/

UniueRSIDAD auTonoma
DE aGUaSCalLIENTES

Centro de Ciencias de la Salud

Departamento de Estomatologia
TESIS

EFECTO DE UN ENJUAGUE A BASE DE PROPOLEO SOBRE LOS
CONTEQOS DE Streptococcus mutans EN SALIVA DE PACIENTES
INFANTILES

PRESENTA

M.E. Gabriela Cabrera Rueda

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS BIOMEDICAS AREA
REHABILITACION BUCAL

TUTOR
Dr. Enrique Reyes Vela

COMITE TUTORAL
Mtro. Rafael Casillas Pefiuelas

Aguascalientes, Ags. 18 de Junio del 2011


http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&docid=WW8FsxFr5KuoHM&tbnid=K0ErHNXZ4eU1YM:&ved=0CAUQjRw&url=http://jessicapantoja.blogspot.com/2008_10_01_archive.html&ei=dl26UYrGG8WGrgHLxIDwBA&bvm=bv.47883778,d.aWc&psig=AFQjCNGJ0pi19J2i79FSMoUfQaEy12DYrA&ust=1371254303921121

/ “

uniuersIDabD auToNOMa
D€ aGUasCauenNTes ANIUERSARIO

uaa

GABRIELA CABRERA RUEDA
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
PRESENTE

Por medio de la presente se le informa que en cumplimiento de lo establecido en el
Reglamento General de Docencia en el Capitulo XVI y una vez que ha cumplido con los siguientes
requisitos; a) Participacién como ponente en un congreso, b) Asistente a dos congresos de su area
de formacion, c) La aceptacion o publicacidn de un articulo. d) Su trabajo de tesis, titulado:

“EFECTO DE UN ENJUAGUE A BASE DE PROPOLEO SOBRE LOS CONTEOS DE Streptococcus
mutans EN SALIVA DE PACIENTES INFANTILES”

Los requisitos para su titulacion han sido revisados y aprobados por su tutor y el consejo
académico, se autoriza continuar con los tramites para obtener el grado de Maestria en Ciencias
Biomédicas, area Rehabilitacion Bucal.

Sin otro particular por el momento me despido enviando a usted un cordial saludo

ATENTAMENTE
“SE LUMEN PROFERRE”
Aguascalientes, Ags., 13 de junio del 2013.

] /7

DR. RAUL FRANCO DIiAZ DE LEON
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS DE LA SALUD

ccp. C.P. Ma. Esther Rangel Jiménez / Jefe de Departamento de Control Escolar.
ccp. Mtra. Guadalupe Valdés Reyes / Jefa de Departamento de Apoyo al Posgrado.
ccp. Archivo.



9 )

=

UNIUERSIDAD auTonoma rosGrapos
DE aGUASCALIENTES uaa

DICTAMEN DE REVISION DE LA TESIS / TRABAJO PRACTICO

B DATOS DEL ESTUDIANTE
NOMBRE: ID (No. de Registro):
GABRIELA CABRERA RUEDA 146152
PROGRAMA: AREA:
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS REHABILITACION BUCAL
TUTOR/TURORES:
ENRIQUE REYES VELA
RAFAEL CASILLAS PENUELAS
TESIS ( XX ) TRABAJO PRACTICO ( )

OBJETIVO:

EFECTO DE UN ENJUAGUE A BASE DE PROPOLEO SOBRE LOS CONTEOS DE ESTREPTOCOCCUS
MUTANS EN SALIVA DE PACIENTES INFANTILES

DICTAMEN
CUMPLE CON CREDITOS ACADEMICOS: £%X )
CONGRUENCIAS CON LAS LGAC DEL PROGRAMA: £ X 3
CONGRUENCIA CON LOS CUERPOS ACADEMICOS: £ X+)
CUMPLE CON LAS NORMAS OPERATIVAS: € X'
COINCIDENCIA DEL OBJETIVO CON EL REGISTRO: AR
Aguascalientes, Ags. a 12 JUNIO de 2013
FIRMAS
=T G H;,\' MCO IA MM&ALANTE
CONSEJERO ACADEMICO DEL AREA ECREI’ 10 TECNICO DEL POSGRADO

<

PO |

DR. LUIS NANBO'BARBA GALLARDO

SECRETARIO DE INVESTIGACION
Y POSGRADO

Cédigo: FO-040200-23
Revision: 00
Emisién: 21/02/11



Universidad Autonoma de Aguascalientes
Maestria en Ciencias Biomédicas

Area Rehabilitacién Bucal

CONSEJO ACADEMICO DEL POSGRADO
PRESENTE.

Por medio de la presente como Asesores designados de la estudiante Gabriela Cabrera Rueda con
ID 146152 quien realizo la tesis titulada: Efecto del enjuague a base de propdleo sobre los
conteos de Streptococcus mutans en saliva de pacientes infantiles, y con fundamento en el
Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de Docencia, me permito emitir el VOTO
APROBATORIO, para que ella pueda proceder a imprimirla, y asi como continuar con el

procedimiento administrativo para la obtencién del grado.

Por lo anterior a su digna consideracién y sin otro particular por el momento, me permito

enviarles un cordial saludo.

ATENTAMENTE

“Se Lumen Proferre”

Aguascalientes, Ags., a 12 dé dé/2013-06-11

M.C. Enrigue Reyes Vela

Asesor



AGRADECIMIENTOS

Con mucho respeto y carifio al Dr. Luis Octavio Sanchez Vargas, y a todos los
involucrados en la realizacién de esta Tesis.
Gracias.



DEDICATORIA

A mi mama y hermanas por ser lo mas importante en mi vida.



INDICE GENERAL

INAICE GENETAL ...ttt I
INAICE AB TADIAS. .......cvoceeeceeeecees ettt i
INAICE 8 FIGUIAS........eiiveeeceeteeeee ettt n ettt ettt en s \Y,
RESUIMIBIN ...ttt e e eh bt e sbb e e s bb e e s br e e sbe e e snnee e 1
N ] 1 - Uod PRSPPSO 2
Capitulo |
INEREEEEECION .........c.ccocceceeverinniirnensenseneresensee oo AR ... ... ... .o 3
Capitulo T1. MArCO TEOFICO ....c.voueiiieieiteiieeeie ettt st 4
@ERICNTA.............ccccc e e e sne o TR ... 4
Distribucion de la caries dental en la poblacion..............cccocvevviiiiicicc e 6
LLOS MICIOOTGANISIMIOS ... .cuviivieiteeie et steeteeeesteeste e s e e te e esbeebeeseesseebeaseesseeteansesnaenseaneenrens 9
ENJUAGUES DUCAIES ...ttt sre e reesae e nre s 12
BESREIEOD ................cccccoeniieenccieecniceeceennn S, ..........cooeennenneeeneenen.. S ... 15
Capitulo 111
Planteamiento del Problema...........cc.ooiiiioii i 24
JUBMEECION......cccceceecrerinirenerenrene. ORI, . .........c.covrmmmmnnnnnnnnnenenenens . NI . 24
(0] 0] 11 {10 L TP P TP PR PR 25
HiBEEEEER .....................cccoooenineeennnninece s nccesnninsresnssesreseesnssesesssnsessesensense UGN ..o 26
D T=T oI (=] TS (0o | o ISR 27
Capitulo IV
1Y/ L<3 (oo [o] [T T LTSS P PP TP PSRRI 27
MaterialeS Y METOUOS ........ooueriiiiieiieieiete ettt bbbt 28

Capitulo V. Resultados

RESUITAAOS ... ettt et b ettt ae e 36
Do 1 1 [ ] o OSSR 45
CONCIUSIONES ...ttt bbbttt b bbbt et e e 47
(€ (o157 T o F PR PP PRPRRRS 47
BIDHOGIafia....cc.viiieee e 49



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. En los pacientes que realizaron el enjuague a base de propoleo, se...........ccc....... 37
Tabla 2. El uso del enjuague de propdleo disminuyo el riesgo de caries. .........ccoovevvevennene. 38
Tabla 3. Segun las UFC/ml de saliva, el enjuague a base de propoleo............ccccccvrervenennee. 39

Tabla 4. Se muestra la relacion entre cada uno de los grupos de estudio (control, propéleo

clorhexidina) y con el rieSg0 UE CAIES........cueivieieeieiie e 39

Tabla 5. Los valores de P son mayores a .05 lo que indica que las caracteristicas

especificas SoN INAEPENAIENTES. ..........oieiiie et 40

Tabla 6. Se muestra la relacion entre el grupo control y el grupo propdleo con los grupos

o LR =TT To I (o 14 -SSR 41

Tabla 7. No existe relacion entre los grupos propdleo y control y el riesgo de caries ........ 41

Tabla 8. Se muestra la relacion entre el grupo control y el grupo clorhexidina y el riesgo de

caries. ..... N e BB TETEEEDE: -+ e T et eeesanna e e e eneenes . N 42

Tabla 9. Si existe relacion entre los grupos de estudio y el riesgo de caries ..........cccceeueee. 42

Tabla 10. Se muestra la relacion entre el grupo control y el grupo clorhexidina y el riesgo

B8 IS e 43

Tabla 11. No existe relacion entre los grupos propdleo y clorhexidina y el grupo de riesgo
(0 (0% 14 LTSRS PP PR 43



Tabla 12. Los promedios de 10S grupos Son diferentes..........ccoceeveveieieneneneneseseeeeeens 44

Tabla 13. Los promedios de los grupos control y clorhexidina son diferentes.................... 45

Tabla 14. Los resultados de P menores a .05 indican que si existe diferencia significativa
entre 1os grupos control y ClorheXiding..........ccocueveeiiiiiii e 45



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura basica de 10S flavonoides ...........cccoiiiiiiieniiiiieeeeeese e 16
Figura 2. Peso del propdleo en la balanza analitica............cccccevveiiiieiiene s, 28
Figura 2.1 Filtrado de la solucion con filtro Whatman 41.............cocooieiiiiieinincneee, 28
Figura 3. FIltro Whatman 41 ..........c.ooiiiiiiee ettt 29
Figura 4. Esterilizacion del agar por aUtOCIAVE ...........cooiieiiiieieise e 30
Figura 4.1 Colocacidn del agar €N placas ..........cccuevuiiieiieiiciieiecce e, 31
Figura 5. Frasco reColector de SAlIVA ...........cccuuiiiiiiiiie e 32
Figura 5.1 Diluciones seriadas de la saliva en solucién salina isotonica.............cc.cccevee.... 32
Figura 6. DIluCIONES SAlIVAIES.............oiiiiiiii e 33
Figura 7. Método de sembrado por extension en placa 0 Césped. ........ccccceevvevveeveciiecneennenn, 34
Figura 7.1 Siembra en placas e incubacion en anaerobiosis...........cccovriveniieneiisieeeen, 34
Figura 7.2 Conteo de COIONIAS ........cciviiiiiiie et 34



EFECTO DE UN ENJUAGUE A BASE DE PROPOLEO SOBRE LOS
CONTEQOS DE Streptococcus mutans EN SALIVA DE PACIENTES
INFANTILES

RESUMEN

En la blsqueda de alternativas naturales para el control de las principales bacterias
causantes de la caries dental, se evalud la accion antibacterial de un enjuague a base de
propdleo de las abejas meliferas obtenido en el Estado de Aguascalientes sobre la
concentracion de Streptococcus mutans que colonizan la cavidad oral de pacientes
infantiles. Cuarenta y un pacientes entre 12 y 15 afios realizaron un enjuague bucal, sin
ningan cambio en su higiene o dieta habitual. Fueron obtenidas muestras de saliva en dos
tiempos, la primera antes del uso del enjuague y la segunda muestra fue obtenida 15
minutos después de este. Treinta y un pacientes utilizaron el enjuague a base de propoleo
del Estado de Aguascalientes al 30% y 10 pacientes utilizaron el enjuague a base de
Clorhexidina al 2% como control positivo. Los resultados se midieron comparando el
namero de colonias de S. mutans encontradas en los cultivos de las muestras colectadas
antes y después del uso del enjuague. El extracto de propdleo posee actividad
antimicrobiana contra S. mutans presentes en la cavidad oral y puede ser usado como

medida alternativa para prevenir la caries dental.



THE EFFECT OF MOUTHWASH PROPOLIS ON Mutans Streptococci
COUNTS ON CHILDREN SALIVA

ABSTRACT

In the search for natural alternatives for controlling the main bacteria that cause tooth
decay, we evaluated the antibacterial action of a base rinse honeybee propolis obtained in
the state of Aguascalientes on the concentration of Streptococcus mutans colonizing the
oral cavity of pediatric patients. Forty-one patients between 12 and 15 years developed a
mouthwash, with no other changes in hygiene or diet. Saliva samples were obtained in two
stages, the first rinse before use and the other sample was obtained 15 minutes later. Thirty-
one patients used the propolis-based mouthwash 30%, 10 patients used the chlorhexidine-
based mouthwash 0.2% as a positive control. Outcomes were measured by comparing the
number of colonies of S. mutans found in cultures of the collected samples before and after
use of the rinse. The extract of propolis has antimicrobial activity against S. mutans present

in the oral cavity and can be used as an alternative measure to prevent tooth decay.



EFECTO DE UN ENJUAGUE A BASE DE PROPOLEO SOBRE LOS
CONTEQOS DE Streptococcus mutans EN SALIVA DE PACIENTES
INFANTILES

INTRODUCCION

La caries dental es la principal enfermedad bucal que afecta al mayor ndimero de la
poblacion infantil en el mundo, y todos los esfuerzos preventivos se han enfocado en la
remocion mecanica del factor etioldgico que es la placa dentobacteriana. Sin embargo, esta
medida no ha logrado disminuir la incidencia de caries en la mayoria de los paises. La
prevencion y el control de la caries no es el resultado de una sola técnica, si no que incluye
chequeos regulares, el uso rutinario de pastas fluoradas, la disminucion de la ingesta de
azucar, aplicaciones de fldor y el uso continuo de enjuagues con soluciones
antimicrobianas. Aunque la remocion mecéanica de la placa es hoy en dia el método méas
eficaz para eliminar los microorganismos, en la actualidad, algunas sustancia quimicas y
naturales son usadas para disminuir la presencia del microorganismo principal causante de
la caries dental, el Streptococcus mutans. Recientemente, se han introducido alrededor del
mundo productos naturales como nuevas alternativas, ya sea de manera preventiva o
terapéutica. El propdleo, una sustancia producida por las abejas, parece ser un ingrediente
prometedor debido a sus propiedades biologicas multidireccionales. Ademas de tener
propiedades antibacteriales, varios estudios han demostrado que también posee propiedades
antioxidantes, antivirales y antiinflamatorias entre otras.

Siendo los nifios los mas susceptibles a presentar la caries dental, este estudio pretende
demostrar la disminucion de los conteos de S. mutans usando un enjuague bucal a base de

este producto natural.



MARCO TEORICO

CARIES DENTAL

La caries dental es una enfermedad infecciosa transmisible donde una biopelicula
cariogenica en la presencia de un estado oral que es méas patolégico que protector, conduce
a la desmineralizacion del tejido dental duro y es la que mas afecta a la poblacion global
con una incidencia de mas del 95% (Kutsh 2011). En México se ha documentado que la
prevalencia de caries dental afecta entre 70 y 85% en denticion secundaria a la edad de 12
afios. La microbiota especifica de la caries esté regida por especies como el Streptococcus
mutans, Lactobacillus y Actinomices.

Investigadores americanos sugieren que la caries es la principal razon de las extracciones
dentales (Moen BD, 1953), por otro parte, algunos estudios sugieren que la enfermedad
periodontal es la razén méas frecuente que lleva a la pérdida de diente. Por lo tanto, los
hallazgos controversiales podrian ser explicados de acuerdo a las diferencias en las
caracteristicas de la poblacion estudiada, factores inmunolégicos y genéticos, las creencias
culturales y las caracteristicas socio-econémicas entre otras. Razones inmunoldgicas y
genéticas son algunos de los factores que contribuyen a la explicacion de porqué algunas
poblaciones expuestas a los mismos factores etiol6gicos bacterianos no se desarrollan con
las mismas condiciones patoldgicas (Montandon A, 2012).

La Norma Oficial Mexicana NOM-013-SSA2-2006 define a la poblacion de riesgo como el
grupo de individuos que por sus caracteristicas de edad, sexo, raza, problemas sistémicos,
ocupacion, condicion econémica y zona geografica donde radica, entre otras variables, se
encuentra mayormente expuesta a presentar determinada patologia. En relacién a la caries
dental, la poblacion de alto riesgo esta principalmente representada por las embarazadas y
los menores de 0 a 15 afios de edad. La poblacion escolar es aquella que de acuerdo con las
disposiciones educativas, se refiere a tres subgrupos que son: los preescolares, cuya edad es
de 4 a 5 afos, escolares de primaria de 6 afios a menores de 12 afios y escolares de

secundaria menores a 15 afios de edad. (Diario Oficial de la Federacion, 2007)



EPIDEMIOLOGIA DE LA CARIES

La caries dental es una enfermedad en la que los signos de desmineralizacion cariosa se
pueden ver en los tejidos dentales duros, pero el proceso de la enfermedad se inicia dentro
de la biopelicula bacteriana que cubre la superficie del diente. Es causada por la
colonizacion de microorganismos orales y la acumulacion de polisacaridos extracelulares
sintetizados por Streptococcus mutans con el sinergismo de Lactobacillus spp (Dziedzic
2013). Teorias actuales sugieren que el enfoque singular sobre S. mutans y Lactobacillus
spp como los Unicos agentes causantes de la caries dental ya no es una estrategia viable en
el tratamiento de ésta; Kutsh y col. (2011) mencionan que la caries es un proceso de la
enfermedad infecciosa transmisible donde el biofilm en presencia de un estado oral que es
mas cariogénico que protector, lo llevara a la eventual desmineralizacion del tejido duro
dental. Estudios recientes acerca del biofilm dental, han introducido la “hipétesis de la
placa ecoldgica” en donde se ha demostrado que las bacterias no solo se adaptan a vivir en
un ambiente acido sino que también desarrollaron la habilidad de producir &cidos por ellas
mismas. Los factores genéticos, como la preferencia hereditaria a ciertos alimentos y la
dieta alimentaria también han sido asociados al desarrollo de la caries (Kutsh 2011). Sin
embargo, sigue siendo mas aceptado en la génesis de la caries el aumento de S. mutans y
Lactobacillus como los principales microorganismos asociados a la caries de esmalte y
dentina.

La caries se ve afectada por el consumo de azlcares de la dieta, el flujo y composicién
salival, la limpieza de los dientes, la exposicion al flior entre otros factores. El proceso
salud-enfermedad puede ser investigado en al menos 3 niveles: sub-individual, individual y
poblacion (Almeida-Filho 2001). En este Gltimo nivel las formas cronicas de la caries
dental predominan. Las formas agudas, que se caracterizan por periodos de latencia y curso
de corta duracion asintomaticas, se producen en una pequefia proporcion de las personas
afectadas por la enfermedad, especialmente durante la etapa de emergencia dental en la
infancia. Aunque la transmision de microorganismos de padres afectados a hijos ha sido
demostrada, desde el punto de vista de poblacion, la caries dental no se considera una
enfermedad trasmisible, pero si a nivel individual y subindividual (Almeida-Filho 2001).



Los principales objetivos de la epidemiologia de la caries son describir su distribucion,
investigar sus factores determinantes y evaluar el impacto de las acciones determinadas por

su aparicion en la poblacion.

DISTRIBUCION DE LA CARIES DENTAL EN LA POBLACION.

En Grecia, donde existen documentos histdéricos que abarcan un largo periodo de tiempo,
ha sido posible comparar la caries detectada en esqueletos de individuos que vivieron hace
miles de afios con los esqueletos de los individuos que vivieron recientemente. Los datos
muestran un rapido deterioro durante el siglo XIX. La expansion del consumo de azUcar en
los siglos XVI y XVII ayuda a explicar el cambio en el escenario mundial y los niveles de
epidemia en paises mas desarrollados (Santos 2010- Frazao 2012). Es por esto que la caries
se ha convertido en un problema de salud publica.

Durante la Primera Guerra Mundial, una de las principales razones por las que se les negé a
los jovenes alistarse en el ejército fue por su mal estado bucal. A principios de 1930, los
investigadores en el servicio de Salud Publica de los Estados Unidos de América comenzé
a desarrollar técnicas de medicion de las tendencias de distribucion de seguimiento. A
través de los afios, el indice CPO se convirti6 en una herramienta pertinente para los
especialistas. A pesar de ciertas variaciones en los criterios para la deteccion de su
ocurrencia, la informacién epidemioldgica producida, basada en un examen visual, fue la
primera de las comparaciones mundiales realizadas (Petersson 1996).

Un hecho sin precedentes fue reconocido en 1982: la disminucion de la caries dental en
nifios y adolescentes en algunos paises industrializados. La hipdtesis mas importante fue el
amplio desarrollo socioeconémico y la propagacion de los tratamientos y alimentos con
fldor (Petersson 1996). Sheihham y col (2005) tambien demostraron una disminucion de la
caries dental en paises desarrollados, sin embargo, sigue siendo el principal problema de
salud bucal en la mayoria de los paises industrializados y la principal causa de pérdida de
dientes y el dolor que lleva al ausentismo en el trabajo y la escuela, lo que afecta el
rendimiento diario y la estabilidad emocional de los individuos.

A principios del siglo XXI el patrén epidemioldgico muestra que la prevalencia del

edentulismo es a menudo mas alta que el promedio del nimero de dientes retenidos en



paises de altos ingresos comparado con los paises de ingresos bajos y medianos (Frazao
2012). Estudios realizados en México en el afio 2002, mostraron que en comparacion con
estudios anteriores, existié una reduccion en la caries de la denticion en nifios de 10 afios de
un 6.6% debido a los programas de fluoracion de sal de mesa. Sin embargo, en el Estado de
Morelos, se registrd un incremento en la poblacion con caries, asi como se demostrd un

cambio en la dieta con un aumento en alimentos ricos en carbohidratos (Irogoyen 2012).

ETIOLOGIA DE LA CARIES DENTAL.
TEORIAS DE LA CARIES.

- TRIADA DE KEYES:
La etiopatogenia de la caries dental fue propuesta por W. Miller en 1882; segun Miller el
factor mas importante en la patogenia de la enfermedad era la capacidad de un gran nimero
de bacterias bucales de producir &cidos a partir de hidratos de carbono de la dieta, hipotesis
que sustentd experimentalmente al aislar a varios grupos de microorganismos bucales que
eran cariogénicos. Paul Keyes en 1960, en forma teorica y experimental, establecié que la
etiopatogenia de la caries obedece a la interaccion simultanea de tres elementos o factores
principales: un factor “microorganismo” que en presencia de un factor “sustrato” logra
afectar a un factor “diente” (también denominado hospedero). La representacion
esquematica de estos tres factores basicos se conoce como triada de Keyes. Si estos
condicionantes confluyeran solo durante un periodo muy breve, la enfermedad cariosa no
se produciria; por lo tanto, se ha agregado el tiempo de interaccion de éstos, asi como
diversas variables e interrelaciones que inciden como modificadores de este proceso. Al
factor tiempo se le incluyeron a partir de los afios 80’s los denominadores “factores de
riesgo”. Estos son modificadores externos e internos del proceso de la caries dental.
Es a partir de la inclusion de los factores de riesgo externos e internos que podemos

considerar un giro en el estudio de la caries dental.

- PARADIGMA ACTUAL: FEJERSKOV:
En el marco del actual paradigma se considera a la caries dental como una enfermedad

infecciosa no clasica, que se origina como la consecuencia de los cambios ecoldgicos que
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se producen en la biopelicula de la placa dental, conformada por los denominados
microorganismos residentes y no por microorganismos patégenos oportunistas. En funcion
tiempo y bajo las influencias del medio en el que se desarrollan estos microorganismos se
adhieren a las superficies dentarias, conformando la pelicula con mayor o menor grado de
patogenicidad de acuerdo con su virulencia. Fekerskov encuentra asociacion entre el S.
mutans y la caries dental, con valor predictivo pero pone en dudas su papel como agente
etioldgico, ya que si este microorganismo forma parte de la microbiota residente, puede
estar presente sin que se desarrolle la lesion cariogénica. Por lo que propone que la
enfermedad caries dental finalmente surge del desequilibrio fisiolégico entre el mineral de
las piezas dentarias y los constituyentes de la biopelicula (Negroni 2009).

METABOLISMO DE LA SACAROSA
La sacarosa es el sustrato para el metabolismo bacteriano. ElI metabolismo de la sacarosa
incluye tres etapas fundamentales:

1. Produccién de acidos

2. Sintesis de polisacaridos extracelulares

3. Sintesis de polisacaridos intracelulares
Produccién de &cidos: la mayor parte de la sacarosa que ingresa en la cavidad bucal es
utilizada como fuente energética por los microorganismos. Dentro de las células, la
sacarosa es desdoblada por la accién de la enzima invertasa en glucosa y fructosa y debido
a su fosforilacion se convierte en glucosa 6 fosfatos, o que va a resultar en lactato, acetato
y etanol.
Polisacaridos extracelulares: antes de que la sacarosa penetre en la célula, un porcentaje de
ella es transformado por exoenzimas de S. mutans que la rompen y transfieren cada
fraccion hexosa a una molécula receptora y forman polimeros que se difunden en un medio
vecino o permanecen asociados con la céelula.
Polisacaridos intracelulares: una vez que la glucosa o la fructuosa penetran en la célula, su
destino es ser catabolizado por la via glucolitica. Los excesos de azucares derivan en un
compuesto que almacena reservas de energia para ser utilizada en los momentos donde se
disminuye el aporte de nutrientes. La formacion de este polisacarido intracelular esta

encadenada con la via glucolitica y los niveles celulares de ATP (Negroni 2009).



LOS MICROORGANISMOS

Los principales microorganismos relacionados con la caries dental son aquellos que
participan en:

a) El desarrollo inicial de la enfermedad,

b) La progresion de las lesiones establecidas
Desarrollo inicial de la enfermedad: numerosos estudios han demostrado que S. mutans esta
relacionado con la biopelicula de la placa cariogénica y asociado a su comienzo: al mismo
tiempo que en la saliva hay un aumento significativo de estos microorganismos antes de la
formacion de la caries dental. S. sobrinus es la segunda especie de importancia.
Progresion de las lesiones establecidas. Se incluyen Lactobacillus spp, Actinomyces spp y
otros microorganismos capaces de sobrevivir y proliferar en medios acidos, tal es el caso
del hongo Candida albicans entre otros microorganismos. Generalmente, estos
microorganismos se ven favorecidos por las condiciones del medio promovidos por los
estreptococos del grupo mutans.
Los Streptococcus se subdividen en: viridans y no viridans, que a su vez se dividen en
grupos: S. mutans, S. mitis, S. anginosus y S. salivarius. El grupo de los S. mutans se
subdivide en siete especies: S. mutans, S. rattus, S. sobrinus S. macacae, S. cricetus, S.

downei, y S. ferus (Negroni 2009).

Streptococcus mutans

El Streptotococcus mutans es una bacteria anaerobia facultativa gram positiva que ha sido
reconocida por muchos afios como el microorganismo predominante en la etiologia de la
caries dental. Es el organismo clave de acuerdo a la “hipdtesis especifica de la placa”
(Loesche 1979) y una considerable cantidad de investigaciones han sido realizados para
conocer el papel de este microorganismo en la caries y para predecir un mayor riesgo de
caries (Zickert 1982). La cantidad de S. mutans de las muestras clinicas, usualmente de
saliva, han sido extensamente usadas para predecir y monitorear el riesgo de caries.
Ademaés, se ha demostrado que este organismo se transmite de madre a hijo, dando lugar a

la aparicion temprana de la caries (Kohler 1981, Holbrook 1992); se coloniza la boca de



los nifios durante la época de la infeccion y se vuelven méas propensos a la caries (Holbrook
1993). La temprana colonizacion de la bacteria en la boca resulta en mas caries y mayores
concentraciones de S. mutans en muestras de saliva y placa (Alalusua 1991, Berkowitz
2006). La cantidad considerable de los datos clinicos que vinculan a S. mutans a la caries
dental es apoyada por una vasta cantidad de estudios en laboratorio, incluso la produccién
de una vacuna que ha demostrado proteccidén contra la caries inducida en animales de
laboratorio (Caufield 1993).

IDENTIFICACION DE S. mutans

En el campo de los métodos de cultivo microbioldgicos, la identificacién de los S. mutans
se realiza de forma estandar con agar Mitis-Salivarius (Gold 1973) adicionado con
bacitracina. Son varias las sustancias encargadas de garantizar la elevada selectividad de la
prueba como la sacarosa y la bacitracina, un antibiotico polipéptido, asi como distintas
sales responsables de la coloracidn azulada del agar. La cavidad es algo que interviene muy
tarde. Antes, la inspeccion clinica permite captar manchas tizosas. Previamente, se da el
estadio de las zonas desmineralizadas, que no se ven y que pueden detectarse s6lo mediante
métodos costosos. En este sentido, la observacion de los hallazgos microbioldgicos permite
intervenir a tiempo antes que los defectos se hagan. EI S. mutans muestra una gran
resistencia a esta combinacion, la cual, sin embargo, impide el crecimiento de otros
microorganismos. Si se utilizan pruebas de placa o saliva no diluidas asi como dentina
ablandada de lesiones dentinarias muy avanzadas o bien frotis del dorso lingual, pueden
cultivarse también Enterococos y Levaduras. Estas colonias tienen un aspecto muy
diferente de las de los S. mutans: los Enterococos aparecen como colonias lisas de color
azul oscuro-marrén; las Levaduras, por el contrario, como colonias grandes de blancas a

azul claro mate. En un empleo rutinario del agar MSB, no suponen problema alguno.

TINCION DE GRAM

Esta tincion desarrollada por el Dr. Christian Gram en 1884, es hoy la mas utilizada en los

laboratorios de bacteriologia y permite, de acuerdo con la estructura y grosor de la pared
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bacteriana, agrupar las bacterias en Gram positivas y en Gram negativas. Las Gram
positivas poseen una capa gruesa de peptidoglican y carecen de membrana externa,
mientras que las Gram negativas tienen una capa mas delgada de peptidoglican y poseen

una membrana externa.

Esta tincion ademas, correlaciona con otras propiedades como endotoxinas, susceptibilidad
a antibioticos, sensibilidad o resistencia a sales biliares, punto isoeléctrico y tension

superficial.

Existen variaciones de esta técnica, pero en términos generales, la tincién de Gram

involucra varios pasos:

1. Tincién inicial. Las células se tifien con cristal violeta, el cual es el colorante primario.

En este paso todas las células se tifien de morado.

2. Mordente: se adiciona yoduro (lugol) que reacciona con el cristal violeta y forma un

complejo cristal violeta-yoduro. En este punto todas las células contintan de color morado.

3. Decoloracion: Se adiciona un solvente no polar, el cual actda lavando el complejo cristal
violeta-yoduro de las células Gram negativas. De esta manera las bacterias Gram positivas
continan moradas y las Gram negativas quedan incoloras. Este es el paso critico de esta
tincion, pues si se exagera, decolora las Gram positivas y si se hace muy débil no decolora

a las Gram negativas.

4. Contratincion: se vuelve a tefiir con safranina o fucsina, de manera que las bacterias
Gram negativas que habian sido decoloradas, se tifien de rosado a fuscia segun el colorante
empleado, en tanto, las bacterias Gram positivas no se afectan con la contratincion y

permanecen moradas debido a lo intenso de esta coloracion (Rodriguez 2005).

OTROS ESTREPTOCOCOS
S. salivarius, S. mitis, S. anginosus, S. gordonii, S. oralis y S. sanguinis se consideran como

estreptococos no mutans con baja capacidad para descender el ph.
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LACTOBACILOS

Los lactobacilos presentan poca afinidad por las superficies dentarias, y en consecuencia,
no se les implica en el comienzo de las caries de esmalte; no obstante, son los primeros
relacionados con el avance de las caries de dentina: actian principalmente como invasores
secundarios que aprovechan las condiciones acidas y la retentividad existente en la lesion

cariosa.

ESPECIES DE ACTINOMYCES

Los microorganismos del género Actinomyces poseen la capacidad de formar levanos a
partir de la sacarosa; los levanos representan un elemento de nutricibn mas que de
adherencia (Negroni 2009)

CAMARA DE ANAEROBIOSIS

Una camara de anaerobiosis es un sistema anaerobico completo que permite al
microbidlogo procesar muestras y realizar la mayoria de las técnicas bacteriolégicas para el
aislamiento e identificacion de bacterias anaerobicas sin exposicién al aire. Para remplazar
el aire, se necesita de la mezcla gaseosa de 85% de nitrdgeno, 10% de hidrégeno y 5% de
diéxido de carbono (Rodriguez 2005)

ENJUAGUES BUCALES

La mayoria de los estudios refieren a la clorhexidina al 2 % como el enjuague mas usado
para el cuidado y mantenimiento de la salud bucal. La clorhexidina es una bisguanida que
ha sido ampliamente estudiada desde hace mas de 20 afios y es actualmente el mas potente
agente quimioterapéutico contra el Streptococcus mutans, tiene actividad bactericida contra
tanto gram positivas y gram bacterias negativas. Su efecto contra S. mutans es mayor que
contra Streptococcus sanguis y Lactobacillus. Es uno de los bactericidas mas utilizados en
productos antisépticos, tanto en el lavado de las manos y de los productos orales y como
conservante y desinfectante. La clorhexidina es considerado el estdndar de oro y es efectivo
contra la gingivitis y periodontitis. Su actividad es dependiente del pH y se reduce en gran

medida en la presencia de materia organica. Informes recientes han sugerido que la
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clorhexidina es ineficaz contra la caries dental en los ensayos clinicos, y que se ha
implicado con la resistencia de antibioticos (Filoche SK, 2005).

La clorhexidina desestabiliza y penetra las membranas de las células bacterianas. Precipita
el citoplasma e interfiere con la funcién de la membrana, inhibiendo la utilizacion de
oxigeno, lo que ocasiona una disminucion de los niveles de ATP y la muerte celular
(Russel 1993).

Lucas VS et al. (1998) ha reportado una disminucion en la cantidad de bacterias y en la
gingivitis después del uso continuo del enjuague. Malhotra R et al. (2011) consideran a la
clorhexidina como el estandar de oro para los agentes antiplaca. El uso de la clorhexidina es
importante sobre todo en pacientes que padecen inmunosupresion como parte de su
tratamiento o en pacientes con discapacidad para realizar el cepillado dental correctamente.
Sin embargo, algunos componentes de los enjuagues bucales - como el alcohol - causan
efectos colaterales, como la sensacion de irritacion en la mucosa. Otros efectos colaterales
de la clorhexidina; son las notables manchas sobre los dientes, disturbios en el sentido del
gusto, y menos comun, la descamacion de la mucosa. (Malhotra 2011). Ademas el uso a
largo plazo de la clorhexidina es limitada por su desagradable sabor (Anirban 2011).

La razon por la que la clorhexidina es tan usada como enjuague bucal es por su
sustantividad (la habilidad de ésta de obligar a los tejidos orales con la subsiguiente
liberacion lenta y por lo tanto un periodo relativamente largo de accion) (Scannapieco
2009).

Los enjuagues con clorhexidina deberan realizarse por 60 segundos dos veces al dia con 10
ml de gluconato de clorhexidina al 0.2% (Prathibha 2010).

En el caso del uso del peréxido de hidrégeno como enjuague bucal, se demostré no tener
diferencias significativas cuando se usa a corto plazo, sin embargo, se conoce que
disminuye el edema gingival cuando se usa a largo plazo combinado con un cepillado
adecuado. (Medina 2006)

ALTERNATIVAS NATURALES

En reportes previos se ha tratado de encontrar una manera de disminuir la incidencia de

caries y control de enfermedad periodontal por medio de alternativas naturales. Silvana
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Alves y col (2007) demostraron que enjuagues a base de propdleo utilizado en un grupo de
41 pacientes de ambos sexos con rango de edad entre 11 a 30 afios, dieron como resultado
cambios en la flora bacteriana. En el 49% de las muestras de saliva se observo una
disminucion en el nimero de bacterias S. mutans, el 26% no obtuvo cambios y el 25%
restante presentd proliferacion bacteriana. Concluyendo que el extracto de propdleo posee
actividad antimicrobiana efectiva contra S. mutans presentes en la cavidad oral vy
proponiendo que el propoleo podria ser utilizado como alternativa para la prevencion de la
caries y enfermedad periodontal.

Asi mismo, en un estudio realizado por Faith Ozan (2007) a 50 personas; se registro el tipo
de microorganismos encontrados en boca (Streptococuus, Stafilococcus, Escherichia coli, y
Candida albicans) y se les suministré un enjuague a base de clorhexidina como control y
enjuagues a base de propoleo a 4 diferentes concentraciones usando como diluyente alcohol
y propilenglicol. Aunque los resultados arrojaron que los enjuagues bucales con
clorhexidina son mas efectivos que los a base de propdleos; estos ultimos demostraron ser
menos toxicos a los fibroblastos gingivales y sugiere que si se sigue investigando y se
encuentran las concentraciones adecuadas del propdleo, podria ser una importante opcién
para el buen mantenimiento de la salud periodontal y como cariostatico.

Fausto y col (2010) sugieren que la colocacién de pastas de propéleo como medicacién en
los conductos radiculares tiene condiciones similares al hidroxido de calcio, siendo este el
medicamento de eleccion intraconducto en presencia de necrosis y contaminacion radicular.
Ardo Sabir y col (2005) demostraron que el uso de flavonoides derivados del propoleo
como recubrimientos pulpares directos en primeros molares de ratas, proporciona
disminucion de la inflamacion pulpar en los diferentes periodos de evaluacion cuando
fueron comparados con recubrimientos pulpares a base de 6xido de zinc o con metabolitos
no-flavonoides derivados del propoleo. Estos resultados sugieren que el uso de flavonoides
derivados del propoleo podria disminuir la inflamacion pulpar y estimular la funcion

reparativa de la dentina.
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PROPOLEO

El propdleo (del griego propolis: defensa de la ciudad), cuyo nombre cientifico es Propolis
de Apis melifera (Gémez 2008), es una sustancia que obtienen las abejas de las yemas de
los &rboles, que procesan en la colmena, convirtiéndola en un potente antibiético para
recubrir las paredes de la colmena, con el objetivo de protegerla contra la accién de
bacterias, virus y hongos.

Mecanismo de accion: se lleva a cabo por su capacidad antioxidante por un lado, y por el
otro, a sus efectos inhibidores sobre algunas enzimas como la xantino-oxidasa, la
ciclooxigenasa o la aldosa reductasa (Vademecum 2007).

El propoleo es una sustancia resinosa de color pardo rojizo o amarillo verdoso producido
por las abejas a partir de resinas vegetales. Tiene su punto de fusion de 62 a 70 °C y su peso
especifico es de 1.127 g/cm3, se endurece a 14 °C. (Asis 2001). En el propoleo hay mas de
160 componentes identificados: flavonas, flavonoles, flavononas, dihidroflavononas,
derivados del alcohol bencilico, benzaldehido y &acido benzoico, derivados del alcohol
cinamico, cumarinas, triglicéridos fendlicos, otros elementos aromaticos, un monoterpeno,
hexaterpenos, triterpenos, esteroles, acidos grasos o alifaticos, carbohidratos, polisacaridos,
vitaminas y otros compuestos. En general, la composicion se agrupa en: flavonoides,
resinas y balsamo (50%), cera de abeja (30%), aceites esenciales (10%), sustancias tanicas
(4-10%), impurezas mecanicas  (<15%), polen y algunos  minerales
como: aluminio, plata, bario, boro, cromo, cobalto, estafio, hierro. Esta presente también la
provitamina A y vitaminas del complejo B. De todos sus componentes, los flanovoides (Fig
1) son los que presentan caracteristicas antisépticas. Los flavonoides ejercen las siguientes

funciones:

Aumentan la accion de las catecolaminas, retardando su oxidacion y estimulando su
liberacion.

- Inhiben la liberacion de histamina.

- Estimulan la sintesis de colageno contra los radicales libres.

- Forman un complejo con fosfolipidos membranarios.

- Disminuyen la fragilidad y permeabilidad de los vasos sanguineos, y causan la

vasoconstriccion de los capilares.
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Tienen efecto vasodilatador e hipotensivo sobre el sistema circulatorio.

Realizan una actividad antidiurética.

Tienen funcidn colerética (aumentan la produccion de bilis).

Reducen la circulacion periférica.

Ejercen accion estrégena.

Posee un efecto estimulante sobre otras glandulas de secrecion interna (timo,
tiroides, pancreas, suprarrenal).

Tienen efecto antibacteriano, antiviral, antiparasitario y coagulante.

Los componentes con funcion de la vitamina P funcionan como sistema

oxirreductor reversible, en sinergismo con el &cido ascérbico-dehidroascorbico.

La composicion varia de acuerdo a la region geogréfica (Parolia 2010).

Figura 1. Estructura basica de los flavonoides

Entre las propiedades benéficas reportadas del propoleo son:

Bactericida: Sustancias producidas por microorganismos que suprimen
selectivamente el crecimiento o0 destruyen a otros microorganismos en
concentraciones muy bajas.

Fungicida: Son farmacos que se indican para las micosis superficiales y sistémicas
(Alves 2007).
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= Antiviral: inhiben o inactivan al virus causando los minimos efectos sobre el
huésped.

= Antitumoral: Afectan a las células que se reproducen a mayor velocidad con
independencia de si sean tumorales o no.

= Cicatrizante: regenera los tejidos cuando presentan una herida.

= Anti inflamatorio: inhiben la liberacion de prostaglandinas.

= Analgeésico: es el bloque de los impulsos nerviosos que afectan siempre a la
conduccion de los estimulos dolorosos mientras que las sensaciones de tacto o
presion no quedan abolidas totalmente. (Fatih 2007)

= Antialérgico: inhibe la respuesta del organismo ante los antigenos.

= Epitelizante

= Anestésico: Son sustancias que bloquean la conduccion nerviosa de manera
especifica, temporal, reversible, sin afectar la conciencia del paciente, ya que solo se
aplica en determinada region. (Fausto 2010)

= Inmunoestimulante: estimula el sistema inmunitario.

USO CLINICO DEL PROPOLEO EN HUMANOS

Es de suma importancia que para su utilizacion en seres humanos, su uso debe de realizarse
con parametros de vigilancia, principalmente en aquellos pacientes que presenten
reacciones inmunoalérgicas a los productos de las abejas.

Entre las aplicaciones médicas que se han realizado con el propoleo, se han reportado en
el tratamiento de infecciones en vias respiratorias altas, resfriado comun, gripe,
sinusitis, otitis, laringitis, bronquitis, asma bronquial, neumonia cronica y manejo de
tuberculosis pulmonar.  Ademés se ha utilizado como anti reumatico, inhibidor de
melanomas y carcinoma de células tumorales, regeneracion tisular, actividad anti diabética,
fotoinhibidor, etc. (Vidya 2011)

De igual manera endermatologiapara el tratamiento de abscesos, forinculos,
grietas, verrugas, infeccion en la raiz de las ufias y otras afecciones de piel. Es también
eficaz en otros problemas como conjuntivitis, infecciones y aftas bucales,

etcétera. Gonzalo Mufioz Larriega en 1989 (Ardo 2005) sefiald que las enfermedades
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podales en ovinos pueden ser tratadas con solucion de propoleo cada 30 dias con excelentes
resultados.

Hay muchas aplicaciones clinicas del propdleo en odontologia. Para ejemplificar, algunas
se refieren al alivio de ulceraciones y estomatitis, halitosis, refrescadores de aliento, bolsas
periodontales, abscesos periodontales, enjuagues bucales, caries en raiz, dentina y area
cervical. Es util en el tratamiento de liquen plano, infecciones por Céndida, queilitis
angular, xerostomia, trauma ortoddntico, ulceras, erupciones dentales, recubrimientos
pulpares, restauraciones temporales, momificacién de caries en dientes deciduos, cubrir
alveolos después de la extraccion, tratamiento de alveolo seco, anestésico tdpico,
pericoronitis, etc.

En estudios In vitro, el propdéleo ha demostrado actividad contra bacterias y levaduras
asociadas a la caries dental, gingivitis y enfermedad Periodontal. (Vidya 2011) El propdleo
es activo frente a S. aureus, Streptococcus, bacilo antrax, Salmonella sp, Estreptococos b-
hemolitico, S. epidermidis, micobacterias, Shigella, mirabilis y Serratia marcecens. La
actividad antibacteriana del propo6leo es mas notable sobre las bacterias gram positivas que
sobre las gram negativas. Pero tanto con bacterias gram positivas como gram negativas,
tiene una accién superior que los antibidticos cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina,
penicilina, ceporan, tetraciclina, kanamicina, ampicilina y los antisépticos cetavlon al 1%,
tintura de trimerosal al .1%, cloruro de benzalconio a 1:1000 e hibitane a 1:1000, en
estudios in vitro (Lucas 1998).

El propdleo como un agente antiinflamatorio inhibe la sintesis de prostaglandinas, ademas,
ayuda al sistema inmune mediante la promocion de la actividad fagocitica, la estimulacion
de la inmunidad celular y aumentando los efectos de reparacion. Adicionalmente, contiene
elemento tales como hierro y zinc los cuales son importantes en la sintesis de colagena
(Lucas 1998).

OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL PROPOLEO

En las zonas de clima templado (como el Edo. De Aguascalientes que cuenta con un clima

semi-calido y seco con lluvias escasas), se han estimado que 70%-95% de los insectos
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polinizadores son himendpteros, género del que sobresalen las abejas solitarias, los
abejorros y, sobre todo, las abejas de la miel.

De cada 100 insectos visitadores, entre 70 y 80 son abejas meliferas, proporcion que ha
venido en aumento hasta alcanzar 90% del total de insectos observados. Esto se debe
principalmente a la desaparicion de especies polinizadoras silvestres, como las avispas, los
abejorros, etc. La disminucion de estas especies y su aporte a la polinizacion, tiene su
origen en la implementacion de técnicas inadecuadas en los procesos de produccién como
la tala continua de bosques y el uso indiscriminado de insecticidas y abonos quimicos, etc.
(Diaz 2006).

La agricultura es la principal beneficiaria de los servicio polinizantes realizados por las
abejas Apis melifera. Entre los cultivos que dependen de la polinizacion por insectos o que
aumentan su produccién cuando abundan las abejas en época de floracion, estan los
fruticulas y los de semillero ya que el polen de estas plantas es demasiado pesado y
pegajoso para ser dispersado por el viento, en contraste con el de los cereales y las
herbaceas, que son polinizados por este medio.

Dentro de los insectos de facil manejo que pueden ser llevados al cultivo para el expreso
propésito de la polinizacion, se destaca la abeja melifera (Apis melifera) por su
organizacion social y por contar con un mayor nimero de individuos por unidad espacio.

La utilizacion de la abeja como agente polinizador y su contribucién al mejoramiento de las
cosechas en los diferentes sistemas de produccion agricola ha representado grandes
beneficios econdémicos, de tal manera que los en algunos paises, los productos directos de
la apicultura han pasado a segundo plano (Diaz 2006).

Las abejas elaboran diferentes productos y servicios que son utiles para su subsistencia y
gue ademas son usados por el hombre. Se resumen en el siguiente cuadro (Mendizabal
2005).

Productos y servicios Utilizacion por las abejas Utilizacion por el hombre

Abejas Mantener la  poblacion | Comercializar reinas,
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necesaria. paquetes de abejas, nucleos,

colmenas.

Apitoxina Veneno para defenderse Uso medicinal

Cera Construir panales Construir panales
artificiales, velas,

compuestos en productos

quimicos para conservacion,

etc.
Jalea real Alimento de las larvas y de | Alimento tonificante
la abeja reina.
Miel Alimento.  También lo | Alimento (puro o como

consumen para producir | ingrediente)

cera.
Polen Alimento de crias y abejas Alimento uso medicinal
Polinizacion Mejora la propagacion de | Incrementar la
esta esa especie vegetal productividad agricola
Propdleo Cubrir rajaduras de la | Barnices, uso medicinal,

colmena. Cubrir superficies | bactericida, ingrediente de
para evitar la | golosinas dietéticas, cremas

contaminacion. y jabones.

OBTENCION DEL PROPOLEO.

El tiempo en el que se ha de castrar la colmena para la obtencién del propdleo varia segun
el clima y la abundancia o escasez de flores que ofrezcan campifia; pero en todas ocasiones
se debe siempre castrar por la mafiana en verano, porque entonces las abejas estan mas
ddciles, y la cera y la miel menos expuestas a derretirse: conviene elegir un dia claro, a fin

de que estando las abejas dispersas por el campo no se las incomode mucho mientras se
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hace la castracion. Se ha de saber distinguir las colmenas que contienen la miel de los que

contienen la cria, para no destruir a esta, que regularmente esti colocada hacia la parte

anterior de la colmena. Se conocen las colmenas que tienen cria en que las cubiertas de las

celdillas son convexas y algo oscuras, y las de las celdillas de la miel son llanas y mas

blancas.

Independientemente de que se raspen con una espatula las paredes interiores de la colmena,

cuadros y demas lugares donde las abejas depositan el propdleo, se debera prestar atencion

a lo siguiente:

Se tomara una rejilla o malla plastica con agujeros de aproximadamente 1.5 — 3.0
mm, como las usadas para proteger de los insectos las puertas y ventanas.

Se cortard la rejilla plastica del tamafio de la tapa de la colmena.

Se levantara la tapa de la colmena y se colocara la rejilla sobre los cuadros de la
ultima alza.

Se colocara nuevamente la tapa y se esperard por lo menos dos meses para que las
abejas propolizen los agujeros, se retirara la rejilla y se reemplazara por otra limpia
Lo que queda después es congelar la rejilla, si es posible a -10 6 — 20° C, para

desprender facilmente el propdleo.

S se va a extraer el propdleo usando rejillas de madera colocadas dentro de la colmena o

sustituyendo alguna de las paredes se deberd tener muy presente las siguientes

recomendaciones:

1.

Efectle la limpieza y raspado de los cuadros, rejillas paredes interiores con motivo
de desinfeccion.

La recoleccion se realiza muy facilmente raspando los cuadros o paredes interiores
de las colmenas. Es preferible efectuar la operacion cuando el clima es célido,
mientras que cuando es caliente, el propoleo tiende a pegarse y aglomerarse.
Cuidado cuando raspe el propdleo de colmenas pintadas. La contaminacion con
pintura u hojuelas de pintura lo inutilizaran.

Debe extraerse antes de cualquier tratamiento con fumigantes.
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5. El propoleo debe ser recogido eliminando las sustancias extrafas, tales como abejas
muertas, particulas de cera, astillas de madera, larvas de polillas, etc.

6. No debe ser sometido al calor. Las valiosas propiedades del prop6leo son destruidas
por el calor, por lo que se debe extraer antes de aplicar algin tratamiento con calor o
si se va a utilizar un extractor solar

7. El propdleo fresco y pegajoso no debe ser prensado o comprimido en forma de
bolas.

8. No extraiga mas de 10 a 20 g de propoleo de una misma colmena.

9. Si el colector o rejilla para propoleo va a ser colocado verticalmente en reemplazo
de alguna de las paredes exteriores de la colmena, escoja preferentemente la pared
norte para obtener mayor cantidad de propdleo.

10. Aumente el intercambio de aire en la colmena (Asis 2001).

CARACTERIZACION QUIMICA DEL PROPOLEO

Sus caracteristicas morfoldgicas varian atendiendo a las condiciones que rodean la colmena
(clima, vegetacion). Por ello, su color puede variar facilmente desde el verde, verde-
castafio, maron, amarillento hasta negro. Su densidad es superior a la de la cera de abeja, es
insoluble en agua y parcialmente soluble en alcohol. A una temperatura aproximada de 15°
C es un material muy duro y a temperaturas superiores se ablanda y se vuelve muy
pegajoso, fundiéndose a 60-69° C (Arrate 2008).

Los analisis para determinar las propiedades fisicoquimicas son métodos correspondientes
a los reportados en normas internacionales, las cuales se describen brevemente.

Cenizas: consiste en calcinar una porcion de muestra en mufla a 500° C y llevar a un peso
constante. La norma fija un contenido maximo del 5%.

Humedad: se determina mediante el método termogravimétrico, que consiste en secar una
porcion de muestra en estufa a 105 £ 2° C, y llevar a peso constante. La norma establece un
contenido méximo del 10%.

Extractables en éter: se realiza por gravimetria del residuo obtenido mediante una

extraccion con éter de petrdleo (40-60%) en un equipo Soxhlet, durante 8 h, posterior
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destilacion del solvente y secado del extracto en estufa a 105° C hasta peso constante. Se
establece un contenido maximo del 40%.

Extractables en etanol: se determina por gravimetria de las resinas obtenidas mediante un
extraccion con alcohol etilico (96%), en un Soxhlet, a partir de un residuo sélido obtenido
en el dedal después de determinar el material extractable con éter de petrdleo.
Posteriormente se destil6 el alcohol a presidn reducida y la resina obtenida se sec6 en estufa
a 105° C; se llevo a peso constante. Se define un contenido minimo del 30%.

Material insoluble: después de la extraccion con etanol, el residuo remanente en el dedal
se seca en una estufa a 40° C hasta peso constante. La norma plantea para este pardmetro
un maximo del 25%.

Puntos de fusion: se determina en un fusiometro Fischer Scientific.

indice de oxidacion: se realiza de acuerdo a la metodologia descrita por Salamanca et al.
(Martinez 2012).

ALMACENAMIENTO DEL PROPOLEO

Para que las propiedades del propdleo recogido no se pierdan o alteren, es recomendable
acopiarlo en bolsas de plastico transparentes, hasta que se entregue para su utilizacion. Se
debe tener la precaucion de no almacenar grandes volimenes, para evitar que se compacte
desmereciendo significativamente la calidad del producto. Es prudente guardar estas bolsas
dentro de cajas de carton, madera o un recipiente apropiado que lo proteja de las altas
temperaturas y en especial de la luz. Otra posibilidad seria conservarlo en frascos de vidrio
de color ambar.

En general, si el propoleo se va a almacenar por largo tiempo se debe conservar
sometiéndolo a temperaturas que oscilen entre -10 a -20° C durante 48 hr. Se pueden
utilizar refrigeradores de uso domeéstico. Una vez retirado del mismo no debe dejarse en

contacto con el aire ya que absorberd humedad (Rodriguez 2011).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a los desalentadores resultados de diversos estudios epidemioldgicos sobre
prevalencia de caries realizados en afios recientes en diversos paises, se concluye que las
técnicas de prevencion utilizadas no estan resultando efectivas por lo cual se estudian otras
alternativas, entre ellas, la utilizacion de un producto natural como lo es el propéleo, que ha
demostrado tener propiedades antimicrobianas. El propdsito de este estudio es contribuir en
esta area investigando el propdleo y sugiriéndolo en un enjuague bucal para disminuir la

prevalencia de caries.

JUSTIFICACION

La prevalencia de caries dental debido a las altas cuentas de los S. mutans es una medida
primordial de la salud bucal y un indicador de las perspectivas a largo plazo para una
denticion natural y funcional. En el total de la poblacién examinada en el afio 2010 por el
Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de las Patologias Bucales (SIVEPAB), la
prevalencia de caries dental fue de 95.7%. Asi mismo se estudié la prevalencia de caries en
relacién con la edad, encontrdndose que en todos los grupos de edad ésta fue elevada
superior al 89%. La prevalencia de caries dental en la poblacion de 20 a 24 afios fue de
89.5% y en los grupos de 45 a 74 afos se detectaron las cifras mas elevadas. La caries
dental es la enfermedad mas comun y por lo tanto es un problema de salud publica.

Para controlar la cantidad de microorganismos en la cavidad bucal, incluidos los causantes
de la caries dental, se utilizan enjuagues a base de clorhexidina por ser efectivos contra una
amplia variedad de bacterias encontradas en la cavidad bucal, incluso a bajas
concentraciones. Sin embargo, se sabe que tienen efectos secundarios, como la moderada
citotoxidad a los fibroblastos gingivales, por lo que el presente estudio pretende demostrar
las bondades, entre ellas, el costo beneficio de los enjuagues a base de prop6leo como una
alternativa para el control del microorganismo S. mutans en la cavidad bucal.

Por muchos afios, la apicultura fue un importante recurso econémico de la ciudad de

Aguascalientes. En el mes de julio del afio 2012, se registré una baja de hasta 75% de los
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apicultores, quedando tan solo 180 empadronados oficiales que mantienen vigente la
actividad. Con este estudio, pretendemos retomar una parte de esta ciencia, ya que
consideramos de suma importancia explotar los beneficios de uno de los 7 productos de las
abejas, y con esto, tratar de remediar algunos problemas de salud bucal en pacientes que

viven en la misma ciudad.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es efectivo un enjuague bucal preparado a base de extracto de propéleo al 30% en la

disminucion de las cuentas microbianas de S. mutans en saliva de un paciente infantil?

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de un enjuague a base de propoleo en los S. mutans en saliva de pacientes

infantiles.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las UFC/mI de saliva de S. mutans en un grupo de pacientes infantiles
antes y después del uso del enjuague a base de propoleo al 30%

e Determinar las UFC/mI de saliva de S. mutans en pacientes infantiles después del
uso del enjuague de clorhexidina al 0.12% como un grupo de control.

e Determinar el grado de susceptibilidad a caries en relacion a las UFC/mI de saliva
de S. mutans en pacientes infantiles antes y después del uso del enjuague a base de
propdleo al 30% y en un grupo control.

e Analizar la diferencia entre las cuentas de S. mutans en saliva de pacientes infantiles

antes y despues del uso del enjuague.
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HIPOTESIS DE INVESTIGACION

El enjuague bucal a base de propdleo al 30% es efectivo en la disminucion de las cuentas

de S. mutans en saliva de pacientes infantiles.

HIPOTESIS NULA

El enjuague bucal a base de propoleo al 30% no es efectivo en la disminucién de las

cuentas de S. mutans en saliva de pacientes infantiles.

VARIABLE DE ESTUDIO INDEPENDIENTE

- Enjuague bucal a base de propoleo.

Definicion.
El enjuague bucal es una solucion que suele usarse para mantener la higiene bucal, después
del cepillado de dientes, para eliminar las bacterias y microorganismos causantes de caries

y eliminar la halitosis.

VARIABLES DE ESTUDIO DEPENDIENTES

- Efecto del enjuague bucal a base de propoleo sobre las cuentas de las UFC de S. mutans.

- Susceptibilidad a caries

Definicion.

Las UFC (unidades formadoras de colonias), es un término que se emplea para estimar el
namero de bacterias o levaduras mediante recuento de colonias sobre un medio solido.
La susceptibilidad a la caries es la capacidad de un 6rgano dentario de recibir el efecto o

accion de esta enfermedad.
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DISENO DEL ESTUDIO

Experimental in vivo

METODOLOGIA

Poblacion de estudio:

41 pacientes

Criterios de inclusién:

Pacientes infantiles de entre 12 y 15 afios
Pacientes sanos y que no se encuentren en tratamiento antibidtico
Pacientes que no presenten enfermedad periodontal

Pacientes que no usan ningun enjuague bucal o al menos 12 hr antes de iniciar el

estudio

Pacientes con altos conteos de S. mutans

Criterios de exclusion:

Pacientes jovenes mayores de 15 afios

Pacientes infantiles menores de 12 afios

Pacientes que se encuentren bajo tratamiento antibiotico
Pacientes que presenten enfermedad periodontal

Pacientes que usaron algin otro enjuague bucal 12 hr previas al inicio del estudio

Criterios de eliminacion:

Pacientes que no terminaron el estudio
Pacientes que adjuntamente usaron otro tipo de enjuague
Pacientes que decidieron retirarse del estudio

Pacientes con bajos conteos de S. mutans
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MATERIALES Y METODOS

PREPARACION DE LA SOLUCION DE PROPOLEO

Se diluyeron 27 ml de agua destilada en 73 ml de alcohol al 96% hasta lograr una
concentracion de alcohol al 70% no desnaturalizado. En seguida se pesaron 30 grs. de
propdleo (Fig. 2) los cuales se mezclaron con el alcohol y se dejaron reposar por 24 hrs.
Despues se filtro la solucion usando un filtro Whatman 41 para la obtencion de la tintura

(Fig. 2.1) que posteriormente se diluy6 en agua destilada en proporcion de 1:5.

Figura 2.1 Filtrado de la solucion con filtro Whatman 41
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Papel filtro Whatman Grado 41

Papel de filtro sin cenizas, de maxima rapidez. Adecuando para procedimientos analiticos
con precipitados gelatinosos. También se puede utilizar para andlisis de la contaminacion
del aire en grandes volimenes (Fig. 3).

Retencion de particulas : 20 — 25 um
Velocidad de filtracion (Herzberg): 54 s
Peso: 85 g/m2

Grosor: 0.22 mm

Cenizas: 0.010%

FILTER PAPERS

FILTERPAPIERE + PAPIERS FILTRES

43

Ashless

Circles
__125mm@
_Cat No 1441-125_

Whatman-

Figura 3. Filtro Whatman 41
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PREPARACION DEL AGAR MITIS SALIVARIUS ADICIONADO
CON BACITRACINA

Para la preparacion del agar se llevd a cabo la siguiente secuencia:

Con la ayuda de un matraz se midieron 1000 ml de agua destilada a la que se le agregaron
90 gr del polvo agar Mitis Salivarius agitdndolo constantemente hasta lograr la dilucién del
polvo, enseguida se le adicionaron 100 grs de sacarosa y se llevo la mezcla a ebullicion por
un minuto para lograr la absoluta dilucion de los ingredientes. Una vez que se logré la
dilucion, se esterilizd por 15 minutos a 15 libras de presién (Fig. 4) y se dej6 enfriar a no
menos de 55°C con la ayuda de bafio maria. Una vez que la preparacion alcanzo los 55°C
se procedio a agregarle la Bacitracina en cantidades de 1ml a una concentracion de 0.2
u/ml, asi como 1ml de Telurito de Sodio al 1% y después de agitarla se vacio el agar en las

cajas de Petri estériles, todo esto se llevd a cabo en la zona de seguridad (Fig. 4.1).

-

Figura 4. Esterilizacion del agar por autoclave
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Figura 4.1 Colocacién del agar en placas

EVALUACION CLINICA DE LA SOLUCION DE PROPOLEO

Previo consentimiento informado (anexo A) y habiendo informado de las caracteristicas del
estudio, muestreo, riesgos y mitigaciones, se recolecté un muestra de saliva de cada uno de
los pacientes incluidos en cada grupo de estudio.
Las muestras de saliva fueron recolectadas durante la mafiana encontrandose el paciente en
ayuno minimo de 2 horas y sin haber realizado ningun procedimiento de higiene bucal en
este periodo previo a la muestra. Los pacientes fueron sentados en una unidad dental,
fueron interrogados y se obtuvieron los datos incluidos en la hoja de recoleccion de datos
(anexo B), fueron revisados clinicamente considerando los siguientes aspectos:

- No presentar enfermedad periodontal

- No presentar signos de otra enfermedad de los tejidos blandos
Para obtener las muestras de saliva se le proporciono al paciente un cuadro de parafina
masticable y se le pidid que recolectara saliva durante un periodo de 1 min la cual fue
depositada en un frasco estéril rotulado previamente que le fue proporcionado para este fin.
Las muestras de saliva fueron inmediatamente trasportadas al laboratorio para su
procesamiento.
Una vez recolectados los datos y realizadas las revisiones clinicas se le explicé al paciente
detalladamente el procedimiento que deberia seguir para realizar el enjuague proporcionado
para su evaluacion. Este procedimiento consistia en lo siguiente:

- Realizar el enjuague bucal con la sustancia por un minuto
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- Recolectar saliva una hora después del enjuague y depositarlo en el frasco esteéril

proporcionado.

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LAS MUESTRAS DE SALIVA
Las muestras de saliva fueron transportadas al laboratorio de microbiologia de la Facultad
de Estomatologia de la UASLP en un periodo no superior a una hora. Antes de su
procesamiento, las muestras fueron mantenidas en una hielera con bolsas térmicas a una
temperatura de entre 1 a 4° C (Fig. 5)

Cada muestra de saliva se agitoé con Vortex durante 30 segundos y utilizando 1 ml de saliva

se realizaron diluciones seriadas hasta 10 3 (Fig. 5.1).

Figura 5. Frasco recolector de saliva

Figura 5.1 Diluciones seriadas de la saliva en solucion salina isotonica.
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DILUCIONES SERIADAS DE LAS MUESTRAS DE SALIVA

1. Se colocaron 900 ul de solucion salina isotonica estéril en cada tubo Ependorf (Fig.
6).

2. Se colocaron 4 tubos Ependorf en hilera por cada muestra. EI primer tubo contenia
1ml de saliva.

3. Se colocaron 100 pl del tubo # 0 en el tubo #1 que contenia la solucidn isotonica
estéril. Se agito en el Vortex y se colocaron 100 pl del tubo #1 en el tubo #2, se
agito la solucion y se colocaron 100 ul de la solucion 2 en el tubo #3; se agitd la

solucién.

Figura 6 Diluciones salivales

SEMBRADO EN PLACA POR EXTENSION

Fueron sembrados 100 pL de saliva y 100 pL de cada dilucion y por el método de
extension en placa o césped en Agar Mitis Salivarius adicionado con Bacitracina 0.2 Ul/ml
y Telurito de Sodio al 1% (Fig. 7).

Una vez sembradas las placas fueron incubadas en una camara de anaerobiosis 0 jarra
Gaspack a 36° C en un ambiente micro-aerofilico de 5% de CO?2 durante un periodo de 48
hrs (Fig. 7.1).

Se contaron las colonias de S. mutans en cada una de las placas y se calcul6 la relacion de
estas por mililitro de saliva en cada una de las muestras, tanto las obtenidas antes y después

del uso del enjuague (Fig. 7.2).
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-

Figura 7.1

Siembra en placas e incubacion en anaerobiosis

Figura 7.2 Conteo de colonias
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Para determinar las UFC/mI en saliva se utilizo la siguiente formula:

(No de colonias) * (Factor de dilucion —inverso-)

UFC/mI de saliva

In6culo en ml

La clasificacion propuesta de riesgo de caries en relacion al conteo de S. mutans en saliva
fue la siguiente:

Clase Conteo de S. mutans en saliva Riesgo a caries
4 > 1,000,000 UFC/ml | Alto
de saliva
3 >500,000 < 1,000,000 UFC/mlde | Moderado — Alto
saliva
2 >100,000 < 500,000 UFC/ml Moderado - Bajo
de saliva
1 < 100,000 UFC/ml | Bajo Riesgo
de saliva

CONSIDERACIONES ETICAS

La presente investigacion se realizo in vivo, en pacientes que acudieron a la Facultad de
Estomatologia. De acuerdo a los lineamientos establecidos por la declaracion de Helsinki
de la Asociacion Médica Mundial de 1964 para la investigacion médica en seres humanos y
sus revisiones de 1974, 1983, 1996, 2000, 2002, 2004 y 2008.

Ademas se tomaron también en cuenta los lineamientos legales establecidos por la Ley
General de Salud en los articulos 89 parrafo 1 'y 90 fraccion 111, 96 fraccion I, 111, y V, 98,
100 y 101 parrafo I del reglamento de la Ley General de Salud en materia de prestacién de
servicios de atencion médica, articulos 7, 8, 9 y fraccion Il, 17 y 29.

De acuerdo a estos lineamientos antes mencionados, se obtuvo el consentimiento
informado de los participantes por medio de un documento escrito, en el cual se especificd
el objetivo de la investigacion, tiempo de duracion, métodos utilizados, asi como los

riesgos y efectos secundarios de los medicamentos utilizados, ademads, se asegurd la
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confidencialidad y anonimato de los datos. Los participantes que aceptaron participar en el
estudio lo hicieron de forma voluntaria y sabiendo que se podrian retirar cuando ellos lo

decidieran sin recibir sancion alguna.

RESULTADOS

En el presente estudio, el enjuague a base de propoleo demostrdé disminuir las cuentas in
situ de uno de los microorganismos méas importantes causantes de la caries dental, que es, el
S. mutans. De los 41 pacientes muestreados, seis fueron eliminados de acuerdo a los
criterios de eliminacidn, veinticinco pacientes usaron el enjuague a base de propoleo y 10
pacientes usaron el enjuague a base de clorhexidina. Como se observa en la Tabla 1, en los
pacientes que realizaron el enjuague a base de propdleo (B1 — B25) se mostr6 una
disminucion en el riesgo de caries en todos los casos (Tabla 2). Sin embargo, la
disminucion en los conteos de S. mutans en los pacientes que realizaron el enjuague con

clorhexidina que son identificados de B26 — B35, fue significativamente mayor.

Analisis de los grupos

Grupo de UFC/ml Riesgo de Grupo de UFC/ml Riesgo de
estudio caries estudio pos- caries
pre- tratamiento

tratamiento

Al 8000 1 Bl 2000 1
A2 100,000 3 B2 34,000 1
A3 16,000 1 B3 2000 1
A4 1,000,000 4 B4 120,500 2
A5 2000 1 B5 0 1
A6 260,000 2 B6 152,000 2
AT 1,060,000 4 B7 150,000 2
A8 666,000 3 B8 274,000 2
A9 496,000 2 B9 14,000 1
Al0 343,200 2 B10 514,000 3
All 1,060,000 4 B11 126,000 2
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Al2 966,000 3 B12 370,000 2
Al3 120,000 2 B13 424,000 2
Al4 109,900 2 B14 40,000 1
Al5 800,000 3 B15 560,000 3
Al6 160,000 2 B16 14,000 1
Al7 1,280,000 4 B17 1,200,000 4
Al8 32,000 1 B18 18,000 1
Al9 372,000 2 B19 14,000 1
A20 624,000 3 B20 282,000 2
A21 600,000 3 B21 40,000 1
A22 59,600 i B22 64,000 1
A23 19,200 i B23 0 1
A24 24,000 1 B24 20,000 1
A25 24,000 1 B25 4000 1
A26 40,000 1 B26 1300 1
A27 20,000 1 B27 0 il
A28 218,000 2 B28 0 1
A29 500,000 3 B29 0 1
A30 408,000 2 B30 0 1
A3l 194,000 2 B3l 2000 1
A32 800,000 3 B32 0 1
A33 12,000 1 B33 0 1
A34 224,000 2 B34 0 1
A35 202,900 2 B35 0 1

Tabla 1. En los pacientes que realizaron el enjuague a base de propéleo, se

disminuyd el riesgo de caries en todos los casos.
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Riesgo de caries

GRUPO DE ESTUDIO % valido
CONTROL Validos Bajo riesgo 314
Riesgo moderado-bajo 34.3
Riesgo moderado-alto 22.9
Alto riesgo 114
Total 100
PROPOLEO Vélidos Bajo riesgo 56
Riesgo moderado-bajo 32
Riesgo moderado-alto 8
Alto riesgo 4
Total 100
CLORHEXIDINA Validos Bajo riesgo 100

Tabla 2. El uso del enjuague de propdleo disminuyé el riesgo de caries.

De acuerdo a la estadistica descriptiva, la media encontrada para el grupo propoleo fue de
221,000.00 con un valor minimo de 0 y un maximo de 1,200.000 y cuando la media del
grupo clorhexidina fue de 330.00 con un valor minimo de 0 y un valor maximo de 2000,

como se muestra en la Tabla 3.

Estadistica descriptiva

GRUPO DE ESTUDIO N Minimo | Maximo | Media
CONTROL UFC/ML DE 35 2000 | 1280000 | 366308.57
SALIVA
N véalido (segun 35
lista)
PROPOLEO UFC/ML DE 25 0 1200000 221000
SALIVA
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N valido (segln 25
lista)
CLORHEXIDINA UFC/ML DE 10 2000 330
SALIVA
N valido (segln 10
lista)

Tabla 3. Segun las UFC/mI de saliva, el enjuague a base de propéleo

mostré una media de 221.000, después de su uso.

Las Tablas de Contingencia (Tabla 4) se utilizaron para analizar la relacion que existe entre

los grupos y caracteristicas especificas, en este caso grupos control, propéleo y

clorhexidina; relacionandolos con riesgo de caries bajo, moderado-bajo, moderado —alto y

alto. A estas tablas también se les conoce como tablas de independencia ya que si el valor

de P es menor que .05 significa que existe una relacion entre los grupos de estudio y las

caracteristicas especificas. En caso de que el valor de P sea mayor significa que los grupos

de estudio y las caracteristicas especificas son independientes unas de otras.

Tabla de contingencia entre los grupos de estudio (control, propéleo y clorhexidina) y el

grado de riesgo de caries.

RIESGO DE CARIES Total
Bajo Riesgo Riesgo Alto
riesgo | Moderado- | Moderado- | Riesgo
Bajo Alto

GRUPO CONTROL 11 12 8 4 35
DE PROPOLEO 14 8 2 1 25
ESTUDIO | CLORHEXIDINA 10 0 0 0 10
Total 31 17 10 5} 70

Tabla 4. Se muestra la relacion entre cada uno de los grupos de estudio con el riesgo de caries
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Los andlisis de la tabla de Chi Cuadrado muestran que el valor de P es menor que .05 lo
cual significa que existe una relacion entre los tres grupos de estudio y los cuatro tipos de

riesgo de caries.

Pruebas de chi-cuadrado de la tabla 4

Valor gl Sig. Asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de 15.413a 6 0.017
Pearson
Razon de 19.396 6 0.004
verosimilitudes
Asociacion lineal por 11.219 1 0.001
lineal
N de casos validos 70

Tabla 5. Los valores de P son mayores a .05 lo que indica que las caracteristicas especificas son

independientes.

Las Tablas de Contingencia (Tabla 6) se utilizaron para analizar la relacion que existe entre
los grupos control y prop6leo relacionadndolos con riesgo de caries bajo, moderado-bajo,
moderado —alto y alto.

Tabla de Contingencia entre los grupos de estudio (control y propbleo) y el riesgo de caries

GRUPO DE ESTUDIO Total
CONTROL | PROPOLEO
RIESGO Bajo riesgo 11 14 25
DE Riesgo moderado- 12 8 20
CARIES | bajo
Riesgo  moderado- 8 2 10
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alto

Alto riesgo 4 1 5
Total 35 25 60

Tabla 6. Se muestra la relacion entre el grupo control y el grupo prop6leo con los grupos de riesgo de caries

Los andlisis de la prueba de Chi Cuadrada de la tabla 6 (Tabla 7), muestran que el valor de
P es mayor que .05 lo cual significa que no existe una relacion entre el grupo control y
propoleo, en relacion con el grado de riesgo de caries.

Prueba de Chi Cuadrada de la tabla 6

Valor gl Sig. Asintdtica (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 3.2072 3 0.361
Razo6n de verosimilitudes 3.249 3 0.355
Asociacion lineal por lineal 2.749 1 0.097
N de casos validos 53

Tabla 7. No existe relacion entre los grupos propéleo y control y el riesgo de caries

Las Tablas de Contingencia (Tabla 8) se utilizaron para analizar la relacion que existe entre

los grupos control y clorhexidina relacionandolos con riesgo de caries bajo, moderado-bajo,
moderado —alto y alto.

Tabla de contingencia entre los grupos de estudio (control y clorhexidina) y el riesgo de

caries
CONTROL | CLORHEXIDINA Total
RIESGO Bajo riesgo 11 10 21
DE Riesgo moderado- 12 0 12
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CARIES bajo
Riesgo moderado- 8 0 8

alto
Alto riesgo 4 0 4
Total 35 10 45

Tabla 8. Se muestra la relacion entre el grupo control y el grupo clorhexidina y el riesgo de caries.

Los andlisis de esta prueba (tabla 9) muestran que el valor de P es menor que .05 lo cual
significa que existe una relacion entre el grupo control y el grupo clorhexidina, en relacién
con el grado de riesgo de caries. Lo cual significa que los pacientes del grupo tratados con
clorhexidina tienen un grado bajo de riesgo de caries y los pacientes del grupo control se

pueden encontrar en categorias diferentes del riego de caries.

Prueba de Chi Cuadrada de la tabla 8.

Valor al Sig. Asintdtica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 14.694a 3 0.002
Razdn de verosimilitudes 18.609 3 0
Asociacion lineal por lineal 10.057 1 0.002
N de casos validos 45

Tabla 9. Si existe relacion entre los grupos de estudio y el riesgo de caries

Las Tablas de Contingencia (Tabla 10) se utilizaron para analizar la relacion que existe
entre los grupos propoleo y clorhexidina relacionandolos con riesgo de caries bajo,

moderado-bajo, moderado —alto y alto.
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Tabla de contingencia entre los grupos de estudio (propoleo y clorhexidina) y el grado de
riesgo de caries.

GRUPO DE ESTUDIO Total
PROPOLEO | CLORHEXIDINA

RIESGO Bajo riesgo 14 10 24

DE Riesgo moderado- 8 0 8
CARIES bajo

Riesgo moderado- 2 0 2
alto

Alto riesgo 1 0 1

Total 25 10 35

Tabla 10. Se muestra la relacién entre el grupo control y el grupo clorhexidina y el riesgo de caries

Los analisis de la prueba Chi Cuadrada (Tabla 11) muestran que el valor de P es mayor que
.05 lo cual significa que no existe una relacion entre el grupo propéleo y clorhexidina, en
relacion con el grado de riesgo de caries. Lo cual significa que los pacientes del grupo
tratados con clorhexidina tienen un grado bajo de riesgo de caries y los pacientes del grupo
tratados con propdleo se pueden encontrar aproximadamente el 50% en las categorias de

bajo riesgo y riesgo moderado-bajo del grado de riesgo de caries.

Pruebas de chi-cuadrado de la tabla 10

Valor gl Sig. Asintotica (bilateral
Chi-cuadrado de Pearson 6.222a 3 0.101
Razon de verosimilitudes 8.772 3 0.032
Asociacion lineal por lineal 4.576 1 0.032
N de casos validos 28

Tabla 11. No existe relacion entre los grupos propoéleo y clorhexidina y el grupo de riesgo de caries
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La prueba ANOVA se utiliza para comparar promedios entre grupos y diferentes variables
(Tabla 12). Cuando el valor de P es menor que .05 significa que hay que rechazar la
hipdtesis nula (los promedios entre los grupos son iguales). Lo cual indica que los
promedios entre los grupos son diferentes, y para saber donde se encuentran estas

diferencias se aplico la prueba de Tukey (Tabla 13).

Cuando el valor de P en cada una de las comparaciones es menor que .05, nos indicé que
hay una diferencia significativa entre los grupos. Existe una diferencia significativa entre el
grupo control y el grupo de clorhexidina. Entre las otras combinaciones de grupos no hay

una diferencia significativa (Tabla 14).

Los resultados de esta prueba indican que no hay diferencias entre el grupo de propoleo y
clorhexidina, lo cual es importante porque podemos decir que el enjuague a base de
propoleo puede ser una alternativa como tratamiento antibacterial en algunos problemas
bucales ya que se comportdé de manera similar al del estdndar de oro que es el enjuague a

base de clorhexidina.

ANOVA de un factor
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1.094E+12 2 5.47E+11 5.08 0.009
Intra-grupos 6.463E+12 60 1.08E+11
Total 7.558E+12 62

Tabla 12. Los promedios de los grupos son diferentes

Prueba de HSD de Tukey

() GRUPO DE (J) GRUPO DE Intervalo de confianza al 95%
ESTUDIO ESTUDIO Limite Limite superior
inferior
CONTROL PROPOLEO -83465.71 374082.86
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CLORHEXIDINA 83157.49 648799.65

PROPOLEO CONTROL -374082.86 83465.71
CLORHEXIDINA -90417.32 531757.32

CLORHEXIDINA CONTROL -648799.65 -83157.49
PROPOLEO -531757.32 90417.32

Tabla 13. Los promedios de los grupos control y clorhexidina son diferentes.

Pruebas post hoc. Comparaciones multiples.

(I) GRUPO DE (J) GRUPO DE Diferencia de Error tipico | Sig.
ESTUDIO ESTUDIO medias (I-J)

CONTROL PROPOLEO 145308.571 95195.041 | 0.286

CLORHEXIDINA 365978.571 117684.401 | 0.008

PROPOLEO CONTROL -145308.571 95195.041 | 0.286

CLORHEXIDINA 220670 129446.236 | 0.212

CLORHEXIDINA CONTROL -365978.571 117684.401 | 0.008

PROPOLEO -220670 129446.236 | 0.212

Tabla 14. Los resultados de P menores a .05 indican que si existe diferencia significativa entre los grupos
control y clorhexidina

DISCUSION

Este estudio ha reportado la potencial aplicacion del propdleo en el control de la caries
dental, especialmente ahora que este producto ya se ha incorporado a diversos productos
domeésticos para el cuidado bucal. EI mecanismo de la accion antimicrobiana del propéleo
es controversial y no es del todo clara. La actividad bioldgica del propdleo puede variar de
acuerdo a su composicion y parece ser multidireccional, envuelve varios mecanismos tales
como la desorganizacion de la membrana citoplasmatica y la pared celular; bacteridlisis
parcial; formacion de colonias pseudo-multicelulares y la inhibicion de la sintesis de

proteinas. Es conocido que el efecto de sinergismo de la mayoria de los componentes del
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propoleo como los flavonoides (galangina, pinocembrina y quercetina) y el acido cindmico
probablemente influencian la pared celular, resultando en efectos funcionales vy
estructurales.

La variacion en cuanto a la composicion del propéleo puede ser una limitacion en cuanto al
control de calidad y el efecto. Asi que un analisis del propéleo de cada regién es esencial.
Elbaz y col. en el afio 2012 compararon el efecto antibacterial del propdleo procedente de
Egipto y el de Nueva Zelanda sobre S. mutans y lactobacillus spp en saliva y encontraron
que el propoleo procedente de Nueva Zelanda tuvo una mejor actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana del propdleo es ampliamente documentada, algunos autores
encontraron muestras de propoleo con actividad antimicrobiana solamente contra gram
positivos y algunos hongos. Ozan y col. demostraron su efecto contra gram positivos y
negativos pero muy bajo efecto sobre Candida albicans. En este estudio, los resultados
mostraron que el enjuague a base de propdleo tiene actividad antimicrobiana sobre los
conteos de S. mutans en saliva de pacientes infantiles.

El propdleo es relativamente no toxico y algunos estudios han demostrado que la dosis
segura en humanos es de 1.4 mg/kg por dia o aproximadamente 70 mg diariamente.

El desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de la caries dental es fundamental ya
que la administracion antimicrobiana oral o sistémica han traidos grandes problemas como
la resistencia de algunos microorganismos.

Los nuevos enjuagues antimicrobianos no han demostrado la misma efectividad contra los
microorganismos orales como lo hace la clorhexidina, sin embargo, han sido menos toxicos
sobre los fibroblastos orales.

El problema principal asociado a las preparaciones a base de propdleo es su composicion
guimica heterogénea, ya que su composicion varia de acuerdo a la region de origen, la
vegetacion y a las técnicas de obtencion. Los nuevos estudios requieren resolver estos

problemas.
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CONCLUSIONES

Basados en nuestro estudio, concluimos que el enjuague a base de propdéleo mostrd
disminucion en los conteos de S. mutans en saliva de pacientes infantiles. Los resultados
mostraron que el efecto antimicrobiano del enjuague a base de propdleo es tan efectivo
como la clorhexidina sobre el conteo de S. mutans de saliva de pacientes jovenes en

relacion con el riesgo de caries.

GLOSARIO

Propoleo: es una sustancia que obtienen las abejas de las yemas de los arboles y que luego
procesan en la colmena, convirtiéndola en un potente antibiético con el que cubren las
paredes de la colmena, con el fin de combatir las bacterias, virus y hongos que puedan

afectarla.

Clorhexidina: es una sustancia antiséptica de accion bactericida y fungicida. Pertenece al
grupo de las biguanidas y se utiliza ampliamente en odontologia en concentraciones de

0,2%, 0,12% y 0,10 % en presentaciones para el uso como enjuague bucal.

Caries: es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por la destruccién de los tejidos
del diente como consecuencia de la desmineralizacion provocada por los acidos que genera
la placa bacteriana. Las bacterias fabrican ese acido a partir de los restos de alimentos de la

dieta que se les quedan expuestos.

Bacteria: constituye un dominio grande (o reino) de los microorganismos procariotas.
Tipicamente con algunos micrometros de longitud, las bacterias tienen una amplia gama de
formas, que van desde esferas a las barras y espirales. Las bacterias fueron las primeras
formas de vida en aparecer en la Tierra, y estan presentes en la mayoria de los habitats del

planeta.
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Flavonoides: son compuestos, generalmente amarillos, que se encuentran en los jugos
celulares y en los pétalos de las flores de algunas plantas en forma de glucosidos de
diversos azucares y cuyos aglucones son derivados del nucleo fundamental de la

fenilbenzopirona. Son grupos fendlicos.

indice CPO-D vy ceo: indice utilizado en Odontologia que se realiza para cuantificar la
prevalencia de la caries dental en ambas denticiones. Sefiala la experiencia de caries tanto
presente como pasada, pues toma en cuenta los rganos dentarios con lesiones de caries, los

perdidos por caries y con tratamientos previamente realizados por la misma causa.
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ANEXO A

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA
TITULO DEL PROTOCOLO: EFECTO DE UN ENJUAGUE A BASE DE
PROPOLEO SOBRE LOS CONTEOQS DE Streptococcus mutans EN SALIVA DE
PACIENTES INFANTILES
INVESTIGADOR PRINCIPAL: M.E. GABRIELA CABRERA RUEDA
SEDE DONDE SE REALIZARA EL ESTUDIO: UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
SAN LUIS POTOSI
NOMBRE DEL PACIENTE:

A USTED SE LE ESTA INVITANDO A PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA. ANTES DE DECIDIR SI PARTICIPA O NO, DEBE
CONOCER Y COMPRENDER CADA UNO DE LOS SIGUIENTES APARTADOS.
ESTE PROCESO SE CONOCE COMO CONSENTIMIENTO INFORMADO. SIENTASE
CON ABSOLUTA LIBERTAD PARA PREGUNTAR SOBRE CUALQUIER ASPECTO
QUE LE AYUDE A ACLARAR SUS DUDAS AL RESPECTO.
UNA VEZ QUE HAYA COMPRENDIDO EL ESTUDIO Y SI USTED DESEA
PARTICIPAR, ENTONCES SE LE PEDIRA QUE FIRME ESTA FORMA DE
CONSENTIMIENTO, DE LA CUAL SE LE ENTREGARA UNA COPIA FIRMADA Y
FECHADA.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.
DEMOSTRAR LAS PROPIEDADES BACTERICIDAS DEL ENJUAGUE A BASE DE
PROPOLEO DEL ESTADO DE AGUASCALIENTES POR MEDIO DE LA
DISMINUCION DE LA BACTERIA S. MUTANS

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO
A USTED SE LE ESTA INVITANDO A PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION QUE TIENE COMO OBJETIVOS:
PROBAR QUE EL ENJUAGUE QUE SE ELABORO A BASE DE PROPOLEO ES
EFICIENTE EN LA DISMINUCION DE LA BACTERIA S. MUTANS
3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO
EN ESTUDIOS REALIZADOS ANTERIORMENTE POR OTROS INVESTIGADORES
SE HA OBSERVADO QUE LOA ENJUAGUES BUCALES COMERCIALES IRRITAN
LA MUCOSA O PROVOCAN CAMBIOS EN LOS TEJIDOS. CON ESTE ESTUDIO SE
PRETENDE DEMOSTRAR LAS BONDADES DE UN ENJUAGUE BUCAL A BASE
DE UN PRODUCTO NATURAL A UN BAJO COSTO.
ESTE ESTUDIO PERMITIRA QUE EN UN FUTURO OTROS PACIENTES PUEDAN
BENEFICIARSE DEL CONOCIMIENTO OBTENIDO.
4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
SE LE APLICARA UNA PRUEBA DE SENSIBILIDAD AL PROPOLEO LA CUAL
CONSISTE EN UNA PUNCION INTRADERMICA EN LA PARTE INTERNA DEL
ANTEBRAZO DERECHO. POSTERIORMENTE SE VALORARA SI SE PRODUCE
UNA REACCION QUE SE MANIFESTARIA POR LA PRESENCIA DE UNA



PEQUENA INFLAMACION Y EDEMA. EN ESTE CASO, SE SUSPENDERA EL
RESTO DEL ESTUDIO. DE NO SER ASI, SE LE PEDIRA UNA MUESTRA DE
SALIVA Y SE LE INSTRUIRA PARA QUE USE EL ENJUAGUE CON LA
SUSTANCIA QUE SE LE ENTREGARA. SE LE SOLICITARA NUEVAMENTE UNA
NUEVA MUESTRA DE SALIVA 20 MINUTOS DESPUES.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

RIESGOS IMPREDECIBLES

EN CASO DE QUE USTED DESARROLLE ALGUN EFECTO ADVERSO
SECUNDARIO O REQUIERA OTRO TIPO DE ATENCION, ESTA SE LE BRINDARA
EN LOS TERMINOS QUE SIEMPRE SE LE HA OFRECIDO.

6. ACLARACIONES

SU DECISION DE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO ES COMPLETAMENTE
VOLUNTARIA.

NO HABRA NINGUNA CONSECUENCIA DESFAVORABLE PARA USTED, EN
CASO DE NO ACEPTAR LA INVITACION.

S| DECIDE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO PUEDE RETIRARSE EN EL MOMENTO
QUE LO DESEE, -AUN CUANDO EL INVESTIGADOR RESPONSABLE NO SE LO
SOLICITE-, PUDIENDO INFORMAR O NO, LAS RAZONES DE SU DECISION, LA
CUAL SERA RESPETADA EN SU INTEGRIDAD.

NO TENDRA QUE HACER GASTO ALGUNO DURANTE EL ESTUDIO.
NO RECIBIRA PAGO POR SU PARTICIPACION.

EN EL TRANSCURSO DEL ESTUDIO USTED PODRA SOLICITAR INFORMACION
ACTUALIZADA SOBRE EL MISMO, AL INVESTIGADOR RESPONSABLE.

LA INFORMACION OBTENIDA EN ESTE ESTUDIO, UTILIZADA PARA LA
IDENTIFICACION DE CADA PACIENTE, SERA MANTENIDA CON ESTRICTA
CONFIDENCIALIDAD POR EL GRUPO DE INVESTIGADORES.

SI CONSIDERA QUE NO HAY DUDAS NI PREGUNTAS ACERCA DE SU
PARTICIPACION, PUEDE, SI ASi LO DESEA, FIRMAR LA CARTA DE
CONSENTIMIENTO INFORMADO QUE FORMA PARTE DE ESTE DOCUMENTO.

7. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

YO, HE LEIDO Y COMPRENDIDO LA
INFORMACION ANTERIOR Y MIS PREGUNTAS HAN SIDO RESPONDIDAS DE
MANERA SATISFACTORIA. HE SIDO INFORMADO Y ENTIENDO QUE LOS
DATOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO PUEDEN SER PUBLICADOS O
DIFUNDIDOS CON FINES CIENTIFICOS. CONVENGO EN PARTICIPAR EN ESTE
ESTUDIO DE INVESTIGACION. RECIBIRE UNA COPIA FIRMADA Y FECHADA
DE ESTA FORMA DE CONSENTIMIENTO.

FIRMA DEL PARTICIPANTE O DEL PADRE O TUTOR FECHA




TESTIGO 1 FECHA

TESTIGO 2 FECHA

ESTA PARTE DEBE SER COMPLETADA POR EL INVESTIGADOR (O SU
REPRESENTANTE):

HE EXPLICADO AL SR(A). LA NATURALEZA Y LOS
PROPOSITOS DE LA INVESTIGACION; LE HE EXPLICADO ACERCA DE LOS
RIESGOS Y BENEFICIOS QUE IMPLICA SU PARTICIPACION. HE CONTESTADO
A LAS PREGUNTAS EN LA MEDIDA DE LO POSIBLE Y HE PREGUNTADO SI
TIENE ALGUNA DUDA. ACEPTO QUE HE LEIDO Y CONOZCO LA
NORMATIVIDAD CORRESPONDIENTE PARA REALIZAR INVESTIGACION CON
SERES HUMANOS Y ME APEGO A ELLA.

UNA VEZ CONCLUIDA LA SESION DE PREGUNTAS Y RESPUESTAS, SE
PROCEDIO A FIRMAR EL PRESENTE DOCUMENTO.

FIRMA DEL INVESTIGADOR FECHA



ANEXO B

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA
POSGRADO DE ESTOMATOLOGIA PEDIATRICA

Hoja de Recoleccién de Datos

Fecha

EFECTO DE UN ENJUAGUE A BASE DE PROPOLEO SOBRE LOS CONTEOS
DE Streptococcus mutans EN SALIVA DE PACIENTES INFANTILES

Nombre del paciente

Apellido Paterno Apellido Materno Nombre
Edad: Sexo:

Teléfono de casa Fecha de nacimiento

Escolaridad

Nombre completo del padre o tutor:

-Encierre Si o No en un circulo (si su respuesta es si, especifique).

¢ Tomo algin medicamento en los Ultimos 7 dias? Si No
¢Ha tomado antibidtico en los ultimos 7 dias? Si No
¢Padece alguna enfermedad grave? Si No

¢Ha sido sometido a algun tipo de intervencion quirdrgica seria? Si No

¢Ha tenido algin accidente importante? Si No
¢Ha sido hospitalizado? Si No
¢Es alérgico a algin medicamento en particular? Si No

¢Es alérgico a algun alimento? Si No




Otra alergia: (especifique)

ANTECEDENTES ODONTOLOGICOS

Fecha de su ultima consulta

¢Alguna vez ha experimentado una reaccion alérgica a algun tipo de tratamiento dental?
¢Recibio aplicacion tdpica de fltor en los Ultimos 7 dias?

¢ Utiliz6 algin enjuague bucal en los ultimos 7 dias?
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