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RESUMEN

En los dltimos tiempos se ha dado la tendencia de buscar nuevas alternativas
terapéuticas de origen natural, ya que se ha incrementado la resistencia a los
farmacos por parte de los microorganismos.

El propdleo ha sido utilizado desde tiempos remotos por la humanidad,
conociéndose su capacidad terapéutica y su casi nula presencia de efectos
secundarios. El estudio cientifico del propdleo se inicio en la década de los
sesentas y se ha intensificado debido a la reciente demanda de productos de
origen natural.

En el presente trabajo se realizdé una evaluacién del efecto in vitro de un extracto
etandlico de propdleo, obtenido del apiario de la FES Cuautitlan, en contra de una
cepa de Microsporum gypseum, proveniente de un caso clinico de un canido que
presentd lesiones en la piel. Se determind cualitativamente con la prueba de
inhibicion del crecimiento radial que el propdleo inhibe a Microsporum gypseum.
Se obtuvo la concentracion minima inhibitoria (CMI) del propdleo sobre la cepa del
hongo por el método de dilucion en placa, la cual fue de 0.5 mg/ml. Se determiné
la concentracion fungicida minima (CFM) del propdleo en contra de M. gypseum
determinando que a las 30 horas a una concentracion de 0.5 mg/ml el propdleo
tiene un efecto fungicida. Se evaluo el dafio celular sobre el hongo causado por el
propdleo encontrando que el propoéleo genera alteraciones de los macroconidios
del hongo.

Este trabajo demuestra un futuro muy prometedor para el propéleo como agente
terapéutico ya que no se ha encontrado una toxicidad importante comparada con
los agentes terapéuticos actuales siendo esta una posibilidad casi nula. Por lo
tanto, en un futuro cercano se puede implementar la utilizacién del prop6leo como
agente terapéutico contra M. gypseum.



INTRODUCCION

. LA PIEL
1.1 Caracteristicas.

La piel constituye la barrera anatdbmica y fisiolégica entre el animal y el
medioambiente. La piel es sinérgica con los sistemas organicos internos y, por
ello, refleja los procesos patolégicos primarios de otros érganos o compartidos con
otros tejidos. Debido a ello, es que en la piel se pueden localizar un sinnimero de
lesiones, tanto inflamatorias como inmunolégicas, endocrinas, nutricionales,
psicogénicas, neoplasicas y traumaticas®’.

La piel esta constituida por tres capas: la epidermis, la dermis y la hipodermis®.

A. Epidermis.

La epidermis forma la capa superficial de la piel y estd expuesta a una amplia
variedad de agresiones quimicas, fisicas y bioldgicas>’. La epidermis se encuentra
constituida por tres tipos de células: queratinocitos (son los mas abundantes y se
disponen en cinco capas: basal, espinoso, granuloso y coérneo), melanocitos
(células encargadas de sintetizar melanina) y células de Langerhans (se
desconoce el papel de estas células, aunque algunos autores opinan que se trata
de melanocitos que han perdido la capacidad de sintetizar melanina)®.

B. Dermis.

Es la capa conjuntiva situada debajo de la epidermis y separada por la membrana
basal*. Constituido por tejido conjuntivo, en esta capa se localizan vasos
sanguineos, terminaciones nerviosas y los anexos de la piel (pelo, foliculo piloso,
gléndulla;s sudoriparas, sebaceas). Los foliculos pilosos son invaginaciones de la
dermis™’.

C. Hipodermis.

Situada debajo de la dermis*. Esta constituido por tejido conectivo laxo y tejido
adiposo®’. Aunque realmente no forma parte de la piel, sirve de soporte®.

1.2 Anexos de la piel.

En la piel se observan las denominadas faneras (o anexos): glandulas, pelos y
~ 45
ufias™.



A. Pelo.

Los pelos estan practicamente distribuidos por toda la piel, excepto en regiones
bien determinadas (palmas, plantas, labios). Son delgadas estructuras
queratinizadas que se desarrollan a partir de una invaginacion tubular de la
epidermis, que crecen intermitentemente con fases de reposo y crecimiento; este
crecimiento no es uniforme sino que va apareciendo en areas determinadas®. El
pelo es fundamental en el aislamiento térmico y en la percepcion sensitiva,
constituyendo, ademas, una barrera contra lesiones quimicas y fisicas de la piel.
El color del pelo es determinado por lo granulos de melanina incluidos en los
queratinocitos*®.

El pelo tiene un periodo de crecimiento variable de una region a otra y se va
desarrollando en ciclos. Cada ciclo consta de tres fases: anagen, catagen y
telégen. El anagen es aquella en la que el pelo alcanza su crecimiento total®, es
decir que corresponde al crecimiento activo del pelo®; el catagen es la fase de
transicion a la de fase de reposo; y la fase de reposo es llamada telogén. Una vez
concluida esta fase el pelo se pierde y es sustituido por uno nuevo™.

a) Tipos de pelo.
Entre los mamiferos domésticos se pueden diferenciar varios tipos de pelo, segun
su estructura y la posicion del foliculo piloso se distinguen tres tipos de pelo:

e Pelo primario (pelo de cobertura): son los mas caracteristicos de la piel,
generalmente son mas largos y gruesos, forma una capa (manto) que
protege al animal de la lluvia y el calor.

e Pelo secundario (pelos lanosos): son finos y sedosos, por lo general
fuertemente rizados, su funcidon es mantener caliente al animal reteniendo
calor ya que su cantidad es mayor en invierno que en verano®.

B. Ufa.

Las ufias son placas cérneas que recubren la cara dorsal de las falanges
terminales de los dedos. Se compone de un cuerpo, un borde distal libre, un borde
proximal oculto y dos bordes laterales®.

C. Glandulas.

a) Glandulas sebaceas.
Las glandulas sebaceas son glandulas simples con un conducto que se abre
directamente a la superficie cutanea. Su densidad y tamafo depende del lugar
anatomico. Son mas abundantes alrededor de las uniones mucocutaneas,
espacios interdigitales, en el cuello dorsal, en el lomo, en la cola y en la barbilla.
Estan ausentes en el plano nasal y en las almohadillas plantares. El sebo tiene un
papel protector y de comportamiento. Combinado con el sudor forma una emulsion
Cérea que proporciona una barrera de proteccion frente a organismos patogenos.



Las glandulas sebaceas especializadas son capaces de producir feromonas y
juegan un papel en el comportamiento animal®.

b) Glandulas sudoriparas.

Las glandulas sudoriparas son glandulas tubulares simples y en espiral. En
algunas especies, existen glandulas sudoriparas especificas que estan implicadas
en la produccion de olor. Aunque el sudor no tiene una funcion universal, protege
la piel y sus estructuras especificas, como los parpados y las almohadillas, de
dafios de friccibn; mantiene la flexibilidad de la piel, y proporciona defensas
microbianas a través de la presencia de inmunoglobulinas, citoquinas, transferinas
e iones inorganicos como el cloruro sodico. El sudor no juega un papel importante
en la termorregulacién en perros y gatos>".

1.3 Importancia de las patologias dermatoldgicas en la clinica veterinaria.

De todas las patologias que se presentan en los perros y gatos, las de la piel son
las més frecuentes y, a la vez, las que el duefio puede, con relativa facilidad,
observar y descubrir. Esta es una de las causas por las que los animales con
lesiones cutaneas son llevados a consulta con mayor asiduidad que los que
poseen otros tipos de patologias®’.

Es conveniente sefialar que el diagndstico de las lesiones cutaneas no siempre es
facil. Muchas de ellas tienen caracteristicas macro y microscopicas muy
semejantes, lo que dificulta el establecimiento de los diagndsticos diferenciales®’.

II. DERMATOFITOSIS
2.1 Caracteristicas.

La dermatofitosis, dermatomicosis o también denominadas “tinas” son aquellas
infecciones superficiales de la piel causadas por dermatofitos patégenos*®. Segtn
la Organizacion Mundial de la Salud los dermatofitos son un grupo de hongos
filamentosos constituido por tres géneros (Epidermophyton, Trichophyton y
Microsporum) y aproximadamente 40 especies, taxonOmicamente muy
relacionados®, de las cuales sélo 11 especies son agentes patégenos®.

Los dermatofitos viven en los tejidos queratinizados (ufias, foliculos pilosos, pelos
en la fase anagena y en el estrato cérneo de la epidermis)®®, esto debido a que
tienen la capacidad de digerir la queratina de la piel y nutrirse de ella gracias a la
queratinasa que producen, esta es la que le da su capacidad para invadir o
parasitar dichos tejidos®9182350  Ademas, los dermatofitos son importantes ya
que son capaces de crecer en los tejidos queratinizados del hombre y de los
animales, es decir que tienen un potencial de zoonosis®***>18,



Se han realizado estudios de las diferentes especies de los dermatofitos en
practicamente todo el mundo, los cuales han mostrado que éstas varian segun las
areas geogréficas, factores socioeconémicos, climaticos y migraciones
poblacionales®®?®, esto hace que la frecuencia de aislamiento de las diferentes
especies varié entre las diferentes areas geograficas*®®. Las dermatofitosis son
muy frecuentes en México constituyendo del 70 al 80% de todas las micosis y
tienen una frecuencia del 5% en la consulta dermatolégica'®. En &reas tropicales
de Meéxico llega a ocupar uno de los tres primeros lugares estadisticos de
frecuencia en la consulta dermatoldgica™®.

Resulta util clasificar a los dermatofitos segun el medio donde se desarrollan
naturalmente; si se encuentran en el suelo se denominan geofilicos o teldricos
(Microsporum gypseum), en animales se denominan zoofilicos (Microsporum
canis, Trichophyton mentagrophytes var mentagrophytes) y antropofilicos si se
desarrollan en el hombre (Trichophyton rubrum, Epidermophyton floccosum) %3¢,

Los dermatofitos gedfilos se encuentran en el suelo colonizando sustratos
queratinicos como pelos, plumas, piel y ufias de animales®. Los dermatofitos
gedfilos se encargan principalmente de descomponer restos queratinizados.
También pueden ser aislados de pequefios mamiferos de vida libre con ausencia
de lesiones, e incluso de la piel sana de personas®. Estos hongos producen
infecciones humanas con caracter esporadico, aunque en algunas regiones son
endémicos?®,

2.2 Etiologia y patogénesis.

Para que los dermatofitos parasiten, existe cierta dependencia de la
susceptibilidad del huésped (factores genéticos, fisioldégicos, edad, respuesta
inmune), asi como de la cantidad del in6culo y del agente causal®®.

Aunque la dermatomicosis puede afectar a animales de cualquier edad, los
animales jovenes estan mas predispuestos a una infeccién*?, aparentemente los
animales menores de un afio de edad parecen tener mas predisposicion a la
infeccién®®, esto posiblemente debido a que su sistema inmune es inmaduro y
tienen una baja concentracion de acidos grasos en piel, o en los animales jévenes
que carecen de inmunidad materna (falta o deficiencia del calostrado)*. En los
animales adultos, las dermatofitosis son mas comunes cuando existe alguna
enfermedad sistémica, inmunosupresién o estrés, como el producido durante la
gestacion o lactaciéon®®, ademés de que presentan sintomas clinicos mas graves?.

Los dermatofitos invaden el tejido queratinizado como el pelo, el estrato cérneo y
las ufias. Las infecciones por dermatofitos se adquieren por contacto con
artrosporas (espora resultante de la fragmentacion de una hifa) de fomites, tierra
infectada y animales infectados. El primer paso de la infeccién es la adherencia de
las artrosporas al estrato corneo. El segundo paso es la germinacion de la espora
y la produccion de hifas, que secretan gqueratinasa e invaden el estrato cérneo y
los tallos del pelo en anagén®.



Por otro lado, la capacidad antigénica de los dermatofitos no esta suficientemente
clara. Las defensas del hospedador estan representadas mas por la inmunidad
celular que por la produccion de anticuerpos especificos. Se han postulado una
reaccion de hipersensibilidad para justificar la reaccion inflamatoria que se
produce ante la presencia del dermatofito en la piel. EI grado de reaccion
inflamatoria varia; infecciones con especies no adaptadas al huésped son mas
inflamatorias que las producidas por especies si adaptadas™®.

Asimismo, es importante sefialar que el material queratifilico de descamacién de
perros infectados puede contribuir al desarrollo de la propagacién de dermatofitos
y hongos relacionados con las clinicas veterinarias. Esto significa que las clinicas
veterinarias podrian representar una fuente de infeccion para perros y humanos en
riesgo de exposicion con los hongos en el ambiente, por lo que seria necesario
mantener las clinicas con medidas de higiene apropiadas®*.

En los perros las dermatofitosis son mucho menos frecuentes que en gatos. Sin
embargo se han descrito hasta un 5% de portadores asintométicos. Numerosas
especies de hongo pueden producir dermatofitosis en el perro, aunque
Microsporum canis, Microsporum gypseum Yy Trychophyton mentagrophytes
representan la mayoria®®.

En los gatos Microsporum canis representa cerca del 95% de las dermatofitosis.
Los casos restantes se deben principalmente a Microsporum gypseum vy
Trichophyton mentagrophytes™.

2.3 Micologia.

Los dermatofitos se reproducen por conidios: macroconidios (antes nombrados
macroaleurioconidios) y microconidios (antes microaleurioconidios). ElI género
Microsporum produce abundantes macroconidios y escasos microconidios. Los
macroconidios en este género, son de muy diversas formas, como fusiformes,
claviformes, ovales, etc.; miden entre 40-60 pum de largo por 5-15 y, de ancho, con
paredes gruesas (3-5 um), tienen septos o I6culos transversales; generan ademas
escasos microconidios de aspecto piriforme y en algunas ocasiones pueden estar
ausentes, por lo tanto se requieren medios de cultivo especiales como papa-
zanahoria, Borelli y arroz para estimular su producciéon®.

2.4 Signos clinicos.

Los signos clinicos de las dermatofitosis en los animales domésticos son muy
variables. La presentacion mas frecuente, especialmente en el perro, incluye
eritema, alopecia, descamacion, costras'® ademas de engrosamiento epidérmico®.
Las lesiones pueden distribuirse de forma localizada o difusa*. El area afectada
tiene un borde bien delimitado, a menudo marcado por una zona de inflamaciéon y
costras®. Las manifestaciones menos tipicas son las pruriticas™?.



Las manifestaciones clinicas varian segun el agente causal y la respuesta inmune
del huésped. Estas infecciones pueden durar meses o afios, cursar de forma
asintomatica o acompafiarse solo con prurito®. La dermatofitosis debida a M.
gyseum es mucho mas inflamatoria®®.

2.5 Diagnéstico.

El diagnostico de una dermatomicosis se basa en la historia clinica, examen
clinico y demostrar la infeccion fungica con uno, o mas, de los métodos
complementarios™.

A. Examen con la lampara de Wood. Es un recurso mas para el diagnostico de
consultorio'®. Se trata de la observacién de un tono fluorescente de las hifas
del dermatofito, se debe realizar en una habitacion oscura. El fundamento de
esta prueba es que las hifas de algunas especies de Microsporum producen un
metabolito llamado pteridina, éste absorbe la luz ultravioleta y emite una
fluorescencia visible™®. Aproximadamente un 50-70% de M. canis asilados no
dan fluorescencia y T. mentagrophytes nunca es fluorescente, aunque la
ausencia de fluorescencia a la lampara de Wood no descarta la tifia*. M.
gypseum da una coloracién bajo la lampara de Wood de color verde claro™.

B. Examen microscopico del pelo y de las escamas. Se pueden utilizar varios
quimicos para ayudar a limpiar la queratina, lo que permite una identificacion
mas facil de las esporas ectrétricas, cuya disposicion puede ayudar a la
identificacién de la especie'®, aunque esta técnica a veces produce resultados
falsos negativos®. La solucién aclarante mas utilizada es el Hidroxido de
potasio (KOH) al 20%'*. Otras soluciones aclarantes Utiles son: dimetil-
sulféxido (DMS) al 10-20%, negro de clorazol*®, azul de lactofenol y blanco de
calcofltor. El blanco de calcofltor tifie la quitina de la pared celular de los
hongos generando fluorescencia cuando se observa con un microscopio de
fluorescencia, el color de la fluorescencia depende de los filtros del microscopio
y el fondo siempre se vera oscuro®’.

En el caso de M. gypseum, se puede observar numerosos microconidios de 2-
6 um de diametro tanto ectdtrix como endétrix, aunque predominan ectétrix™.

C. Cultivo fungico. Los dermatofitos se identifican basandose en la apariencia y
color de la colonia, en la pigmentacién del reverso, en los cambios en el medio
(si se utliza el medio de cultivo llamado DTM) y en la identificacion
microscoépica de los macroconidios®. Las colonias se desarrollan en un tiempo
promedio de 10 a 15 dias, incubadas a temperatura de 25 y 28°C, pero deben
descartarse hasta los 30 dias®®. El cultivo tiene valor epidemioldgico y confirma
con certeza el diagndéstico de dermatofitosis, pero tiene el inconveniente de ser
un procedimiento diagndstico lento (requiere un minimo de 4 6 5 dias o hasta
10 6 15 dias para casi todas las especies)®.



Los medios de cultivo utilizados habitualmente toman como base el agar
glucosado y peptonado de Sabouraud, este es un medio que generalmente
lleva afiadido algun antibiético (gentamicina y/o cloranfenicol) para minimizar la
posibilidad de un crecimiento bacteriano. Su ventaja radica en que al ser
transparente permite observar el color del reverso de la colonia®.

El DTM (Dermatophyte Test Medium) es un agar Sabouraud al que se le ha
afladido un antibiético (generalmente cloranfenicol), un fungistatico
(cicloheximida) que inhibe el crecimiento de algunos hongos saprofitos, y un
indicador de pH (rojo fenol). Este medio reduce la posibilidad de contaminantes
bacterianos y fangicos. Al ser un medio coloreado, no permite la observacion
del reverso de las colonias y tampoco va a ser adecuado para la identificacion
microscépica ya que disminuye la frecuencia de aparicién de macroconidias®.

El agar Mycobiotic es similar al DTM pero no incluye el rojo fenol, por lo que al
ser transparente permite observar el reverso de las colonias™®.

La identificaciébn fangica macroscopica presta especial interés a la textura,
pigmento y velocidad de crecimiento de la colonia. La identificacion
microscopica debe hacerse en cultivos jovenes, ya que los dermatofitos en los
cultivos, a medida que van envejeciendo, sufren un proceso llamado
pleomorfismo™.

D. Examen histopatoldégico de la piel afectada. El uso de esta técnica,
especialmente con la tinciébn del acido peryddico de Schiff (PAS), puede
demostrar las hifas y artroconidios en los pelos. Esta técnica permite un
diagnéstico mucho més rapido que el conseguido con el cultivo flingico™.

ll. CARACTERISTICAS DE Microsporum gypseum.

3.1 Clasificacion.

Microsporum gypseum es un dermatofito geofilo, siendo su reservorio natural el
3
suelo®.

3.2 Historia.

Fue aislado por primera vez del suelo por Sabouraud en 1894. Bodin, en 1907,
llevd a cabo un el primer estudio a fondo de este hongo con el examen
macroscopico y microscopico de los cultivos®.

3.3 Epidemiologia.

M. gypseum es de distribucién mundial®.



M. gypseum es la Unica especie geofilica con clara capacidad patdégena para el
hombre®, pero su incidencia en casi todo el mundo es baja®*. Infecta tanto a nifios
como adultos®*?,

M. gypseum es un agente poco frecuente en las dermatomicosis humanas,
reportandose un 0.25% a un 2.90%. Lo mismo ocurre con los animales domésticos
reportandose de un 2.04% a un 3.7%™. Diversos estudios epidemiolégicos
sefialan que las dermatofitosis en humanos por M. gypseum van del 0,4% al 6%, y
una baja prevalencia de aislamientos de dermatofitos en perros teniendo valores
entre 4% y 10%, siendo pocos los estudios que muestran prevalencias mayores a
estos®. En México, M. gypseum se aisla de forma esporadica con un 3% de
frecuencia’®.

El periodo de incubacién es variable, por lo general de siete a quince dias, esto
depende de la cantidad del in6culo que reciba el hospedero™.

La infeccion M. gypseum es mas comun en animales que en el hombre. Se ha
localizado en varias especies de animales domésticos (perros, gatos, caballos y
conejos) y parece que es mas frecuente en perros que en gatos®, ademas se han
localizado en vacas, cabras, ovejas y cerdos®. El contagio humano tiene lugar a
través de heridas o erosiones de la piel, al contactar con tierra o animales. La
practica de deportes sobre tierra o una profesion relacionada con la manipulacion
de tierra y estiércol animal pueden ser circunstancias favorables para el
contagio?®.

La distribucién y supervivencia de los dermatofitos geofilicos en el suelo depende
de varios factores, tanto abibticos (temperatura, luz, variaciones climaticas, altitud)
como bioticos (pH, nutrientes, humedad, humus, &cidos grasos, sales). Su
aislamiento en areas habitadas es consecuencia de la gran cantidad de productos
organicos de desecho, tanto del hombre como de los animales. Se ha apuntado
que las cepas del suelo presentan una virulencia mas atenuada que las
procedentes de animales, aunque también se afirma que todas las cepas
presentan la misma virulencia independientemente del habitat y, por supuesto, del
estado sexual®.

3.4 Signos clinicos.

Las infecciones a las que suele dar lugar son esporadicas, sin tendencia a la
cronicidad, y generalmente se asocian con una acentuada inflamacién®. Es bien
conocido gue los perros sin signos clinicos de la enfermedad pueden actuar como
una fuente de infeccion en los humanos, por lo cual es importante determinar la
presencia de dermatofitos que afectan al perro con mas frecuencia y que
representan un riesgo para el humano cuando es expuesto a perros infectados o
portadores®*.



M. gypseum puede causar una presentacion generalizada, afectando a grandes
porciones corporales. Ademas, M. gypseum es capaz de generar la forma clinica
denominada querion, que es una zona circunscrita de inflamacion aguda de la piel,
con foliculitis y furunculosis exudativa, producida por microorganismos tanto
bacterianos como micéticos®.

3.5 Caracteristicas micolégicas de M. gypseum.

A. Morfologia de la colonia.
La colonia es ilimitada, de aspecto polvoso o arenoso, al inicio es de color blanco y
luego se torna beige™®.

B. Color del reverso.
No presenta algtin pigmento™®.

C. Velocidad de crecimiento.
M. gypseum se desarrolla en un tiempo de ocho a diez dias, a temperatura
ambiente en medio de agar Sabouraud®.

D. Caracteres microscopicos.

Macroconidios de pared delgada, multiseptados y vellosos?®. Los macroconidios
son de aproximadamente 50 a 120 um de largo por 10 a 20 um de ancho, sus
septos son de 4 a 6 unidades por macroconidio (no mas de 6 septos). Los
macroconidios son abundantes. La mayoria de cepas tienen escasos
microconidios piriformes de 4 a 6 pm de largo™®.

E. Otros caracteres.
Desarrollan bien en medio con granos de arroz®®.
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Figura 1: Morfologia de M. gypseum con la tincion de azul de algodon, imagenes
tomadas en el Laboratorio 6 de Microbiologia de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria de la FES Cuautitian UNAM. A: vista en 100x. B: vista en 400x.

Figura 2: Cultivo de M. gypseum en agar PDA, cepa de un caso clinico de un
canido con dermatofitosis aislado en el Laboratorio 6 de Microbiologia de la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la FES Cuautittan UNAM.
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IV. TRATAMIENTO

Las dermatofitosis suelen ser enfermedades crénicas y de dificil tratamiento, por lo
que representan para el clinico las enfermedades fungicas superficiales de
terapéutica mas dificil y de mayor problematica®. La curacién espontanea de las
dermatofitosis es altamente improbable, por lo que es necesario instaurar
tratamiento™®,

Es importante recalcar que el diagndstico clinico presuntivo debe confirmarse con
el estudio micolégico (KOH y cultivo)*®.

Los animales de pelo largo o los animales con lesiones generalizadas, deben
afeitarse antes de la aplicacion de los tratamientos topicos. Preferiblemente debe
realizarse en una zona aislada que pueda descontaminarse facilmente. Con el
cuidado adecuado, el afeitado elimina las esporas que se encuentran en el pelo y
por lo tilznto disminuye la carga sobre el animal y la contaminacion posterior del
entorno™.

4.1Terapia topica.

El tratamiento de una dermatofitosis sélo con la aplicacion de un tratamiento tépico
en una lesioén localizada no es satisfactorio. No tiene ningun efecto en las hifas o
esporas que pueden estar presentes en cualquier punto del animal, y por lo tanto,
resulta poco efectivo sobre la contaminacién ambiental®™. El tratamiento tépico de
las dermatofitosis es posible en lesiones limitadas, se debe utilizar en pacientes
embarazadas o durante la lactancia o cuando existan interacciones con la terapia
oral®®. El tratamiento tépico ayuda a reducir y controlar las posibilidades de
transmision de la infeccién y de contaminacién ambiental®.

El uso de agentes terapéuticos, como el miconazol y clotrimazol, se centra en un
tratamiento focal de las lesiones localizadas afeitadas junto con bafios de todo el
cuerpo con gluconato de clorhexidina al 1% o enilconazol al 0.2%. Estos bafios
completos del cuerpo se deben realizar 2 veces por semana y se debe considerar
el afeitado de todo el cuerpo del animal, ya que esto mejora la eficacia de los
bafios'®. La clorhexidina sola no es efectiva para eliminar la dermatofitosis o inhibir
la contaminacién ambiental®®.

El clotrimazol es uno de los primeros azélicos empleados extensamente como
antifngico en clinica humana, que usado como solucibn o crema al 1%, es
efectivo frente a varias micosis superficiales como pitiriasis versicolor, candidiasis
cutaneas y dermatofitosis, el principal efecto colateral es irritacién cutanea®.
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4.2 Terapia sistémica.

El tratamiento sistémico actia mas lentamente que el tratamiento tdpico, pero
tiene una mejor distribucion en la raiz del pelo y en las capas epidérmicas, y su
eficacia persiste méas en el tiempo™®.

a) Griseofulvina.

El tratamiento de eleccién contra M. gypseum es la griseofulvina®. Se recomienda
una dosis de 10 mg/kg/dia que pueden elevarse hasta 30 mg/kg/dia en casos
severos®®. Otros autores sefialan una dosis de 10 a 15 mg/kg al dia, con un
alimento graso para mejorar su absorcion. La griseofulvina inhibe la mitosis de las
células del hongo alterando el huso mitético, también puede inhibir la sintesis de
quitina®?. Segun diferentes estudios, los principales inconvenientes del uso de la
griseofulvina son la necesidad de largos tratamientos, bajas tasas de curacion y
altos porcentajes de recaidas®. Los efectos secundarios mas frecuentes son
vémitos, diarrea y anorexia®*, aunque en ocasionales puede producir depresion,
ataxia y anemia. Generalmente estos efectos colaterales se resuelven cuando se
interrumpe el tratamiento?®. La griseofulvina es teratogénica y esta contraindicada
en animales gestantes’®, ademas no debe utilizarse en animales muy jovenes®.
Igualmente es hepatotoxica®. En los gatos con una infeccién por el virus de la
leucemia felina (VLFe) es més frecuente que se produzca una depresion de la
médula 6sea®. La griseofulvina ya no esta disponible como tratamiento autorizado
para animales de compafifa en el Reino Unido™.

b) Ketoconazol.

El ketoconazol es un imidazol®, su mecanismo de accién es inhibiendo la
demetilacion del lanosterol, un precursor de esterol en la sintesis de ergosterol,
que es un componente de la pared celular del hongo*’. El ketoconazol oral
actualmente no se utiliza por su erratica absorcion, la posibilidad de toxicidad
hepatica y por la alteracibn secundaria en la sintesis de las hormonas
esteroideas'®. En perros y gatos se ha utilizado a dosis de 10 mg/kg una vez al
dia'®. Se absorbe mejor a pH &cido, por lo que los antiacidos y los antagonistas
del receptor H2, como la cimitidina, no deben de utilizarse conjuntamente. Los
efectos adversos incluyen anorexia, aumento de las enzimas hepaticas (al ser
hepatotdxico) y también puede suprimir las concentraciones basales de cortisol.
La duracién del tratamiento con el ketoconazol es de 3 a 6 meses®. Se han
reportado hongos resistentes al ketoconazol*®.

c) Itraconazol.

El itraconazol es un triazol que se une fuertemente a la queratina por lo que
alcanza altas concentraciones en piel, ufias y pelos, permaneciendo en dichos
tejidos en concentraciones altas hasta un mes post-tratamiento (piel y pelo) y 4 a 6
meses post-tratamiento en ufias'®. La dosis en perros y gatos es de 10 mg/kg™.
En general es bien tolerado, aunque entre el 7-12% de los enfermos pueden
presentar efectos secundarios (afecciones gastrointestinales y cefalea)'®. Los
vomitos son un efecto secundario raro y generalmente se tolera mejor que el
ketoconazol*.
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d) Fluconazol.

El fluconazol es un triazol que se une menos a la queratina que el itraconazol.
Habitualmente una dosis semanal de 150 mg consigue niveles adecuados en
dermis, epidermis y tejido ungueal, pero debido a sus caracteristicas cinéticas el
tratamiento semanal se debe interrumpir cuando se alcanza la curacion clinica.
Aproximadamente el 16% de los enfermos pueden presentar efectos secundarios
(nduseas, vomitos y alteraciones funcionales hepaticas)*®.

e) Terbinafina.

La terbinafina es una alilamina fungicida que se caracteriza por unirse fuertemente
a la queratina y tejido graso. Al suspender el tratamiento las concentraciones en
estrato corneo y tejido ungueal permanecen altas de forma prolongada (4-6 meses
en el caso de ufias)'®. La dosis indicada es de 20-30 mg/kg por via oral una vez al
dia. Bloquea la sintesis del ergosterol inhibiendo la enzima escualenoepoxidasa
en la membrana®®. Aproximadamente el 10% de los enfermos tratados pueden
presentar efectos secundarios'®. Los efectos secundarios potenciales incluyen
anorexia, aumento de las enzimas hepéticas y trastornos gastrointestinales. No
esté4 autorizado para su uso veterinario en el Reino Unido*.

Debido a que los tratamientos tépicos dan pobres resultados®, la tendencia actual
es la administracién conjunta de estos agentes terapéuticos con antifungicos
orales, mejorandose asi los resultados de éstos ultimos®.

En lesiones muy inflamadas, los corticosteriodes topicos en combinacion con los
agentes antifiingicos pueden acelerar la resolucién de la enfermedad clinica®.

4.3 Limpieza del entorno.

La descontaminacion del entorno es un complemento importante del tratamiento
clinico, puesto que las esporas del hongo pueden sobrevivir durante periodos
prolongados fuera del animal. Las esporas pueden diseminarse a través de las
corrientes de aire. El nimero de animales infectados se relacionan directamente
con los niveles de esporas en el entorno. Por lo tanto, es méas facil tratar las
infecciones en los hogares donde sélo existe un animal*?.

Las intervenciones recomendadas para controlar la contaminaciéon del entorno
incluyen confinar al animal infectado en una zona aislada; aspirar las alfombras y
los muebles tapizados; desinfectar las superficies con algun desinféctate cada vez
que sea posible; desinfectar los utensilios de acicalamiento como peines y
cepillos; no introducir nuevos animales hasta terminar el tratamiento; la
descontaminacion debe de continuar hasta que se obtenga dos o tres cultivos
micolégicos negativos del animal afectado®. Es imprescindible la desinfeccién del
hospital veterinario, como en cualquier enfermedad infecciosa, especialmente si el
animal se afeita en la clinica®. Para la desinfeccién, es recomendable el uso de
cIorhexid4isna al 1% en agua, cal azufrada al 2.5% en agua, yodoforos o soluciones
cloradas™.
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V. PROPOLEO
5.1 Definicién.

Etimol6gicamente la palabra propdleo se deriva del griego pro (en defensa de) y
polis (ciudad) que significa “en defensa de la ciudad”; con ella se designa a la
sustancia que recubre la colmena de las abejas (Apis mellifera) y cumple
funciones defensivas* 3,

Geopropolis o geopropoleo es un tipo de propoleo producido por himenopteros
(Hymenoptera: Meliponinae) conocidos como abejas meliponas o abejas sin
aguijon, el cual contiene materiales arcillosos del suelo. Estas abejas sin aguijon
viven en las regiones tropicales y subtropicales del mundo, en Centro y
Sudamérica, Africa, Asia y Australia®®.

5.2 Historia.

Esta sustancia es conocida por el hombre desde tiempos remotos. La utilizaban
los sacerdotes egipcios y mas tarde, los griegos, quienes lo denominaron
"nrop6leo"®. Este producto de la colmena ha sido utilizado desde tiempos antiguos
por las propiedades farmacéuticas que se le han atribuido, tales como:
antibacteriano, antifingico, antiviral, antiinflamatorio, antitlceroso, hepatoprotector,
antitumoral, entre otras*.

Los egipcios y los sacerdotes utilizaban el propdleo para embalsamar los muertos,
ya que ellos sabian que las abejas momificaban a los intrusos que no podian ser
expulsados de la colmena®.

A partir de la década de los 60 se efectuaron las primeras investigaciones
cientificas que revelaron la compleja estructura del propéleo y pusieron de
manifiesto numerosas aplicaciones farmacolégicas™.

5.3 Caracteristicas.

El propdéleo es una sustancia resinosa y altamente adhesiva, recolectada,
transformada y usada por las abejas para sellar los agujeros*, regular la
temperatura interior de la colmena®, fijar los panales de miel, pulir las paredes
interiores y proteger la entrada contra los intrusos** asi como también de mantener
libre a la colmena de bacterias y hongos patdgenos®. También es utilizado para
recubrir los cadaveres de los enemigos que se hayan introducido en la colmena
(escarabajos, roedores, lagartijas, etc.), que quedan embalsamados evitando su
descomposicién®.

Las abejas (Apis mellifera L.) lo obtienen por adicion de cera y secreciones
salivares al material resinoso, gomoso 6 balsamico que recolectan de diversas
plantas’®. En el proceso de recoleccién, transporte y almacenamiento a la
colmena, las abejas adicionan sustancias enzimaticas y cera, de secreciones
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glandulares de la hipofaringe y glandulas cereras presentes en los esternitos del
abdomen. Adicionalmente, puede afadir microelementos del entorno, donde el
producto final es de consistencia viscosa* y cuando ha permanecido durante mas
de cinco meses en la colmena presenta una estructura quebradiza®.

La coloracion es muy variada y puede poseer tonalidades de color castafio,
marrén, pardo, rojizo, amarillento o verde, y en algunos casos llega a ser negro,
segun sea el origen botanico y geografico®.

Figura 3: Propdleo recolectado de los apiarios de la FES Cuautitlan UNAM.

5.4 Composicion quimica.

La composicion quimica del propoleo es bastante compleja y depende
basicamente de las fuentes vegetales donde se originaron y de la funcion
especifica dentro de la colonia®. Esto significa que distintas partes de la colmena
tendran diferente composicion del propéleo, por lo que serd muy dificil encontrar
dos colmenas que produzcan propdleos idénticos aun cuando estén ubicadas en
la misma zona geografica, puesto que lo elaboran de acuerdo a sus necesidades y
fuentes de materia prima disponibles®.
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Del propdleo se han identificado como principales componentes: alcoholes,
aldehidos, aminoacidos, acidos alifaticos, acidos aromaticos, ésteres aromaticos,
flavonoides, acidos grasos, acidos p-cumaricos prenilados, &cidos cafeoilquinicos,
lighanos, acidos diterpénicos, triterpenos, esteroides, minerales y aztcares*.

Basicamente se compone de un 50-55% de resinas y balsamos vegetales, 30-40%
de cera de abeja, 5-10% de aceites esenciales o volatiles, 5% de polen y 5% de
materiales diversos (organicos y minerales)>®®. Se considera que la cera y las
mezclas mecéanicas presentes en el propoleo, no tienen actividad terapéutica
probada; el resto de los componentes constituyen la parte biolégicamente activa®.
En general, el propoleo presenta una consistencia variable, dependiendo de su
origen y condiciones térmicas; se presenta como un material duro a los 15°C y se
torna mas maleable a medida que aumenta la temperatura. Su punto de fusion
varia entre 60 a 70°C, llegando en algunos casos hasta 100°C*°.

La amplia diversidad en la composicidon quimica de este producto apicola ha traido
como consecuencia la necesidad de control de su calidad y su normalizacion en
general*

5.5 Actividad biolégica.
Las propiedades farmacéuticas que se le han atribuido son:

Antibacteriano&14,25,41,43,45,50,55,59,61
Antifl:lngiCOB’14'25’34'35'41'47'49'54’59’61
AntiVi ral8,l4,25,41,49
Antiprotozoarios®>*°
Antiinflamatorig®2°41:4345:49.59
Antioxidante®14:25:43:49.59
Antitlceroso'**
Hepatoprotector?>#14°
Antitumoralt425:41:43:45:49,59,61
Inmunomodulador®**#°
Cicatrizante®4°4°

Anestésico’* #4249,

Estas propiedades han sido relacionadas con el contenido de compuestos
fendlicos, especialmente flavonoides, ésteres del acido caféico, acidos y ésteres
fendlicos, que actualmente son considerados los principales componentes
bioactivos del propéleos’*’, estos compuestos se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, en las plantas superiores, en las partes aéreas de
las mismas, en capullos y hojas jovenes especialmente en aquellas con sistema
vascular®. Aunque actualmente se ha demostrado que la actividad antimicrobiana
del propdleo se da gracias al sinergismo de sus componentes y no de un solo
componente?®.
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Los flavonoides desempefian un papel considerable en la terapéutica por sus
multiples funciones fisiologicas, se ha encontrado que posee funciones
antioxidantes que minimizan la peroxidacion lipidica y el efecto de los radicales
libres®®. Se ha determinado que los flavonoides son los responsables de
desacoplar la transduccion de energia de la membrana plasmatica inhibiendo la
motilidad bacteriana, ademas de provocar un incremento considerable en la
pérdida de potasio lo cual se atribuye al dafio causado directamente en la
membrana citoplasmatica o bien, podria llevarse a cabo un dafio indirecto por un
debilitamiento de la pared celular y una lisis como consecuencia de un choque
osmotico. Se ha determinado que el propdleo desorganiza la membrana
citoplasmatica, la pared celular y el citoplasma, provocando una bacteridlisis
parcial acompafado de inhibicién en la sintesis de proteinas®.

Existen estudios que han comprobado la eficacia del propdleo (provenientes de
diferentes &areas geogréficas) en contra de algunos microorganismos. Se ha
demostrado que el propdleo inhibe el crecimiento de:

Bacterias:
Escherichia coli®®, Helicobacter pylori?®, Bacillus subtilis®*, Corynebacterium equi®*,
Micrococcus  lysodeikticus®*, Pseudomonas aeruginosa®>®, Enterobacter

aerogenes*, Mycobacterium smegmatis®’, Mycobaterium phlei®*. Staphylococcus
aureus®™®!,  Staphylococcus epidermidis®, Streptococcus mutans?’434°°6:63
Pasteurella multocida®®, Prevotella intermedia®, Prevotella nigrescens®,
Porphyromonas gingivalis®®, Thermoactinomyces intermedius®, Micrococcus
luteus®,  Propionibacterium acnes®, Flavobacterium  meningosepticum®,

Helicobacter pylori®*.

Hongos:

Trichophyton rubrum®®*,  Trichophyton mentagrophytes®*">* ~Epidermophyton
floccosum®,  Microsporum  gypseum®®, Candida albicans**’, Candida
nonalbicans®’, Aspergillus niger*’, Alternaria alternata®’, Penicillium digitatum*’,
Botrytis cinerea®’, Ascosphaera apis*’, Plasmopara viticola*’, Arthroderma
benhamiae®, Kloeckera apiculata®, Saccharomyces cerevisiae®, Malassezia
pachydermatis®*3°.

5.6 Toxicidad.

Multiples estudios realizados en el mundo han demostrado la buena tolerancia a
este producto natural administrado por via oral, no lograndose establecer la dosis
letal por su alta tolerancia®. No obstante, en medicina humana, se ha reportado
qgue el propdleo es una causa reconocida de dermatitis por contacto de tipo
ocupacional en apicultores, la primera descripcion de esto se realizdé en el afio
1975. Se reporta que el propéleo genera hipersensibilidad retardada (tipo 1V) en
humanos™.
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Aunque se consideraba esta hipersensibilidad como una dermatosis profesional en
los apicultores, en las dltimas décadas se han reportado casos de
hipersensibilidad en las personas que utilizan con frecuencia productos naturales
que contiene propdleo con fines terapéuticos o cosméticos™®.

Las reacciones alérgicas al propdleo surgen, por lo general, en personas que son
alérgicas a los productos de las abejas, o a sus picaduras, asi como a las
personas que padecen de algin tipo de problema alérgico*. Aun asi, la dermatitis
alérgica de contacto por propéleo es poco comin®.

Se sabe que la cera de abeja produce dermatitis de contacto, y dado que el
propbleo contiene este producto, se debe tener especial cuidado con los
individuos sensibles a la cera de abeja. Ademas, se han reportado sustancias
alergénicas presentes en el propoleo como los acidos y esteres fendlicos: 3, 3-
dimetila}llsilcafeato, cafeato de isoprenilo y el derivado feniletil éster del &cido
cafeico™.

5.7 Propdéleos mexicanos.

En México la informacién cientifica respecto a los propéleos, su actividad biol6gica
y composiciéon quimica es muy limitada®®, ya que no se han estudiado a
profundidad el origen botanico o quimico de los propéleos mexicanos®>*®. Se han
analizado propdleos provenientes del Estado de México®™3**  Distrito Federal
56,63 25 4 25 20,25 4 25 : 20,25 20

, Veracruz®, Querétaro”, Puebla®™“°, Yucatan®, Guanajuato~ <>, Oaxaca“",
San Luis Potosi*®, Jalisco!, Zacatecas*® y Sonora®"*°.

Gutiérrez en 2011 analizé6 una muestra de propoleo de la FES Cuautitlan, se
determind su perfil quimico encontrando un total de 33 compuestos, de los cuales
el 3.296% correspondian a flavonoides, los cuales fueron el 1.006% de
naringenina y 2.290% de pinocembrina®.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Analizar la actividad in vitro del propoleo de la FES Cuautitlan contra una cepa de
Microsporum gypseum.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1) Determinar cualitativamente la inhibicion causada por el propdleo sobre
Microsporum gypseum mediante la prueba de inhibicion del crecimiento radial.

2) Obtener la concentracion minima inhibitoria del propoleo sobre la cepa del
hongo por el método de dilucion en placa.

3) Determinar la concentracion fungicida minima del propoleo sobre la cepa del
hongo.

4) Evaluar el dafio celular sobre el dermatofito causado por el extracto etandlico de
propd6leo mediante microscopia éptica y analisis de imagenes.

HIPOTESIS.

El propdleo de la FES Cuautitlan tiene efecto antimicotico in vitro a bajas
concentraciones sobre una cepa de Microsporum gypseum aislada de un caso
clinico de un cénido con dermatofitosis.
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MATERIAL Y METODOS

Propdleo.

Se utilizé extracto etandlico de propdleo (EEP) proveniente del apiario de la FES
Cuautittan UNAM, éste fue procesado en el Laboratorio de Microbiologia
(Laboratorio 6) de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM) de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan campo 4 y en el Laboratorio 121 del
edificio de Quimica Orgénica de la FES Cuautitlan campo 1.

Primeramente, el propoleo en bruto se limpio de todas las impurezas mecéanicas
gue contenia (cera, piedras, hojas, tallos, etc.) y se trituré. Para llevar a cabo la
extraccion de los componentes del propdleo por la técnica de maceracion, se
pesaron 100 gramos del propdleo y se colocaron en un frasco ambar con 300
mililitros de etanol absoluto durante 10 dias, entonces se procedié a decantar y
posteriormente a filtrar el contenido.

El liquido resultante de la filtracion se destild6 en un Rotovapor Bichi R-205 B-490
con unas constantes de 85 revoluciones de rotacion, una temperatura del vapor de
27°C y con una temperatura del bafio de 55°C, esto para eliminar el exceso de
etanol contenido en el propdleo. Adicionalmente, para llevar a sequedad por
evaporacion, se coloco el extracto durante 24 horas en una campana de vacio,
obteniendo de esta manera el extracto etandlico de propéleo (EEP). Se peso el
EEP obteniendo 66.06 gramos, se colocé nuevamente en frascos ambar, se
identifico y se almaceno a temperatura ambiente en obscuridad.

Microorganismos.

Se empled una cepa de Microsporum gypseum proveniente de un caso clinico de
dermatofitosis canina aislada en el Laboratorio de Microbiologia de la UIM de la
FES Cuautitlan.

El caso clinico fue un canido macho criollo de 2 meses de edad, que presentaba
lesiones eritematosas y alopecia en el miembro anterior izquierdo en la zona de la
articulacion radio-carpiana y en las falanges de ambos miembros posteriores.

Para realizar cada prueba, se prepar6 previamente la cepa de Microsporum
gypseum sembrandola en placas de agar Dextrosa y Papa (ADP, DIBICO) y se
incub6 a 28°C durante 7 dias, hasta que tuvo un desarrollo apreciable en la
superficie del agar.
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Prueba de inhibiciéon del crecimiento radial.

La elaboracion de la prueba de inhibicion del crecimiento radial se realiz6 segun la
técnica descrita por Wang y Bun 2002. Se prepararon discos de papel Whatman
estériles con un didmetro de 0.5 cm para ser impregnados con el extracto
etandlico de propdleo y otros discos con etanol al 70% para ser utilizados como
los discos control, debido a que el etanol al 70% fue el diluyente del propdleo. Se
impregnaron los discos con EEP, con la ayuda de una micropipeta, a las
concentraciones de 2, 4 y 8 mg por disco, para lograr esto, se prepard un stock de
EEP diluido con etanol al 70% (40 miligramos de EEP en 300 microlitros de etanol)
para obtener las diluciones. Para los discos control de etanol al 70% se
impregnaron a cada disco con un 10 ul de etanol al 70%. Como comparativo, se
utilizaron discos comerciales de ketoconazol (BIORADG62866) y clotrimazol
(BIORADG62816), que contienen 50 pg por disco de ketoconazol y clotrimazol
respectivamente.

Para inocular la cepa primeramente se perfor6 el cultivo del hongo con un tubo de
cristal de 5 mm de diametro interno para lograr inéculos de con dicho diametro. Se
coloco el in6culo en el centro de una placa Petri de 100 mm conteniendo ADP
(DIBICO), y alrededor del inéculo se coloc6 a una distancia de 30 mm del limite
micelial los discos impregnados con el EEP. Adicionalmente, en cada placa se
colocé un comparativo (ketoconazol o clotrimazol) o el control (etanol), ademas de
una placa que solo contenia el control con los comparativos. Todas las placas se
hicieron por duplicado.

Todas las placas se incubaron a 28° C hasta que la superficie del agar quedo
cubierta por el micelio y se logré observar la formacion de zonas de inhibicion con
formas de medias lunas, esto en 10 dias.

Determinacion de concentraciéon minima inhibitoria por el método de
dilucién en placa.

Para la realizacibn de la prueba para determinar la concentracion minima
inhibitoria, se procedié de acuerdo a la técnica descrita por Londofio 2010. Se
preparé una solucion patrén del propdleo y de esta se hicieron diluciones de esta
para lograr las siguientes concentraciones: 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.50 y 0.25
mg/ml de EEP. Se utilizé una placa de 24 pozos en donde se adicion6 a cada
pozo 1 ml de ADP mezclado con cada una de las diferentes concentraciones de
los extractos. Se tomaron tres pozos para cada dilucion y para el control negativo
(medio sin extracto).

Una vez solidificado el medio, se inoculé en el centro de cada pozo con un
fragmento del cultivo de M. gypseum de 1.60 mm de diametro tomado con un
capilar (LAUKA 07035). Se incubd la placa de 24 pozos a 28°C durante cinco dias,
ya que en ese tiempo se observé el total desarrollo del dermatofito en los pozos
control.
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Determinacion de la concentracion fungicida minima (CFM).

Para la determinacion de la concentracion fungicida minima, se realizé conforme a
la técnica descrita por Soares 2001. Primeramente se realiz6 una suspension de
M. gypseum en medio liquido de Sabouraud (marca DIBICO) ajustandolo por
comparacion visual hasta alcanzar una turbidez equivalente al tubo 0.5 del
nefelometro de McFarland. Esta suspension se distribuyé en ocho tubos
Eppendorf llenandolos con 1 ml cada uno para asi poder aplicarles el EEP.

Se elaboré una solucidn patron que contenia 30 mg de EEP en 1 ml de etanol al
70%, con este stock se logro inocular a las suspensiones del hongo a las
siguientes concentraciones: 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 mg/ml de EEP, se
homogeniz6 cada preparacion con el agitador tipo vortéx al momento de agregar
el EEP. La preparacion del hongo con la concentracion de 0 mg/ml de EEP fue el
control de la prueba.

Con una micropipeta se inocularon 5 pl de cada preparacion del hongo en una
placa Petri de 60 mm con agar Borelli y se incubaron las placas a 28°C, el inoculo
se homogeniz6 previamente con el agitador tipo vortex (Genie-2), cada
concentracion se inoculd por duplicado en cada caja. Se inoculé cada preparacion
del hongo en otras placas Petri con agar Borelli a las 5, 10, 24 y 30 horas, con el
objetivo de evaluar el efecto del EEP sobre la cepa de M. gypseum a diferentes
horas de exposicion al propdleo.

Pasaron siete dias y observamos el crecimiento micelial del hongo en las placas
control, se procedioé entonces a medir el diametro de las colonias que crecieron.

Dario celular.

Para la evaluacion del dafio celular de M. gypseum causado por el propéleo, se
realiz6 conforme a la técnica descrita por Londofio 2010. Se utilizaron las
preparaciones del hongo tratadas con el EEP a las concentraciones de 0, 1.0y 1.5
mg/ml que fueron elaboradas en la prueba de la determinacién de la CFM. Se
tomo una alicuota de la suspension del hongo para cada preparacion con un asa
bacteriolégica y se montd en un portaobjetos agregandole ademas una gota de
azul de algodén y un cubreobjetos para la observacion al microscopio. A
continuacion se incubaron a 28°C las suspensiones del hongo para su posterior
evaluacion. Las preparaciones se montaron en portaobjetos de igual manera a las
5, 10, 24 y 30 horas.
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Adicionalmente, a las 30 horas de la prueba se realizd la tincion con blanco de
calcoflior (M2R Sigma, preparado al 0.1%) a las concentraciones de 0 y 1.5 mg/ml
de EEP. Esta tincion se realizd con el mismo procedimiento que la tincién de azul
de algoddn. El objetivo de esta tincién fue determinar si el propéleo causoé alguna
alteracion en la estructura de la pared celular del hongo. Esta tincion genera
fluorescencia, por lo tanto se utilizé el microscopio de fluorescencia del Laboratorio
6 de Microbiologia de la UIM para su observacion.

Se tomaron fotografias del hongo tratado a las diferentes concentraciones
empleando un microscopio optico (Carl Zeiss, Axioscop 40) teniendo acoplada una
Cémara (Evolution VF Cooled Color Media Cybernetics) y procesadas por medio
del Sofware Q Capture Pro 6.0. Con las imagenes obtenidas se evaluaron las
diferencias en la morfologia de los macroconidios de M. gypseum a las diferentes
concentraciones y horas de exposicion al propoleo.

Analisis estadistico.
Se realiz6é el analisis estadistico del diametro de cinco macroconidios de M.
gypseum de la preparacion control y cinco del hongo tratado a 1.5 mg/ml, para

esto se utilizo el programa Graph Pad Prism versién 4, calculando con el programa
el andlisis de varianza (ANOVA).
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RESULTADOS

Prueba de inhibiciéon de crecimiento radial.

Pasados 10 dias se pudo observar que los discos impregnados con el EEP
formaron zonas de inhibicion en forma de medias lunas alrededor del micelio del
hongo, esto se aprecid en las tres cajas y en sus repeticiones.

En la caja con el control, se observé que este no inhibié al hongo ya que este
crecio sobre el disco impregnado con etanol (ver Figura 4).

Figura 4: Inhibicién del crecimiento radial con tres concentraciones de EEP (2, 4y
8 mg) y con etanol como control, se puede apreciar las zonas de inhibicion
causadas por el propdleo sobre el hongo, ademas del crecimiento de esté sobre el
disco impregnado con etanol.
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En las cajas que contenian los discos impregnados del EEP junto con el
comparativo de clotrimazol, se formaron zonas de inhibicidn por parte del propdleo
y por el clotrimazol, esto se observo en las dos cajas. Aunque el clotrimazol formé
una mayor zona de inhibicién comparado con el propdleo (ver Figura 5).

Figura 5: Inhibicién del crecimiento radial con tres concentraciones de EEP (2, 4y
8 mg) y con clotrimazol como comparativo, se observan las zonas de inhibicién
causado por los discos impregnados con el EEP y por el disco de clotrimazol.
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Las cajas que contenian los discos de ketoconazol variaron entre si, ya que en
una se form6 una pequefia zona de inhibicion (comparandola con el disco de
clotrimazol) pero en la otra caja el hongo creci6 sobre el disco de ketoconazol (ver
Figura 6).

Ketoconazol

Figura 6: Inhibicién del crecimiento radial con tres concentraciones de EEP (2, 4y
8 mg) y con ketoconazol como comparativo, se puede observar las zonas de
inhibicion causadas por las concentraciones del propdleo y se aprecia el
crecimiento del hongo sobre el disco de ketoconazol.
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En la caja que solo contenia los discos comparativos (clotrimazol y ketoconazol) y
el control (etanol) se observo lo mismo que en las cajas anteriores, una gran
inhibicion debido al clotrimazol, una nula inhibicion por el etanol y una débil
inhibicion debido al ketoconazol (ver Figura 7).

Clotrimazol

Ketoconazol

Figura 7: Inhibicion del crecimiento radial con el control (etanol) y los dos
comparativos (clotrimazol y ketoconazol), se aprecia la zona de inhibicion causada
por el disco de clotrimazol, el crecimiento del hongo sobre el disco de etanol y la
poca inhibicion del disco ketoconazol sobre el mismo.
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Determinacion de concentracién minima inhibitoria por el método de

dilucién en placa de 24 pozos:

La lectura de los resultados se llevé a cabo al quinto dia después de realizada la
prueba, una vez que crecié totalmente el hongo en los tres pozos del control. Se
midieron el didmetro de las colonias que crecieron y se obtuvo el promedio de las
tres colonias.

El control crecié casi en la totalidad del diametro del pozo, cada pozo mide 2 cm
de diametro, por lo tanto, el crecimiento del control lo consideramos con el 100%.
En los pozos con la concentracion de 0.25 mg/ml crecieron colonias de menor
diametro que en los controles, por lo cual se determind una reduccion en el
crecimiento de esas colonias. A partir de la concentracion de 0.5 mg/ml, no se
observoé crecimiento del hongo.

Concentracion | Promedio del Promedio del
del EEP didmetro de porcentaje de
(mg/ml) las tres reducciéon del

colonias (cm) tamafno de la
colonia (%)
Control 1.8 0
0.25 0.9 50
0.5 0 100
1.0 0 100
1.5 0 100
2.0 0 100
2.5 0 100
3.0 0 100

Tabla 1: Promedio del crecimiento de las tres colonias de M. gypseum (en
centimetros) sin tratamiento y tratadas con el EEP (en miligramos por mililitro) con
el promedio del porcentaje de reduccion del tamafio de las colonias.
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Figura 8: Placa de 24 pozos para la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria, se aprecia el crecimiento del hongo en todo el pozo en las placas
control y la reduccién del crecimiento en los pozos con la concentracién de 0.25
mg/ml. A partir de los pozos de 0.5 mg/ml ya no se aprecio crecimiento del hongo.
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Dilucion en placa M. gypseum
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Gréfica 1: Dilucion en placa para la determinacion de la concentraci

inhibitoria, se demuestra el crecimiento del control (Ctrl) y de la concentracion de

0.25 mg/ml, para las siguientes concentraciones ya no se observo crecimiento.

A partir de la concentracion de 0.5 mg/ml no se presentd crecimiento del inoculo

Inhibitoria del propdleo

Por lo tanto, la Concentracién Minima

contra M. gypseum es de 0.5 mg/ml.

en ningun pozo.

Determinacion de la Concentracion Fungicida Minima (CFM):

Transcurrieron cinco dias después de la inoculacion de las placas con agar Borelli

y se realiz6 la medicion del diametro las colonias, observandose lo siguiente:
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0 horas 5 horas 10 horas 24 horas 30 horas

Concen- | Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio

tracién de del del del del del
EEP diametro % de diametro % de diametro % de diametro % de diametro % de
(mg/ml) dela reduccién dela reduccién de la reduccién dela reduccién de la reduccién
colonia colonia colonia colonia colonia
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)

Control 3.9 0% 2.0 0% 4.0 0% 4.4 0% 4.0 0 %
0.25 3.0 23 % 2.7 0% 3.5 13 % 3.0 32 % 2.4 40 %
0.5 2.4 39 % 1.8 10 % 2.5 38 % 2.4 46 % 0 100 %
1.0 34 13 % 1.3 35 % 1.8 55 % 0 100 % 0 100 %
15 3.7 5% 1.9 5% 1.8 55 % 0 100 % 0 100 %
2.0 2.1 46 % 2.0 0% 1.6 60 % 0 100 % 0 100 %
2.5 1.9 51 % 0 100 % 0.9 78 % 0 100 % 0 100 %
3.0 1.25 68 % 100 % 0 100 % 0 100 % 0 100 %

Tabla 2: Determinacion de la CFM del propdleo en contra de M. gypseum.
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Con esto, se determiné que hubo un efecto fungicida por parte del propéleo en
contra de M. gypseum a una concentracion de 3.0 mg/ml a las 5 horas y a la
concentracion de 0.5 mg/ml a las 30 horas, ya que presentaron un porcentaje de
inhibicion del 100% (ver Figura 9).

Figura 9: Prueba de la determinacion de la Concentracion Fungicida Minima a las
30 horas, se aprecia el crecimiento en la placa control y en la placa de 0.25 mg/ml,
siendo la CFM 0.5 mg/ml.
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Dafio celular:

Se observaron las imagenes obtenidas analizando 10 macroconidios por campo, a
las distintas concentraciones del EEP (0, 1.0 y 1.5 mg/ml) y a las diferentes horas
después de la aplicacion del EEP sobre el hongo (0, 5, 10, 24 y 30 horas).

En las preparaciones sin tratamiento (0 mg/ml de EEP) a las O horas, se
observaron macroconidios con la morfologia de M. gypseum descrita por Koeman
1991 y Bonifaz 2010, es decir que observamos macroconidios sin ninguna
alteracion (ver figura 10), y ademas observamos escasa presencia de hifas (como
también lo reporta Bonifaz 2010), lo cual presenta M. gypseum cuando esté no
tiene alguna alteracion. A partir de las 5 horas en las preparaciones del hongo sin
tratamiento, se observaron macroconidios con formacion de hifa en uno de sus
extremos. En las siguientes observaciones (10, 24 y 30 horas) la presencia de
hifas fue mas evidente.

Contrariamente, encontramos diversas alteraciones en la morfologia de los
macroconidios tratados con EEP desde de las 0 horas, las cuales se iban
acentuando con el paso del tiempo. Las alteraciones que encontramos fueron:
pared celular con bordes irregulares (ver figura 11, 12, 13, 14, 15y 17), citoplasma
con abundantes burbujas que le dan apariencia espumosa (ver figura 11, 12),
macroconidios con disminucion o sin citoplasma entre algunos septos o en toda la
célula (ver figura 13, 14 y 15), e hifas sin citoplasma (ver figura 13). Ademas, se
observaron algunos macroconidios sin alteraciones morfolégicas aparentes.

Pared Citoplasma Disminucién o Hifas sin
celular con | de apariencia ausencia de citoplasma
bordes espumosa citoplasma
irregulares entre los septos
0 horas - - - -
5 horas - - - -
Control 10 horas — - — -
24 horas - - - -
30 horas - - - -
0 horas + + + +
5 horas + + + +
1.0 10 horas + + + +
mg/ml 24 horas + + + + + +
30 horas ++ ++ ++ +
0 horas + + + +
5 horas + + + +
15 10 horas + + + +
mg/ml 24 horas ++ ++ + + +
30 horas ++ ++ ++ +

Tabla 3.- Registro de las alteraciones encontradas en las observaciones al
microscopio donde += alteracién presente, ++= alteracion muy marcada.
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Figura 10: Microfotografia del control a las O horas de la prueba, se aprecian dos
macroconidios de Microsporum gypseum. Vista en 400x.
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Figura 11: Microfotografia de un macroconidio de M. gypseum tratado con 1.0
mg/ml de EEP a las 0 horas de la prueba. Vista en 400x.
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Figura 12: Microfotografia de un macroconidio tratado con 1.0 mg/ml de EEP a las
5 horas de la prueba, se aprecia burbujas dentro de su citoplasma. Vista en 400x.
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Figura 13: Microfotografia de macroconidios tratados con 1.0 mg/ml a las 5 horas
de la prueba. Vista en 400x.
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Figura 14: Microfotografia de un macroconidio tratado con 1.5 mg/ml a las 30
horas de la prueba. Vista en 400x.
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Figura 15: Microfotografia de un macroconidio tratado con 1.0 mg/ml a las 30
horas de la prueba. Vista en 400x.
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En la preparacion del hongo sin tratamiento a las 30 horas tefiida con blanco de
calcofltor, se observaron macroconidios sin ninguna alteracion en la pared celular
(ver figura 16).

Figura 16: Microfotografia de un macroconidio control a las 30 horas de la prueba
tefiidos con blanco de calcofltor. Vista en 400x.
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Los macroconidios tratados con el propdleo presentaron sus bordes irregulares
pero no se observo alguna ruptura en su pared celular (ver Figura 17), lo que
sugiere que el propéleo no causa un dafio directo sobre la pared celular de M.
gypseum.

Figura 17: Microfotografia de macroconidios tratados con 1.5 mg/ml a las 30 horas
de la prueba tefiidos con blanco de calcofltor. Vista en 400x.
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Andlisis estadistico:

Para el andlisis estadistico, se realizé la medicion del diAmetro de 5 macroconidios
de la preparacion control a las 0, 10 y 30 horas, y para la concentracion de 1.5
mg/ml a las 0, 10 y 30 horas, esto con el Sofware Q Capture Pro 6.0.

0 horas 10 horas | 30 horas
Control 10.96786 | 11.03559 | 10.81503
1.5mg 11.18198 | 11.31533 11.37713

Tabla 4: Promedio del diametro de 5 macroconidios de M. gypseum en
micrometros, se midié el control y el hongo tratado con 1.5 mg/ml de EEP a las 0,
10y 30 horas.

Diametro de macroconidios M. gypseum

125
-

T.

Micrémetros

Grafica 2: Diametro de macroconidios de M. gypseum con y sin tratamiento en
micrometros.

Al determinar la variacion entre los diametros de los macroconidios por el analisis
de varianza (ANOVA), se calculd un valor de P> 0.05 lo cual indica que no hay
una diferencia estadisticamente significativa entre el diametro de los
macroconidios de M. gypseum sin tratamiento con los macroconidios de M.
gypseum tratados con el EEP.
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DISCUSION

Al finalizar la elaboracion de las cuatro pruebas para determinar la actividad del
propéleo en contra de Microsporum gypseum, se demostré en las cuatro pruebas
gue esté es sensible al propdleo de la FES Cuautitlan.

En la prueba de inhibiciébn de crecimiento radial se demostro la sensibilidad del
hongo al propdleo, ya que en todos los discos impregnados con el propéleo a las
diferentes concentraciones formaron halos de inhibicion en forma de medias lunas.
Ademas, el hongo creci6 sobre los discos impregnados con etanol, de esta
manera se comprobd que el etanol no tiene actividad antifungica contra M.
gypseum, lo cual evidencia que dentro del extracto etandlico de propdleo (EEP)
solamente el propdleo tiene la capacidad de inhibir el crecimiento del hongo.
Asimismo encontramos que esta cepa de M. gypseum fue resistente al
ketoconazol, ya que la inhibicion del hongo fue muy pobre, a comparacion del
disco de clotrimazol, e inclusive el hongo crecié sobre un disco de ketoconazol en
una de las repeticiones. Por lo tanto, si el perro de donde se obtuvo la cepa del
hongo hubiera sido tratado con ketoconazol, posiblemente no se hubieran
obtenido buenos resultados terapéuticos.

Santos 2010 refiere que las técnicas de difusion en agar con disco tienden a
mostrar resultados variables debido a factores como la temperatura y al tiempo de
incubacion, Trejos 2009 menciona que a temperaturas bajas las sustancias
difunden lentamente sobre el agar. En nuestra experimentacion existié diferencia
entre el tamafio de los halos producidos por el propéleo, como lo observado en
una de las placas con el disco de ketoconazol (figura 6) en donde el disco con 4
mg de EEP gener6 un halo de inhibicién ligeramente mayor al disco de 8 mg de
EEP, posiblemente debido a que no existid una difusion igual del propdleo en el
agar, o también a que no estandarizamos correctamente la distancia entre el
inoculo central y los discos con el propdleo. Como lo menciona Prats 2005 y
Trejos 2009, no existen técnicas de difusibn en agar estandarizadas para el
estudio de la sensibilidad de hongos filamentosos, por lo cual es necesario
estandarizar los parametros cuando se prueba alguna sustancia antifingica. De tal
manera que si se investiga para la estandarizacion de alguna técnica de difusion
en agar con disco, se podria evaluar con mayor exactitud la actividad de cualquier
muestra de propoéleo en contra de algun hongo filamentoso, y como lo indica Prats
2005, podria ser un método cuantitativo y determinar la concentracion minima
inhibitoria con esta técnica, a diferencia de la que utilizamos que solo es una
prueba cualitativa. Pero, Trejos 2009 indica que existen muchos problemas para la
estandarizacion en los hongos filamentosos porque muchas veces estos hongos
presentan problemas en su metabolismo al asimilar lentamente los nutrientes del
agar lo que provoca un lento crecimiento, generando que no siempre crecera de la
misma manera aunque existan las mismas condiciones (temperatura, tiempo, pH,
tipo de agar).
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En la prueba de la determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI) por
el método de dilucion en placa, encontramos que en los pozos con la
concentracion de 0.25 mg/ml crecieron colonias de menor didmetro que en los
controles, posiblemente a esa concentracion el propéleo incapacita a M. gypseum
para crecer plenamente. A partir de la concentracion de 0.5 mg/ml, en ningin pozo
existio crecimiento del hongo, por lo cual determinamos que la CMI es de 0.5
mg/ml.

Para la prueba de dafio celular se tomé el doble de la CMI, la cual fue 1.0 mg/ml, y
el triple de la CMI, 1.5 mg/ml, como lo indica Londofio 2010. En la preparacion
control a las diferentes horas, se observo que algunos macroconidios no se tifieron
uniformemente y escasamente se observaron macroconidios rotos, aunque cabe
sefalar que estas modificaciones en los macroconidios no se percibieron similares
a las alteraciones observadas en las preparaciones del hongo tratadas con el
propdleo.

En las preparaciones del hongo tratadas con el EEP, encontramos alteraciones
morfolégicas que nos sugiere que a nivel de citoplasma existio una alteracion
debido al propdleo, estas alteraciones las observamos en los macroconidios con
citoplasma de aspecto grumoso, los macroconidios con un espacio entre la pared
celular y la membrana celular, y a la ausencia de coloracion por la tincion del
citoplasma entre algunos septos. Todas estas alteraciones sugieren que el
contenido del citoplasma disminuyd o se contrajo. Aunado a esto, observamos en
las preparaciones con la tincién de blanco de calcoflior que el EEP no causa una
ruptura de la pared celular del hongo, insinuando también que el dafio que causa
el propoleo en M. gypseum es a nivel de citoplasma.

A las 30 horas de la prueba, en la preparacion control existio la formacién de una
capa de color blanca de aspecto filamentosa que crecid en la superficie del caldo
contenido en el tubo Eppendorf, ademas de que el caldo ya no era un liquido
fluido, lo que prueba que el hongo creci6 generando hifas en el tubo. Las
preparaciones tratadas con el propoleo siempre fueron liquidas y no se formé
ninguna capa en la superficie, sugiriendo asi que el hongo dejo de crecer en estas
preparaciones debido al propdleo.

Realizamos la prueba de dafio celular de acuerdo a la técnica reportada por
Londofio 2010 preparando una suspension de M. gypseum ajustandolo por
comparacion visual con el tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland, de esta manera
solo pudimos reportar las alteraciones morfologicas del hongo a causa del
propéleo, sin embargo, si ademas hubiéramos ajustado el inoculo con una camara
de Neubauer como Santos 2010 lo indica, habriamos podido hacer un conteo de
macroconidios para determinar a qué grado el EEP impide la reproduccién del
hongo.

En la prueba de la determinacion de la concentracion fungicida minima (CFM),
observamos a las 30 horas de la prueba el mismo resultado encontrado en la
prueba de la determinacion de la CMI, es decir que no existio crecimiento del
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hongo a una concentracion de 0.5 mg/ml, asi corroboramos que el propdleo es
fungicida en la cepa de M. gypseum a una concentracion de 0.5 mg/ml a las 30
horas de la exposicion del hongo al propdleo. Cabe sefialar que observamos una
inhibicion del hongo a una concentracién de 2.5 mg/ml a las 5 horas, pero a las 10
horas existio crecimiento nuevamente a esa concentracion, esto se podria explicar
con el efecto Eagle o también llamado efecto paradojal que Lovesio 2001
describe. El efecto Eagle es un fendbmeno en donde una proporcién de células
sobrevivientes al efecto de un farmaco aumentan significativamente a medida que
la concentracién del farmaco aumenta por arriba de la CMI, Azanza 2008 reporta
gue se ha descrito este fendmeno para hongos filamentosos, aunque aclara que
no se ha sefialado su repercusién practica ya que este fendmeno solo se presenta
in vitro.

Diversos estudios han determinado la eficacia del propoleo ante diversos agentes
patégenos, como también coincidié en esta tesis, ya que encontramos que en las
cuatro pruebas realizadas se evidencio la sensibilidad de la cepa de Microsporum
gypseum ante el propéleo. Yamamoto 1997 reporto un estudio en donde que se
determino la CMI de un extracto de propodleo brasilefio en contra de M. gypseum,
encontrdndose una CMI de 0.0625 mg/ml. Aguero 2010 realizé un estudio en
donde se determind la CMI de un propdleo argentino en contra de M. gypseum,
encontraron una CMI de 0.016 mg/ml. Comparando estos resultados con los
nuestros, encontramos una variacion amplia entre los resultados, ya que nosotros
encontramos una CMI de 0.5 mg/ml y las CMI de los dos autores no sobrepasan el
0.1 mg/ml. Estas variaciones se pudieron deber a muchos factores, como a la
composicién de los extractos de propdleo utilizados en cada experimentacion, ya
qgue las sustancias que componen al propdleo varian entre el lugar en donde se
encuentra el apiario, la época del afio y la recoleccién asi como también en el
procesamiento de los propdleos. Ademas, pudo existir variacion entre las cepas de
M. gypseum utilizadas, ya que algunas cepas son mMAas resistentes o mMas
susceptibles a las diversas sustancias que tienen una accion antimicotica. Por
altimo, aunque la CMI que reportamos nosotros en esta tesis es mayor a la
reportada por Yamamoto 1997 y Aglero 2010, sigue siendo una concentracion
baja y por lo tanto adecuada para la elaboracion de productos terapéuticos a base
de propoleo.

Debido a que Microsporum gypseum tiene una clara capacidad patégena en los
animales domésticos y en los humanos, este representa un gran potencial
zoonotico para personas de cualquier edad. Bonifaz reporta a M. gypseum como
un dermatofito esporadico, aunque esto no demerita su potencial zoonético.

La literatura sefiala el tratamiento contra las dermatofitosis es poco efectiva
cuando solo se emplea una via de administracion, ya sea solo la terapia tépica o la
terapia sistémica, como reporta Martinez 2010. Aunque, la terapia conjunta de
estas dos resulta mas efectiva pudiéndose acortar los tiempos de administraciéon
de los farmacos, esto no disminuye la posibilidad de la presencia de efectos
colaterales.
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Martinez 2010 reportd 15 casos de dermatofitosis en humanos de los cuales 9
casos fueron causados por M. gypseum, estas personas fueron previamente
tratadas con agentes topicos y orales, principalmente ketoconazol, itraconazol,
terbinafina y fluconazol, encontrdndose mejores resultados en la terapia conjunta
(oral y sistémica). Pero de los 15 casos aislados, las lesiones causadas por M.
gypseum presentaron menor respuesta a los farmacos, esto concuerda con
nuestros resultados, ya que encontramos una resistencia del hongo hacia el
ketoconazol en la prueba de inhibicion del crecimiento radial.

Este trabajo demuestra un futuro muy prometedor para el prop6leo como agente
terapéutico ya que no se ha encontrado una toxicidad importante comparada con
los agentes terapéuticos actuales siendo esta una posibilidad casi nula, ademas
de que mostro actividad antifungica a una concentracion baja (0.5 mg/ml) a las 30
horas. Por lo tanto, en un futuro cercano se puede implementar la utilizacién del
propbéleo como agente terapéutico contra M. gypseum, asimismo de que podria
ser el tratamiento indicado en pacientes pediatricos, geriatricos, gestantes y en
pacientes con dafio hepatico y/o renal, ya que los agentes terapéuticos utilizados
en la actualidad son contraindicados para estos grupos de individuos tanto en la
medicina humana como en la medicina veterinaria. Otra ventaja que el propéleo
tiene es que se ha demostrado ser hepatoprotector, a comparacion de la mayoria
de los antifungales que son hepatotoxicos. Para lograr esto, solo se necesita mas
investigacion para determinar la factibilidad del propéleo como agente terapéutico
pudiendo utilizar modelos biol6gicos en donde se replique la dermatofitosis y se
pruebe algun producto con propoleo. Aunque Callejo 2001 y Lasa 2004 reportan
casos de dermatitis por contacto por propéleo en humanos, principalmente
apicultores, refieren que los casos han sido reportes esporadicos y son poco
comunes, ademas no han existido reportes oficiales de hipersensibilidad por
propéleo en los animales, por lo que se requiere mas investigacion en modelos
biolégicos para determinar dicha hipersensibilidad en los animales.

Dado que en México no existe alguna normativa oficial en donde se especifiquen
las pruebas necesarias para determinar la calidad de algun propdleo, a diferencia
de otros paises como Brasil, Argentina, Bélgica, Rusia, Bulgaria y Cuba en donde
si contemplan una norma para esto, se tiene trabajar para que en México se
tengan normas similares para asi garantizar que los propdleos que se desean
utilizar para la elaboracion productos terapéuticos sean de una calidad optima y
avalar que este tenga una actividad biolégica. Ademas, si se impulsa a generar
controles de calidad se lograria mas demanda de propéleo, generando asi que los
apicultores mexicanos tengan un ingreso mas por este subproducto de la colmena,
ya que muchos apicultores desconocen el potencial del propdleo e inclusive ven al
propéleo como desecho. Es por eso, la investigacion y la difusion del propoleo
tiene que aumentar en el pais, no solo en la medicina veterinaria sino también en
la medicina humana, a fin de que todos en México nos podamos beneficiar con
este gran producto natural, y como nuestro pais es el productor de miel nimero
tres a nivel mundial, tenemos el potencial como pais para ser unos de los mayores
productores de propdleo a nivel mundial.
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CONCLUSIONES

Se evalud la actividad antimicotica in vitro del propoleo de la FES-C en contra de
una cepa de Microsporum gypseum, demostrando en todas las pruebas realizadas
gue este hongo fue sensible al propéleo de la FES-C.

Se determiné cualitativamente con la prueba de inhibicién del crecimiento radial
que el propdleo de la FES-C inhibo una cepa de Microsporum gypseum.

Se obtuvo la concentracibn minima inhibitoria del propoleo sobre la cepa del
hongo por el método de dilucion en placa, la cual fue de 0.5 mg/ml.

Se determind la Concentracion Fungicida Minima del propdleo en contra de M.
gypseum determinando que a una concentracion de 0.5 mg/ml a las 30 horas el
EEP tuvo un efecto fungicida.

Se evaluo el dafio celular sobre el hongo causado por el propdleo encontrando
que esté genera alteraciones de los macroconidios del hongo, los macroconidios
tratados presentaron el citoplasma de aspecto espumoso, mayor espacio entre la
pared celular y la membrana citoplasmatica, asi como disminucion del contenido
citoplasmatico y paredes celulares irregulares.

Determinamos que el propdleo disminuy6 la capacidad de reproduccion de M.
gypseum.
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RECOMENDACIONES

Para obtener resultados mas homogéneos en la prueba de inhibicion del
crecimiento radial, se recomienda estandarizar la distancia entre los discos
impregnados con EEP y el in6culo central del hongo ademas de las constantes
de incubacion (tiempo y temperatura de incubacion) para lograr que el EEP
difunda siempre de la misma manera.

Para la prueba de dafio celular, se recomienda realizar un conteo de
macroconidios con una camara de Neubauer después de haberlo ajustado con
el tubo 0.5 del nefelometro de McFarland para estandarizar el inoculo, asi se
podra contar el nUmero de macroconidios por campo en las preparaciones, de
tal manera que se evaluara si existe un aumento o descenso en el nimero de
macroconidios en las preparaciones al transcurso del tiempo.

Se sugiere continuar con esta linea de investigacion para determinar el
mecanismo de accion del EEP contra Microsporum gypseum.

Se recomienda realizar pruebas para determinar la eficacia del propoéleo in vivo
en modelos biolégicos en donde M. gypseum cause la enfermedad, de tal
manera que se establezca una terapéutica correcta con algun producto a base
de propdleo, ademas de evaluar si esté genera alguna hipersensibilidad en los
animales domésticos.

Se propone establecer una normatividad en México que regule la calidad de los
propdleos que se utilizan en la elaboracion de productos terapéuticos, a fin de
estandarizarlos para asegurar su calidad y eficiencia.
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