentraciones de los diferentes propoéleos. Los resultados son el
promedio +/- desviacién estandar de tres experimentos independientes.
El * denota diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 2. Efecto de los tres extractos de propéleos con mayor actividad
bioldgica sobre el crecimiento de C. albicans (ATCC 10231).

C. albicans (ATCC 10231), encontrando que fue depen-
diente de la concentracion y el tiempo de exposicion. Se
observo que €l efecto fue fungistatico a concentraciones
menores de propoleos e iguales ala CMI, 0,6 mg/ml, per-
maneciendo este efecto hasta las 10 h. En concentracio-
nes superiores a la CMI, empleando la concentracion de
1,2 mg/ml, el efecto fungistatico permanecié durante las
primeras seis horas y a partir de la séptima hora el efecto
fue fungicida. A la concentracion de 2,4 mg/ml fue fungi-
cida a partir de la segunda hora.

Discusion

El propdleos ha sido empleado por sus propiedades
medicinales desde la antigtiedad por culturas como la egip-
Ccia, griega y romana [12]. Se sabe que es relativamente
atoxico: dosis diarias de 1.400 mg/kg no causan ningin
efecto negativo en ratones, aunque masticar grandes canti-
dades de propdleos en bruto puede producir nauseas y
otros trastornos digestivos [13].

Durante los Ultimos 30 afios se han intensificado los
estudios farmacolégicos y quimicos, demostrando que los
propoleos de diversas regiones geograficas tienen diferen-
tes composiciones y actividad bioldgica [3,12].

Desde 1988 se ha descrito la actividad del extracto
etandlico de propoleos frente a 23 cepas del género Can-
dida aisladas de diferentes partes del cuerpo humano,
encontrando que era fungistatico a una concentracion de
0,55 mg/ml [21]. Otros autores encuentran actividad fun-
gicida en el extracto etandlico de propoleos estudiado
frente a 15 cepas, con una concentracion del extracto de 3
a7 mg/ml, siendo C. albicans més sensible que otras espe-
cies de su género, como Candida tropicalis, Candida kru-
sei 0 Candida guilliermondii [17]. Algunos autores han
recomendado la utilizacién del propoleos como un antisép-



tico para la prevencion y tratamiento de la candidosis ora
[5,17,18]. Se ha mencionado, incluso, que el extracto eta-
ndlico de propdleos podria ser usado como medicina alter-
nativa en €l tratamiento de las candidosis en pacientes VIH
positivos, siendo tan efectivo como la nistatina 'y superan-
do a otros antiflingicos como el clotrimazol, € econazol y
el fluconazol [16]. El propdleos también ha sido empleado
para el tratamiento de infecciones vaginales crénicas, con
el 61,1% de las pacientes mostrando mejoria después de
seis meses sin necesidad de otro tratamiento [9].

En este estudio se demostro que todos |os extractos
etandlicos de propdleos mexicanos probados presentaron
actividad bioldgica contra C. albicans, tanto los obtenidos
directamente de apiarios como |0s extractos comerciales.
Sin embargo, su actividad biolégica fue muy diferente
entre si, presentando valores CMI similares a los descritos
para extractos obtenidos en otras partes del mundo, y que
van de 0,2 a12 mg/ml [8,18,23]. En este estudio se empled
la técnica de dilucion en agar para la determinacion de la
CMI d ser e método mas efectivo para la evaluacion del
efecto del propdleos sobre C. albicans; €l procedimiento
no es afectado por la bgja solubilidad de los componentes
del propdleos, y es posible diferenciar su actividad biol6-
gica de acuerdo a su composicion [23]. Se realizaron cur-
vas de crecimiento para evaluar el tiempo en el cua selle-
vaba a cabo lainhibicion, observada desde la primera hora,
permaneciendo constante hasta las diez horas. A este res-
pecto no se encontraron referencias para poder establecer
una comparacion. Sin embargo, cuando se evalud la acti-
vidad fungicida del extracto de Cuautitlan lzcalli, que
presentd la mayor actividad biolédgica con la cepa de refe-
rencia ATCC (10231), se observé que €l efecto fue fungis-
tético hasta una concentracién equivalente a dos veces la
CMI, observandose un efecto fungicida a partir de las siete
horas de incubacion. Estas concentraciones coinciden con
las descritas para otros extractos etandlicos de propdleos,
como se habia mencionado anteriormente [17,21].

En trabajos previos se ha demostrado que las dife-
rencias en la actividad bioldgica de diversos extractos de
propédleos se deben a su composicion quimica, ya que
provienen de diferentes regiones geograficas; sin embar-
go también podrian estar influyendo la época de reco-
leccion del propdleos, la especie de abejay el método de
preparacion de la tintura, como han mencionado otros
autores [3,12,14,24]. Se ha propuesto que las proporciones
del acido caféico, los flavonoides y los ésteres fendlicos
son los principales responsables de la actividad biolégica,
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pero también se ha demostrado que existe un efecto sinér-
gico entre estos y otros componentes del extracto [10]. Por
lo anterior, es necesario sefialar que se requieren andlisis
M&s rigurosos que permitan garantizar la calidad de estos
extractos antes de salir al mercado.

Es importante recordar que las pruebas in vitro no
reflejan las condiciones reales encontradas en infecciones
clinicas, si bien son de utilidad para poder realizar poste-
riormente estudios in vivo.

En conclusién, en este trabajo se evalud la actividad
antifingica de ocho extractos etandlicos de propdleos pro-
venientes de diferentes regiones de México frente a cepas
de C. albicans, una de referencia (ATCC 10231) y 36 ce-
pas de origen clinico, resultando que los propoleos de
Cuautitlén Izcalli y Amatepec, Estado de México, fueron
los que presentaron mayor actividad biol6gica. Aun cuan-
do se han logrado importantes avances en la investiga-
cion acerca del propdleosy su actividad biol6gica frente a
C. albicans, es recomendable ampliar los estudios enfoca-
dos a la caracterizacién de este producto, incluyendo la
identificacién del o los principios activos, y determinar su
mecanismo de accion, asi como su efecto en otros hongos
de importancia médica.
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