Investigacion Cuantitativa

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE POLEN CHILENO
DE APIS MELLIFERA FRENTE A E. COLI, S. AUREUS Y B. SUBTILIS

Mireya Ahumada Molina?

Matias Barra Niedbalski®*

Alexander Eger Domenichini?®

Amany Chaaban Diaz?

Antonio Leporati Verdugo?

aEstudiante de Medicina, Facultad de Medicina Clinica Alemana de Santiago - Universidad del Desarrollo.

Articulo recibido el 20 de septiembre, 2021. Aceptado en versién corregida el 06 de diciembre, 2021.

RESUMEN

Introduccioén: La resistencia antibiética constituye uno de los mayores problemas en la medicina actual, por lo
que surge la necesidad de buscar nuevas alternativas. El polen corbicular, generado por las abejas meliferas al
mezclar polen de flores con secreciones bucales propias, posee gran cantidad de polifenoles. Se ha descrito que
los polifenoles presentan actividad antibacteriana. Estos son capaces de interactuar con la pared bacteriana y
destruir su integridad. Chile presenta una rica actividad apicola, y ademas posee una gran variedad de pélenes
distintos debido a su flora variada y sus diversos biotopos. Hipoétesis: Los extractos etandlicos de polen corbicular
chileno de la V y VI regién presentan actividad antibacteriana, la cual esta relacionada con la concentracion total
de fenoles. Disefio: Se realizaron extracciones de fenoles totales con dos solventes (agua destilada y etanol
70%) a 8 muestras de polenes obtenidos de laV'y VI regidn de Chile. Se caracterizaron en funcién de su contenido
fendlico total mediante el método de Folin Ciocalteau y su actividad antibacteriana frente a E. Coli, S. Aureus y B.
Subtilis mediante el porcentaje de inhibicion. Resultado: Las extracciones etandlicas presentaron contenido
fendlico mayor que las acuosas. Los extractos etandlicos presentaron actividad antibacteriana frente a las tres
bacterias. No se obtuvo una relacion entre el contenido fendlico y la actividad antibacteriana. Conclusién: El
polen corbicular utilizado presenta actividad antibacteriana independientemente de las concentraciones fendlicas,

por lo que es necesario mayores estudios para identificar la variable responsable.
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INTRODUCCION

Hoy en dia, una de las problematicas mas
importantes en medicina es la resistencia a
antibidticos??. Esta crisis se debe principalmente al
USO excesivo y prescripcion incorrecta de estos
farmacos. Por otro lado, en los dltimos afos las
empresas farmacéuticas han disminuido la
produccion de antibidticos nuevos ya que no son el
negocio mas rentable dentro de la industria, puesto
que se utilizan por periodos relativamente cortos, a
diferencia de medicamentos para enfermedades
cronicas®*. Esto limita farmacolégicamente el poder
tratar enfermedades bacterianas, por lo que surge la
necesidad de encontrar nuevas alternativas de
tratamiento.

El polen es el gameto masculino de la flor. Las
abejas (Apis mellifera) recolectan el polen, lo
combinan con néctar y secreciones bucales®, a este
tipo de polen se le denomina corbicular. Mediante
ensayos in vitro, se le han atribuido diferentes
propiedades al polen recolectado por abejas, como
antioxidantes, antibacterianas, antifingicas vy
antiinflamatorias, entre otras®’. Las propiedades del
polen van a depender de la flora de la cual es
extraida, la estacion del afio, la geografia que lo
rodea, y de la subespecie que lo recolecta, entre
otros®. Chile es uno de los paises con mayor actividad
apicola a nivel latinoamericano, teniendo mas de
400.000 colmenas explotadas®.

*Correspondencia: mabarran@udd.cl
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Junto a esto, se suma el hecho de que Chile posee
diversos biotopos y consecuentemente presenta una
flora muy variada, lo que se traduce en una gran
variedad de pdlenes?®.

La actividad antibacteriana del polen se atribuye
principalmente a la presencia de polifenoles como
flavonoides y polifenoles acidos. Estos tienen la
capacidad de formar complejos con la pared celular
interrumpiendo su integridad, bloqueando los canales
e inhibiendo el flujo de electrones en la cadena
transportadora de electrones. Ademas, se ha descrito
gue pueden bloquear la bomba efflux, la cual es un
tipo de mecanismo con el cual la bacteria es capaz
de generar resistencia''2, Cabe destacar que se ha
descrito en el polen derivado de plantas nativas
chilenas posee un contenido fendlico importante3 y,
paralelamente se ha descrito en otros paises que la
cantidad fendlica total se relaciona directamente con
la actividad antimicrobiana#*®,

Dados los antecedentes expuestos, el polen
corbicular chileno es una alternativa interesante para
disminuir el uso de antibiéticos, ademas que
comprobar dichas atribuciones podria tener efectos
econdmicos sobre la produccién apicola del pais. De
ahi nace la idea de este estudio, donde se evalla la
actividad antibacteriana de extractos etandlicos del
polen apicola en las bacterias Escherichia Coli,
Staphylococcus Aureus meticilina resistente, y
Bacillus Subtilis. Las tres bacterias han sido utilizadas
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para evaluar la actividad antibacteriana en estudios
de distintos paises!+1,

Hipdtesis: Los extractos etandlicos de polen
corbicular chileno de la V y VI regién presentan
actividad antibacteriana, la cual esté relacionada con
la concentracion total de fenoles.

Objetivo general: Determinar si extractos
etandlicos de polen apicola chileno presentan
actividad antibacteriana en relacion a su
concentracion de fenoles totales frente a E. Coli, S.
Aureus y B. Subtilis.

Obijetivos especificos:

Caracterizar los distintos extractos de polenes
apicolas en base a su contenido fendlico total.
Caracterizar los distintos extractos de poélenes
apicolas en base a su actividad antibacteriana.
Determinar la correlacion lineal entre contenido
fendlico total y la actividad antibacteriana.

1.
2.

3.

METODOLOGIA

Disefio experimental

La poblacién estudiada estuvo compuesta de
muestras de pélenes corbiculares de la V y VI region
de Chile. Se realizé la extraccion de fenoles totales a
una muestra de 8 tipos diferentes de polen con dos
solventes: agua destilada y etanol 70%.
Posteriormente se calcul6 la concentracién fendlica
total de los 16 extractos utilizando el reactivo de Folin
Ciocalteu.

Se realizaron diluciones seriadas de las bacterias:
E. Coli, S. Aureus y B. Subtilis para la obtencién del
titulo celular. Luego se mezclaron cada una de las
bacterias con los extractos obtenidos y se determiné
la actividad antibacteriana a 1 y 18 horas de
incubacion. Se cuantificé la actividad antibacteriana
de los extractos a través del porcentaje de inhibicion
de crecimiento y se compararon con un control sin
extracto de polen.

Extraccion de fenoles totales

Se utiliz6 1 gramo de cada muestra de polen, las
cudles se maceraron, homogeneizaron y se
extrajeron los fenoles utilizando 7,5 ml de una
solucion de etanol al 70% o agua destilada,
obteniéndose 16 extractos de poélenes (8 etandlicos y
8 acuosos).

Se incubaron en un bafio termorregulado a una
temperatura de 70°C por 30 minutos. Se
centrifugaron a 2500 rpm por 10 minutos y el
sobrenadante se traspaso a otro tubo. Finalmente, los
extractos fueron liofilizados y resuspendidos en agua
al mismo volumen inicial.

Medicion del contenido de Fenoles totales

Los extractos acuosos y etandlicos de polen se
diluyeron 1:10 y posteriormente a 100 yL de cada
uno, por triplicado, se les agregd 500 pL del reactivo
de Folin-Ciocalteu (diluido 1:10 en agua destilada), se
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agitaron por 30 segundos y se dejaron reposar por 2
minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se
les agregd 400 pL de Na2CO3 (75 mg/L), se
incubaron por 15 minutos a 50°C en el termobloque y
se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Luego se
midio la absorbancia de cada una de las muestras a
una longitud de onda de 760 nm. Se realiz6 una curva
estandar de acido galico, la cual se utilizé para el
calculo de contenido de fenoles de la muestra.

Porcentaje de inhibicién

Las bacterias se cultivaron previamente en medio
LB semisolido a 37°C durante 24 horas. Se
prepararon diluciones de 0,5 McF de cada una de las
bacterias y se calculd sus respectivos titulos.
Posteriormente se incubaron 100 pL de una
suspension de 10 UFC/mL en medio LB liquido junto
con 20 pL de extractos etandlicos de poleny 80 uL de
LB por 1 0 18 horas. Después se realizaron diluciones
seriadas de 1:10 de las soluciones previamente
incubadas y se sembraron gotas de 10 pL por
triplicado en placas con medio LB semisélido. Las
placas se incubaron a 37°C por 18 horas y se realizé
el conteo de colonias aisladas. Se calcul6 el
porcentaje de inhibicidon de crecimiento mediante la
siguiente formula:

Porcentaje de inhibicién de crecimiento = (1 —

)) x 100.

(UFC J/ mlL suspension bacteriana con extracto de polen
UFC/mL Conirol

Analisis estadistico

Se utilizé el programa GraphPad Prism 8®. Para
todas las pruebas de diferencias de medias se utilizo
ANOVA de un factor con pruebas posteriores post-
hoc Tukey. Ademas, se calculd el coeficiente de
correlacion de Pearson entre el contenido fendlico
total y la actividad antibacteriana.

Requerimientos bioéticos
Este trabajo esté libre de implicaciones bioéticas y
se apega a las normas de ética en investigacion.

RESULTADO

Caracterizacion de los distintos extractos de
polenes apicolas en base a contenido fendlico
total

En primer lugar, se comparé el contenido fendlico
total obtenido mediante extracciones etandlicas y
acuosas y se obtuvo que la extraccidon etandlica
obtiene una concentracion de fenoles
estadisticamente significativamente mayor a la
extraccién acuosa (p<0.0001).

Las distintas extracciones presentaron diferentes
concentraciones de fenoles, siendo el mayor
promedio de concentracion de 126,194 ugeAG/ml
(p<0,05) (Tabla 1).
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Caracterizacion de los distintos extractos de
pOlenes apicolas en base a su actividad
antibacteriana

En cuanto a la actividad antibacteriana frente a E.
Coli, luego de una hora de incubacién, solamente dos
muestras de polen presentaron actividad antibac-
teriana significativa respecto al control (p<0,05). El
resto de muestras no presentaron actividad
antibacteriana significativa (p>0,05) (Figura 1A).

En la actividad antibacteriana frente a S. Aureus,
luego de una hora de incubacién, se obtuvo que
solamente una muestra presentd actividad
antibacteriana significativa en comparacion al control
(p<0,05) y los otros no presentaron diferencias
significativas (p>0,05) (Figura 1B).

Frente a B. Subtilis, luego de una hora de
incubacion, todos los pdlenes presentaron actividad
antibacteriana significativa, superior al 90% de
inhibicion (p<0,0001) (Figura 1C).

Alincubar S. Aureus junto a los extractos de polen
por un periodo de 18 horas, todos los poélenes
presentaron un porcentaje de inhibicion mayor que el
control (p<0,0001) (Figura 1D).

Por ultimo, los resultados de E. Coli a 18 horas no
pudieron ser cuantificados, ya que en el control no se
pudieron contar colonias aisladas dada la densidad
de bacterias en la microgota (Figura 1E). Sin
embargo, cualitativamente se observé actividad ya
gue en las placas con extractos si se pudieron contar
colonias aisladas (Figura 1F).

Relacidon entre contenido fendlico total la
actividad antibacteriana.

Tanto en E. Coli a 1 hora (r = -0,4782), S. Aureus
1 hora (r = 0,3361) y 18 horas (r = 0,3981), y B.
Subtilis a 1 hora (r = 0,4810), no se obtuvo una
relacion significativa entre el contenido fendlico total
y el porcentaje de inhibicion (p >0,05) (Figuras 2A,
2B, 2C, 2D).

Tabla 1: Caracterizacién del polen corbicular*.

y

Concentracion fenélica Concentracion fenélic
total promedio total promedio
Muestras Extraccion con etanol Extraccion con agua
(MgEAG/mL) destilada (MgEAG/mL)
(n=24) (n=24)
Polen 1 54,88 15,71
Polen 2 72,58 13,21
Polen 3 52,72 23,49
Polen 4 126,19 18,97
Polen 5 48,90 11,47
Polen 6 40,57 17,03
Polen 7 35,78 20,15
Polen 8 42,44 9,88
Promedio 57,99%*** 16,24%x+*

a

*Las muestras de polen fueron extraidas con agua y etanol. El
contenido fendlico de los extractos etandlicos y acuosos (n=24)
fueron determinados mediante el método Folin-Ciocalteau, se
interpol6 la absorbancia en la curva de acido gélico para obtener
concentracion, ****p<0,0001.
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Figura 1. Actividad antibacteriana. (A-D) Se determind la actividad
antibacteriana de los extractos fendlicos etanodlicos de polen
corbicular (n = 8) contra las bacterias E. coli a 1 hora (A), S. aureus
a 1y 18 horas (B, D) y B. subtilis a 1 hora (C). Los datos fueron
analizados mediante ANOVA. (E, F) Fotografias de placas de Petri
con E. coli, actividad a 1 (E) y 18 horas (F). *p<0,05 y ****p<0,0001.

»

E.celi1h S. Aureus 1h

3

2
™
=

@
=
.
-
@

@

2

.
=
=

‘\

3
Inhibicién (%)

Inhibicién (%)

n
=

T
100
Contenido Fendlico

2
g
=

Contenido Fenolico

o
o

B. Subtifis 1h S. Aureus 18h

2
g
2
s

©
&

@

2
@
&

©
@
£

@
ES

Inhibicién (%)
Inhiblcién (%)

0
s 8
@

™
s

T T
50 100

Contenido Fendlico

1 T T 1 1
0 50 100 150 o 150

Contenido Fendlico

Figura 2. Correlacién entre contenido fendlico y porcentaje de
inhibicion de los extractos etandlicos de polen. Se calculo el
coeficiente de correlacion de Pearson entre el contenido fendlico
total y la inhibicién (%) contra (A) E. Coli a 1 hora de incubacién
(r=-0,4782; R2=0,2287). (B) S. Aureus a 1 hora de incubacion
(r=0,3361; R2=0,1130). (C) B. Subtilis a 1 hora de incubacién
(r=0,4810; R2=0,2314). (D) S. Aureus a 1 hora de incubacién
(r=0,3981; R2=0,1585). Se consideraron coeficientes significativos
p-valor < 0,05.
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DISCUSION

La industria apicola se ha caracterizado por la
generacion de la miel como principal producto de la
colmena. Esta ha sido ampliamente caracterizada
con propiedades antivirales, antioxidantes, vy
antibacterianas, entre otras!’. Sin embargo, en los
Ultimos afios también existe un aumento de estudios
sobre otros productos derivados de la colmena, entre
ellos, propdleo, cera y polent’*°, El polen corbicular
es una mezcla de las secreciones salivales y
géastricas de las abejas meliferas y el polen que la
planta genera. Estudios internacionales le han
atribuido diferentes propiedades al polen corbicular,
como antiinflamatorias, antioxidantes y antibac-
terianas, entre otras®!!. El principal mecanismo de
accion de los fenoles es la interrupcion de la
integridad de la pared, pero también se ha descrito el
bloqueo de la bomba efflux*?.

En este estudio se comprob6 que la extraccion de
fenoles, utilizando etanol 70% como solvente, permite
obtener un mayor contenido fendlico que utilizando
agua destilada como solvente, lo que se condice con
la literatura®®. Debido a los bajos contenidos fenodlicos
que se obtuvieron en la extraccién acuosa, se decidioé
no utilizarlos para caracterizar la actividad antibac-
teriana del polen (Tabla 1).

Ademds, se estudio la actividad antibacteriana
frente a distintas especies. En base a los
antecedentes del mecanismo antibacteriano que
poseen los fenoles!™!? y estudios anteriores?, se
esperaba que las bacterias Gram (+) fueran mas
susceptibles que las Gram (-). Sin embargo, luego de
1 hora de incubacion, tan solo un extracto presenté
un porcentaje de inhibicidn significativamente mayor
al control para S. Aureus (Figura 1B), mientras que
para E. Coli dos pdlenes presentaron actividad
significativa (Figura 1A). Esto podria deberse a que la
cepa de S. Aureus utilizada era de origen clinico
meticilino resistente, afectando la actividad de los
fenoles.

Por lo anterior, se incluyd otra bacteria Gram (+)
en el estudio, B. Subtilis. Investigaciones previas que
utilizaron esta bacteria, a 24 horas de incubacion,
presentaron actividad antibacteriana?. En este
estudio, al incubar B. Subtilis junto con los extractos
por 1 hora, se obtuvo que los 8 extractos presentaron
un porcentaje de inhibicion significativamente mayor
al control, siendo todos superior al 90% (Figura 1C).

Luego, se incubaron las bacterias con los
extractos durante un tiempo mas prolongado con el
fin de determinar si esta variable influye en la
actividad antibacteriana frente a S. Aureus y E. Coli.
En relacion a S. Aureus, existen estudios que han
demostrado actividad antibacteriana de pélenes de
Eslovaquia'®, Grecia®?> y Egipto® con tiempos de
incubacion de 24 horas. En este estudio se incubd S.
Aureus junto con los extractos fendlicos durante 18
horas. Todos los extractos presentaron porcentajes
de inhibicién significativamente superiores al control;
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en promedio se obtuvo un 92.17% de inhibicion
(Figura 1D). Posiblemente esto se explica porque, si
bien la bacteria puede presentar algiin mecanismo de
resistencia, los fenoles poseen variados mecanismos
de accidn especificos, los cuales la bacteria no puede
contrarrestar en exposiciones prolongadas. Por lo
tanto, la multiresistencia de esta bacteria sélo dificulta
temporalmente la actividad antibacteriana.

En la literatura, pélenes de Marruecos'®, Grecia??
y Portugal®* no presentaron actividades frente a E.
Coli a 24 y 48 horas de incubacion, lo que se
contrasta con pélenes de Eslovaquial4 y Egipto?3. En
esta investigacién se incubé E. Coli por 18 horas y se
observé una inhibicién del crecimiento, pero no pudo
ser cuantificada dado que no se pudo contabilizar
colonias aisladas en el control (Figuras 1E y 1F).
Posiblemente, para calcular un porcentaje de
inhibicién a 18 horas para esta bacteria es necesario
trabajar con una dilucion de densidad bacteriana
menor en el ensayo. Para futuros estudios se sugiere
determinar el porcentaje de inhibicion a distintas
horas de incubacion frente a estas dos bacterias, con
el fin de determinar a qué tiempo se obtienen
porcentajes de inhibicion significativos.

La resistencia a antibidticos es una probleméatica
actual’?. En base a los resultados obtenidos de la
actividad antibacteriana, el polen chileno parece ser
una alternativa para disminuir el uso de antibioticos.
En este estudio se observé que tiene un efecto
antibacteriano significativo frente a bacterias de
importancia clinica como E. Coli y S. Aureus, ambas
responsables de diversas patologias como enteritis,
infecciones en el tracto urinario, infecciones
cutaneas, y neumonia, entre otras?52°,

Finalmente, se determind la relacion entre el
contenido fendlico total y la actividad antibacteriana.
En ninguna de las series se obtuvo una relacion entre
estas dos variables (Figura 2). Dado que la actividad
no se relaciona con la concentracién fendlica total, se
plantea que la actividad antibacteriana se podria
relacionar con el tipo de fenol que contiene. Se ha
descrito que los flavonoides poseen mayor actividad
antioxidante que polifenoles acidos, esto gracias a la
presencia de mayor cantidad de grupos hidroxilos y
la posicion de estos!l. Asimismo, se ha descrito que
la actividad antibacteriana se relaciona con la
actividad antioxidante?”. En consecuencia, los
flavonoides corresponden a un buen candidato de
estudio para explicar la actividad antibacteriana del
polen chileno.

CONCLUSION

En este estudio se caracterizaron poélenes
chilenos en base a su contenido fendlico y actividad
antibacteriana y, ademas, se determiné si existe una
asociacién entre estas variables. Los extractos
etanolicos de polen corbicular de la V y VI region
presentan actividad antibacteriana frente a B. Subtilis,
E. Coliy S. Aureus, por lo tanto, podrian constituir una
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novedosa alternativa para enfrentar el problema de la
resistencia a antibidticos. Sin embargo, se determiné
que la actividad antibacteriana no se relaciona con la
concentracion fendlica total de los pdlenes por lo que
se requieren estudios adicionales para determinar la
variable a la cual se le atribuye la propiedad
antibacteriana.

Limitaciones

Se utilizé una muestra pequefia de pélenes de

dichas regiones, lo que limita que se puedan
extrapolar los datos.

Proyecciones

Se sugiere comparar la actividad de los extractos

de polen con un gold standard para evaluar la
potencia de su actividad antibacteriana. También
determinar si existe relacién entre la concentracion de
flavonoides y la actividad antibacteriana de los
extractos de polen chileno. Finalmente, evaluar la
utilidad clinica de los extractos de polen.
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