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1. RESUMEN.

La Saprolegnosis es una enfermedad infecciosa producida por varios hongos,
principalmente Oomicetos representantes del grupo de los saprolegniales. Las
especies mas frecuentemente halladas en los peces son: saprolegnia (S.
parasitica, S. diclina y S. ferax, principalmente), Achlya y Aphanomyces. (Pasquel
2011).

Estos organismos son oportunistas viven en abundancia en el medio ambiente, y
se alimentan de restos organicos en descomposicién. La puerta de entrada para
estos microorganismos es cutdneo-mucosa, e ingresan por lesiones macro o

microscdpicas relata.(Stevenson 1986).

La infeccién comienza cudndo las esporas del hongo alcanzan tejidos necréticos
“muertos” en un individuo incapaz de hacer frente a estos hongos. De este modo
se produce la colonizacion de los tejidos superficiales, principalmente la
epidermis. Entonces la espora comienza a desarrollarse, formando el micelio
compuesto por hifas que daran lugar a la formacion de nuevas esporas,

perpetuando el ciclo biologico del hongo (reproduccion asexuada).

En el presente trabajo se evalu6 la eficacia de dos propdleos provenientes de
Toluca e Hidalgo, contra Saprolegnia spp con la finalidad de proporcionar las

bases para elaborar una alternativa terapéutica efectiva a base de propdleo.

Uno de los propdsitos de este proyecto experimental, es la elaboracién de un
comprimido de liberacién modificada utilizando al propdleo como principio
activo y evaluando su eficacia antimicética sobre la Saprolegnia spp, cepa

obtenida de un caso clinico de Ajolote.

Se determind cualitativamente que los extractos de propéleo utilizados causaron
inhibicion del crecimiento sobre Saprolegnia spp. Se obtuvo la concentraciéon
minima inhibitoria (CMI), de los propéleos utilizados sobre la cepa de
Saprolegnia spppor el método de dilucién en agar en placa de 24 pozos, siendo de
0.25mg/ml. También se evalu6 el dafio celular de manera cualitativa sobre la
cepa de Saprolegnia sppproducido por los extractos de propoéleo mediante

microscopia dptica y andlisis de imagen, en la evaluacién se encontraron

pQFB. Tania Vasquez Resendiz. - pQFB. Cindy Vasquez Resendiz. 1



alteraciones de tipo morfologico en las caracteristicas de la pared celular de
Saprolegnia spp tratado con los extractos de propoéleo a diferencia de Saprolegnia

sppsin tratamiento, en donde no se hallaron alteraciones.

Asi mismo se desarroll6 la formulaciéon de un bolo de liberaciéon modificada que
posteriormente se puso en contacto con peces y con Saprolegnia spp.El bolo
mostré resultados muy satisfactorios, en la prueba de toxicidad se consigié un
incremento en la supervivencia de los peces de 70% (Hidalgo), y 86.7% (Toluca),
con respecto a los lotes que no tuvieron contacto con el bolo. En cuanto a la
prueba de Eficacia el bolo evité la infeccion que produce Saprolegnia spp,
disminuyendo la tasa de mortalidad significativamente 73% (Toluca), y 53.07%
(Hidalgo), de los peces tratados con el bolo con respecto a los que solo

estuvieron en contacto con la cepa de Saprolegnia spp.

Estos resultados demuestran la efectividad del propdleo sobre Saprolegnia sppy
proporciona un panorama muy alentador para la realizacion de futuros estudios
en relacion al tratamiento con propoéleo en casos de infecciones micoticas en

peces.
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2. INTRODUCCION.
2.1 SAPROLEGNIA.

El género Saprolegnia pertenece a la Division Oomycota, Saprolegnia fue durante
bastante tiempo considerado un hongo, pero hace poco se cre6 un nuevo reino,
separandolo asi del Reino Fungi e insertandolo en el nuevo reino, el Reino
Chromista, el cual estd mucho mas cerca de las algas que de los hongos. Este
Reino esta representado ademas por las algas pardas y las diatomeas. La
confusion que existia era debido a que Saprolegnia contiene caracteristicas de los
hongos como la presencia de hifas, y la constitucion de micelio incluso creciendo
en medios de cultivos para hongos. Aun asi existen problemas con la clasificaciéon
de esta divisién, ya que internacionalmente existen muchos cientificos que
incluso la consideran en el Reino Protista. La importancia de trabajar con
Saprolegnia es su condicion de parasito en peces como la trucha y los
salmonidos, siendo el causante de grandes pérdidas econémicas, considerada asi
una molesta plaga para las empresas salmoneras. De hecho la importancia es tal
que se han hecho estudios del genoma de Saprolegnia desde su ADNmitocondrial

hasta la secuenciacion de sus genes. (Bruno, D.W., and Wood, B.P. 1994).
2.1.1 Morfologia y clasificacion.

» Saprolegnia pertenece a la Division Oomycota, divisiéon en la cual la
mayoria de las especies son saprofitas o parasitoides. Las caracteristicas
comunes para Sus especies son presentar ZooSporos con
flagelosbarbulados y lisos, siendo el flagelo anterior barbulado y el
posterior liso.

» Saprolegnia se encuentra en el orden Saprolegniales y pertenece
finalmente a la FamiliaSaprolegniaceaela cual tiene como caracteristicas
generales un miceliocenocitico muy ramificado, una pared celular
principalmente de glucanos, también de celulosa en la cual aparecen
septos para separar los drganos reproductores.

» Los zoosporangios son largos y cilindricos, terminales, de diametro algo

mayor que la hifa que los origina (Figura 1).
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» El género Saprolegnia se presenta formando una estructura algodonosa
(Figura 2), y un micelio poco organizado. En el micelio aparecen
zoosporocistos que presentan un tabique, y en el interior se organizan
multitud de zoosporas biflageladas que buscan activamente otro huésped.

» Las zoosporas se dividen en 2 tipos o zoosporas primarias: en forma de
pera, flagelos apicales o zoosporas secundarias: reniformes, flagelos
laterales dirigidos en sentidos opuestos, insertos en un surco lateral

profundo.
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Figura 1.-Oogonio, oosporas y anteridio deSaprolegnia parasitica (Reproducciéﬁ sexual)

http://www.uoguelph.ca/~gbarron/MISC2006/saprol2.jpg
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Un nuimero pequefio de Saprolegniaparasitica produce estructuras sexuales de
identificaciéon, después de prolongadas incubaciones y bajo ciertas condiciones
de temperatura y nutricion. Para las cepas que no presentan sexualidad, se han

adaptado técnicas moleculares como DNA “fingerprinting” o identificacion por

anticuerpos monoclonales contra esta especie (Whisler, 1996; Bullis y col., 1996;

Bangyeekhun y col., 2001).

Figura 2.- Cultivo de Saprolegnia spp, en Agar Dextrosa y Papa (Unidad de

Investigacion Multidisciplinaria, Laboratorio de Micologia -

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM).
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2.1.2 Habitat.

El género Saprolegnia, se encuentra principalmente distribuido en ambientes
acuaticos, puede ser tanto saproéfito como parasitoide, alimentdndose asi de
células muertas o parasitando a peces como la trucha y el salmén, instalandose

asi en sus agallas. Este ultimo caso es llamado micosis.

Saprolegnia es tolerante a grandes rangos de temperatura desde 3 a 33 °C, se
encuentra preferentemente en el agua, aunque también puede habitar en suelo
himedo, Su rango de tolerancia a la sal (salinidad relativa) esde
aproximadamente 1,75% de NaCl, no soportando asi concentraciones iguales o

superiores a 3,5% de NaCl. (Zaror., et. al. 2004).

2.1.3 Reproduccion y comportamiento.

» Saprolegnia generalmente viaja en colonias consistentes de 1 o mas
especies. Ellas primero forman una masa de hifas. Cuando estas masas de
hifas crecen lo suficiente se pueden ver a simple vista, el cual es llamado
micelio. Las colonias son generalmente blancas, torndndose grises
dependiendo de la presencia de bacterias u otros microorganismos.

» La reproduccién en el género Saprolegnia esta caracterizada por un ciclo
de vida diploide el cual incluye la reproduccién sexual y asexual.

» En la fase asexual, se produce la diferenciacién de esporangios en el
extremo de las hifas somaticas. En los esporangios ocurre la llegada de
nucleos migratorios los cuales son aislados por un septo, luego de esto se
formaran tantas zoosporas como nucleos; siendo asi que las primeras
seran liberadas por una abertura en el apice.

» Una espora de Saprolegnia liberara una primaria zoospora. a los pocos
minutos, esta zoospora se enquistara, germinara y liberara otra zoospora.
Esta segunda zoospora tiene un largo ciclo durante el cual ocurre la
mayor dispersion; esta continuara enquistada y liberara una nueva
espora en un proceso llamado poliplanetismo hasta que ella encuentre un
sustrato conveniente. Cuando un medio conveniente es encontrado, los

pelos alrededor de la espora se sueltan sobre el sustrato comenzando asi
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la fase sexual. En esta fase es el momento en el cual Saprolegnia puede
causar la infeccion; la especie mas patogénica tiene un pequefio gancho en
la punta de sus pelos para incrementar su capacidad infecciosa. Una vez
que esté firmemente atada, la reproducciéon sexual empieza con la
produccién de gametangios femeninos y masculinos, oogonia y anteridia
respectivamente. Estas se unen y se fusionan a través de la via de
fertilizacion en tubos. El cigoto producido es llamado oospora. (Zaror., et.

al. 2004).

CICLO REPRODUCTIVO DE Saprolegnia

Reproduccion
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Z00SpOrangios A "
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zoosporas 12 ./
@ it ‘ Fase vegetativa:
' RS micelio diploide
zoosporas 22 germinacion germinacion de
(diplanetisma) del ciste ? o~ laoospora
B \ ¢ Qosporas
oo resistentes

@

.

¢ 4
= (()— —@s
~—
@ C. Romero Zarco, USE 2001 o'
Reproduccion
sexual

Figura 3.- Ciclo reproductivo de Saprolegnia. (Imagen obtenida de http://www.aloj.us.es/

carromzar/Botanica_I/Temas_Botanica_I/T5_Ameboides.html)
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2.2 SAPROLEGNOSIS.

La Saprolegnosis es una de las enfermedades que mas afectaa peces de agua
dulce, misma que es ocasionada por un hongo.

Los peces que padecen esta enfermedad presentan manchas compuesta por hilos
grisaceos o blanquecinos sobre la superficie del cuerpo, por lo general sobre la

cabeza, las aletas y las branquias. (Branson 2002).

. .

~
> |
Figura 4.- Corydora afectada por Saprolegnia (Imagen obtenida de
http://www.acuaristas.cl/phpbb/viewtopic.php?f=15&t=41395)
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2.2.1 Causas.

La infeccién es consecuencia de una inmunosupresion del pez probablemente
provocada por una caida de temperatura en el agua. Esta produce una reduccién
en la secrecion de mucus y una baja en la formaciéon de anticuerpos. Por otra
parte un aumento de la temperatura en el agua a los peces de agua fria, también
los afecta ya que acelera el proceso de multiplicaciéon de los hongos. (Bruno &

Wood 1994).

Heridas en la epidermis, donde se pierde el mucus protector, es otro factor y
puede deberse a que el pez se lastime con alguna superficie cortante como por
ejemplo piedras puntiagudas, alguna pelea entre especies no compatibles, etc. En
ciertos peces se puede observar una ligera irritaciéon y luego de unas 24 hrs.

aparecen zonas algodonosas en las areas lastimadas.

El estrés causa un exceso de corticosteroides en la sangre lo que ocasiona una
deficiencia proteica y esta a la vez no permite la producciéon de anticuerpos y
mucus. De igual manera el exceso de materia organica en el acuario es una

condicién de inmunosupresion.
2.2.2 Patogenia.

Una vez que las esporas se posan en un punto de la piel, germinan y atraviesan la
epidermis, llegando a la dermis donde se desarrolla el micelio del hongo. Al
parecer las hifas del hongo segregan alguna toxina ya que se observan gran
cantidad de células muertas “necrosis” alrededor de ellas. A partir de ahi se
extiende por toda la dermis colonizando todo el cuerpo del pez. Esto produce un
desequilibrio osmdtico con pérdida de electrolitos y le impide mantener el
volumen de sangre circulante. El pez muere por fallo circulatorio. (Alderman

1994).

En ciertos casos se han detectado invasion de las hifas hacia misculos y 6rganos
internos. En los casos en los que el hongo coloniza las branquias, al fallo
circulatorio se le suma una insuficiencia respiratoria. Como principales
alteraciones histopatoldgicas se observa la pérdida de epitelio y desérdenes del

sistema circulatorio, consistentes en cogestion sanguinea con hemorragias
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ocasionales. Los peces infectados desarrollan lesiones focales en las que el hongo
invade el stratum spongiosum de la dermis y se extiende lateralmente a la

epidermis, produciendo alteraciones a este nivel. (Zaror 2004).

Este hongo también se detecta en los huevos estériles que son rapidamente
colonizados, al estar estos en estrecho contacto también afecta a los huevos
fértiles, es por eso que algunas especies de peces separan a los que estan
infértiles. En el caso de que la puesta se separe de los padres, habra que medicar

como método preventivo todo el conjunto y separar los que no estén fecundados.

2.2.3 Tratamiento.

Saprolegnia no sobrevive en ambientes con alta concentracién de sal, por lo
tanto, la saprolegniosis no ocurre durante la fase marina ni estuarina, en la
migracion de salménidos, considerandose una enfermedad de agua dulce
(Padgett, 1984). Sin embargo, Langvad en 1994 reportdé que
Saprolegniaparasitica podria sobrevivir y crecer en ambientes con una salinidad
relativa de aproximadamente 1.75% de NaCl. No se observo desarrollo en
concentraciones iguales o superiores a 3.5% de NaCl.

La infeccidn por Saprolegnia es facilmente controlada por la aplicacién de Verde
Malaquita, un colorante que puede ser aplicado s6lo o en combinacién con otros
fungicidas. Este colorante ha sido prohibido en gran parte de los paises
productores, ya que se le ha atribuido propiedades teratogénicas, volviendo
Saprolegnia a ser un problema de importancia econdémica en las pisciculturas
(Alderman, 1994).

Las enfermedades micéticas producen grandes pérdidas econdmicas en
acuicultura. En Japoén, la mortalidad anual ha llegado a sobrepasar el 50% en

Salmon coho, debido a Saprolegniaparasitica (Bruno y Wood, 1999).
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2.3 PROPOLEO.

El término propdleo o prépolis deriva del griego “pro” que significa en defensa
de; y “polis” que significa ciudad o colmena (Pefia; 2008), haciendo referencia al
uso que le dan las abejas al colocarlo en los accesos a la colmena (Gutiérrez;

2011).

El propdleo es el nombre genérico que se le da a la resina cérea de composicion
compleja y consistencia viscosa, que las abejas elaboran a partir de particulas
resinosas de diferentes vegetales y que utilizan en la construccion, reparacién y
proteccion de la colmena, disminuyendo asi la entrada del viento, lluvia y frio,
también lo emplean para reducir el tamafio de la entrada a la colmena, para
cerrar grietas o para embalsamar pequefios animales muertos dentro de la
misma, los cuales las abejas no pueden sacar debido a su tamafio y peso (Pefa;
2008). El propdleo es también responsable de la sanidad de los panales, en

especial contra microorganismos (Estrada; 2012).

Las abejas son los intermediarios entre las plantas y los propdleos. Su
recoleccion responde a un patrén de forrajeo, donde las abejas pecoreadotas
extraen el propodleo de las yemas valiéndose de sus mandibulas y del primer par
de patas que poseen, durante este proceso la secrecion del acido 10-
hidroxidecenoico por las glandulas mandibulares permiten el ablandamiento y
trituracion del propoéleo para facilitar su transporte en los cestillos de polen de
las patas traseras. Al ingresar a la colmena, se dirigen inmediatamente al lugar
donde éste es requerido y permanecen quietas, dejando que las abejas
propolizadoras, tomen algunas particulas de la sustancia, para comprimirla,
agregarle cera y proceder al propolizado. Las abejas son indispensables para la
formacidon de los propdleos, ya que algunos compuestos quimicos de origen
vegetal son modificados quimicamente por las enzimas presentes en su saliva

(Navarro, Hernandez y Velazquez; 2011).

Los propdleos son una mezcla diversa de compuestos quimicos que le confieren
una consistencia resinosa, aromatica y pegajosa. Su color es variable, verde,
amarillo-verdoso, rojo o café oscuro, dependiendo de sus constituyentes y su

madurez. Es insoluble en agua y soluble en alcohol. A temperaturas de
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congelacion se cristaliza y a altas temperaturas toma una consistencia chiclosa

(Navarro, Hernandez y Velazquez; 2011).

2.3.1 Composicion quimica.

En las ultimas tres décadas un gran interés ha surgido en relacién a la
composiciéon quimica y actividades terapéuticas del propoleo por lo que ha sido

objeto de numerosos estudios quimicos y farmacolégicos.

La composicién quimica del propdleo es compleja y depende de varios factores
como son: la region geografica, el clima, el relieve la vegetacion natural y las
cuencas hidrograficas entre otros. La vegetacion que rodea a la colmena es de
importante consideracion ya que es a la que recurren las abejas. Algunos
ejemplos de éstas fuentes vegetales son: el pino, abeto, sauce, abedul, varias
especies de alamo, fresno, roble, entre muchos otros que encuentren cerca de sus
colmenas. Es por estos que los propdleos de diferentes zonas geograficas poseen

efectos similares pero difieren en su composicion. (Lopez 2012).

Entre estos componentes encontramos ceras, resinas, balsamos, aceites
esenciales, aminoacidos y azucares. El propoleo es rico en elementos
inorganicos, algunos de ellos involucrados en los sistemas enzimaticos
fundamentales, podrian estar asociados con sus actividades biolégicas. Llama la
atenciéon la prevalencia de flavonoides como la pinocembrina, galangina,
pinobanskina y al éter bencil del éster fenetil de acido caféico entre otros
compuestos y derivados del acido cinamico, a los cuales se asocia la actividad
biolégica del propodleo. En la tabla 1 se muestran los componentes mas

significativos del propoleo.
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Componentes quimicos del propdleo.

COMPONENTES

EJEMPLOS

Acidos organicos

Acido benzéico CsHs-COOH galico. C7H¢0s

Acidos fendlicos

Acidos cafeico CoHgO4, cinamico,

pumarinico, insofenilico y fenolico

Aldehidos aromaticos

Vainillina CgHgO3, isovainillina CsHgO3

Cumarinas Esculetol, escopuletol
Flavonoides Pinocembrina C1sH1204, galangin
C15H100s, pinobanksina C15H120s
Flavonas Acacetina C16H120s, cresina amarilla,
pectolinaringenina C17H140s, tectocrisina
C16H1204
Flavonoles Izalquinina, kaempférido C16H120s,
quercetina C15H1007, remnocitrina.
Flavononas Pinostrobina C16H1404, sakuranetina

C16H140s.

Flavononoles

Pinobanksina, ferulico, los sesquiterpenos
y las flavononas (principalmente las

galanginas C15H100s)

Minerales

Aluminio, plata, bario, boro, cromo,
cobalto, cobre, estafio, hierro, magnesio,
manganeso, molibdeno, niquel, plomo,

silicio, estroncio, titanio, vanadio, zinc

Vitaminas

Provitamina A y vitamina B3

Tabla 1.- Principales componentes quimicos del propdleo (Gutiérrez, 2011).

pQFB. Tania Vasquez Resendiz. - pQFB. Cindy Vasquez Resendiz.

13



Las propiedades terapéuticas del propdleo dependen de la calidad de éste, asi
como de las proporciones de los elementos que lo constituyen y no sélo de una
sustancia en particular, estos compuestos se relacionan directamente con su

origen geografico.

Los compuestos identificados en propdleos de colmenas ubicadas en
emplazamientos cercanos entre si no difieren significativamente, aunque desde
el punto de vista cuantitativo pueden ser variables. Ello implica que los
propdleos deban ser estudiadosen funcién de la zona geografica de ubicacién de

las colmenas.

2.3.1 Actividad antimicrobiana.

El propdéleo ha sido utilizado especialmente por sus propiedades
antimicrobianas, aunque éste posee otras cualidades terapéuticas. Esta
documentada la actividad del propodleo contra bacterias, hongos, protozoarios,
virus y parasitos, asi como actividad cicatrizante y regenerador de tejidos,

antiinflamatorias, antioxidante, analgésica, hepatoprotectora, entre otras.

a) Mecanismos de accion antimicrobiana del propdleo.

Se ha demostrado que la actividad microbiana del propoéleose da gracias al
sinergismo de sus componentes y no de un solo componente. Los flavonoides y
los compuestos fendlicos se consideran como los principales componentes
bioactivos de los propdleos. Los flavonoides: pinocembrina, galangina y
pinobanksina se les atribuye la mayor actividad bacteriostatica y bactericida

(Gutiérrez; 2011).

El acido cinamico y algunos flavonoides son los responsables de desacoplar la
transduccion de energia de la membrana plasmatica inhibiendo la motilidad
bacteriana. Asi mismo se ha determinado que el propdleo desorganiza la

membrana citoplasmatica, la pared celular y el citoplasma provocando una
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bacteridlisis parcial acompafiado de inhibicion en la sintesis de proteinas

(Gutiérrez; 2011).

En lo que se refiere a la galangina se sabe que provoca un incremento
considerable en la pérdida de potasio lo cual se atribuye al dafio ocasionado
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 la quercetina

inhibe la ADN girasa de manera parcial (Gutiérrez; 2011).

El propoleo es el producto de abeja con la mayor actividad microbiana, la cual ha
sido confirmada por numerosos estudios cientificos, se ha demostrado su
actividad en contra de multiples microorganismos tales como:Bacillus cereus,
Mycobacterium sp., Streptococcus: S. Epidermis, S. Faecalis, S. Mutans, S. Viridans,
E. Coli, Helicobacter pylori, Aspergillus sp, Cryptococcus neoformans, Proteus

vulgaris. Entre otros (Estrada 2012).

2.3.2. Efecto antimicético del propdleo.

Las propiedades antimicdticas del propoleo han sido estudiadas por numerosos
investigadores, quienes aseveran que tal actividad depende tanto del origen del
propdleo asi como del solvente utilizado para su extraccion. Se han identificado
compuestos como: pinocembrina, galangina, acido benzoico, acido salicilico,
vainillina, mono y sesquiterpenos, los cuales son responsables de sus

propiedades fungicidas(Estrada; 2012).
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2.3.3 Propoleos mexicanos.

A diferencia de otros paises como, Argentina, Brasil, Honduras, China y Turquia
entre otros, en México no se han estudiado a profundidad el origen botanico o

quimico de nuestros propdleos .

El objetivo del presente trabajo no es profundizar en las caracteristicas de cada
uno de los propdleos mexicanos, sin embargo vale la pena mencionar que
recientemente se han analizado distintos propoéleos provenientes de distintos

estados de la republica, para llevar a cabo su caracterizacion (Estrada; 2012).

Figura 5.- Propodleo en trozos recolectado en la FESC(Taller de Mieles -

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM).
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2.4 COMPRIMIDOS.
Antecedentes.

La preparacién de los primeros comprimidos se le atribuye a William Brockedon,
en 1843, de bicarbonato de potasio y se considera que fueron resultados del
impulso que experimentd la mecanica de la compresion con la introduccién del

prensado de grafito en la fabricacion de minas de lapices.

El procedimiento de compresién de polvos en la tecnologia farmacéutica fue
introducido como tal, en ese mismo afio, como patente de Brockedon para la
produccién de pildoras, pastillas y minas de lapices por presion en matrices: asi,
las primeras patentes para maquinas de comprimir datan de los afios 1874 -

1876 .

Las farmacopeas por su parte incluyen esta forma farmacéutica hasta 1916
cuando la USP IX reconoce oficialmente el primer comprimido, a partir de
entonces, diferentes farmacopeas comienzan a introducir progresivamente
diversas monografias sobre comprimidos lo que pone de manifiesto el interés
creciente de esta forma de dosificacion. Asi, la farmacopea britanica incluye su
edicion de 1932 una Unica monografia de comprimidos (trinitrato de glicerilo),
mientras que en la edicion de 1988 figuran 276 monografias de esta forma
farmacéutica. En 1930, la VIII edicion de la farmacopea espafiola incluye por
primera vez un capitulo monografico sobre comprimidos, presentando una lista

de 10 principios activos incorporados a esta forma de dosificacion.
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2.4.1 Definicion.

Un comprimido o tableta es una forma farmacéutica sélida de dosificacion
unitaria que contiene principios activos, con o sin excipientes cuyo método de

fabricacion es por compresion (Magafia, B.; 2001).

2.5 VIAS DE FABRICACION DE COMPRIMIDOS.

La importancia del proceso tecnolégico en la elaboracion de comprimidos, hace

que estos puedan clasificarse segiin el método de obtencion en:

1.- Comprimidos obtenidos por compresion directa del farmaco o de una mezcla

de farmaco con excipientes.

a. Compresion directa.

2.- Comprimidos obtenidos por compresién de un granulado.
a. Granulacion seca.

b. Granulacién humeda.
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2.5.1 Caracteristicas de las formulaciones para la compresion de acuerdo a

la via de fabricacion.

PROPIEDAD. GRANULACION ViA GRANULACION ViA COMPRESION DIRECTA.
HUMEDA. SECA.

COMPRESIBILIDAD. | Tabletas mas duras | Las presiones | Problema potencial para
para sustancias | requeridas para la | farmacos en alta dosis.
pobremente cohesion pueden
compresibles. producir durezas altas

FLUIDEZ. Excelente en la | Bueno en la mayoria | Muchas formulaciones
mayoria de los casos. de los casos, aunque | requieren de un deslizante.
se genera gran | No  micronizar  fdrmacos
cantidad de finos. cuando van en altas dosis.

TAMANO DE Mas grandes con | Pequefias con Mas pequefias con intervalos

PARTICULA. intervalos mayores. intervalos estrechos. estrechos.

UNIFORMIDAD DE | Inducida por amasado | Puede ocurrir | Puede ocurrir segregaciéon en

CONTENIDO. y secado. segregacion en el | el transporte entre la tolva y el

transporte entre la | alimentador.
tolva y el alimentador.

MEZCLADO. Alto o bajo corte. Alto o bajo corte. Bajo corte con mezcla

ordenada.

LUBRICANTE. Menos sensible a la Mezclado minimo con
suavizacion por el estearato de magnesio.
lubricante y al
sobremezclado.

DESINTEGRACION. | Problemas frecuentes | La compactacién de | Generalmente bueno.

con los granulos.

sé6lidos puede generar
problemas.

DISOLUCION. 1.- FArmaco 1.- No humectacién, | 3.- No humectacién puede ser
humectado durante el | puede ser necesario | necesario un agente
proceso. un agente tensoactivo. | tensoactivo.

2.- La disoluciéon del | 2.- Las presiones | 4.- La disolucion puede ser
farmaco desde los | excesivas requeridas | menor si se usan cristales de
granulos puede ser un | para la precompresién | fairmaco muy grandes.
problema. prolongan el tiempo | 5.- Generalmente mas rapida
3.- Generalmente es | de disolucién. que en la granulacién humeda.
menor que la
compresion directa.

COSTOS. Aumenta en equipo, | Requiere de equipo de | Aumenta en materias primas y

trabajo, tiempo,
validacién del proceso
y limpieza, y energia.

precompresion.

su control de calidad.

FLEXIBILIDAD DE
FORMULACION.

La granulacién cubre
las imperfecciones de
las materias primas.

La precompresion
mejora las
propiedades
reologicas.

Las propiedades de las
materias primas deben ser
cuidadosamente definidas.

ESTABILIDAD DEL
FARMACO.

1.- Problemas con
farmacos hidrolabiles o
tremolabiles.

2.- La velocidad de
disolucién puede
disminuir con el
tiempo.

1.- Problemas con
farmacos presentes en
alta cantidad.

2.- No se requiere calor o
humedad.

3.- La velocidad de disolucién
raramente cambia.

4.- problemas con farmacos
que presentan amorfisidad.

Tabla 2.- Propiedades de las formulaciones de acuerdo a

la via de fabricacién utilizada (Magafia, B.; 2001).
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En la actualidad la industria farmacéutica estd enfocada en la obtencion de
tabletas a través de procesos que generen menor costo y tiempo de fabricacion;
siendo el proceso de compresidn directa el que puede otorgar estos beneficios

(Hernandez, M. E; 2002).

2.6 COMPRESION DIRECTA.

Hasta finales de los 50°s la gran mayoria de las tabletas producidas en el mundo
eran fabricadas mediante un proceso que requeria la granulaciéon de los
ingredientes en polvo antes del tableteado. El propésito principal de la etapa de
granulacién es producir una mezcla de activos y excipientes con un flujo libre

que sea compresible (Alvarez, G; 2003).

La compresion directa surge como una necesidad de reducir las etapas
requeridas para elaborar un medicamento en tabletas. Para ello hubo que
desarrollar tecnologia (maquinas tableteadotas, mezcladores diferentes a los
existentes hasta entonces), asi como excipientes con caracteristicas especiales

que facilitaran la compresion directa del farmaco (Alvarez, G; 2003).

A pesar de las aparentes grandes ventajas que trae este proceso en la
manufactura de tabletas, aun no se ha adoptado como la técnica universal de

fabricacion de formas farmacéuticas soélidas.

La compresiéon directa inicialmente fue definida para polvos o cristales que se
comprimian directamente sin la adiciéon de ningun otro aditivo; sin embargo
pocas sustancias quimicas poseen las propiedades de flujo, lubricacién y
cohesion bajo presion para hacer posibles dichos compactos. Ademas, la dosis
efectiva de la mayoria de los activos es tan pequefias que este tipo de compresion

no es practica (Alvarez, G; 2003).

Actualmente, el término es usado para definir el proceso por el cual las tabletas
son manufacturadas a partir de la compresion directa de mezclas de polvos, las
cuales contienen al principio activo y excipientes adecuados (diluentes,
aglutinantes, lubricantes, desintegrantes, etc). (Hernandez, M. E; 2002). Esta

mezcla debe fluir libremente hacia la matriz donde va a ser comprimida, debe

pQFB. Tania Vasquez Resendiz. - pQFB. Cindy Vasquez Resendiz. 20



tener suficientes propiedades cohesivas para formar tabletas fuertes y
resistentes, propiedades lubricantes para prevenir que se pegue a los punzones y
matrices, uniformidad de la dosis de principio activo en cada tableta, entrega
satisfactoria del principio activo después de la administracion y capacidad de ser

procesada a altas velocidades de produccidn.

La adopcién de este proceso se hizo posible por la disponibilidad comercial de
excipientes que poseian tanto fluidez como compresibilidad el primero fue la
lactosa spray-dried, que inicié la “revolucion de la compresién directa”
posteriormente fueron introducidos otros excipientes como la celulosa
microcristalina, el primer diluente-aglutinante en seco, Avicel ®; Starch 1500®,
un almidén parcialmente gelatinizado que posee un alto grado de fluidez y
compresibilidad, manteniendo sus propiedades desintegrantes; Emcompress®,
un fosfato dicalcico compresible de libre flujo; azucares compresibles como
Nutzb®, Di-pac®, Emdex®, entre otros. Cada vez se van mejorando los
excipientes proporcionando mayor variedad de los mismos. Al mismo tiempo, se
ha tenido mayores avances en las tableteadoras, tales como el alimentador
positivo y las etapas de precompresion que facilitan al tableteo por compresion

directa.

A pesar de que puede ser un proceso aparentemente sencillo la compresién
directa no debe ser concebida como una simple modificaciéon del proceso de
granulacidn, ya que requiere un analisis minuciosos sobre diversos aspectos
importantes: la seleccion de los excipientes, las propiedades de flujo de las
mezclas de polvos, y los efectos de la formulacion que influyen sobre la

compresibilidad.

Es importante conocer entonces como se lleva a cabo el proceso de compresion
para comprender que otras caracteristicas del activo y los excipientes pueden

afectar la compresion.
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2.6.1 Etapas del proceso de compresion.

» Llenado. En esta etapa las particulas son introducidas en la cavidad de la

matriz desde la tolva sin cubrir atin los espacios entre las particulas.

Figura 6.- Llenado de matriz de la prensa hidraulica marca Carver (Unidad de Investigacion

Multidisciplinaria, Laboratorio De Ensayos de Desarrollo Farmacéutico - Facultad

de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM).

> Rearreglo. En esta etapa inicial de la compresion de las particulas se
mueven dentro de la cavidad de la matriz para ocupar los espacios se
mueven dentro de la cavidad de la matriz para ocupar los espacios vacios
que existen entre las particulas (Amador, E; 1995).

» Deformacion elastica. Es una deformacidn reversible del compacto, en el
cual después de remover la fuerza, la masa de polvos se revierte a su
forma original, es decir, que se recuperan espontaneamente. Al final de

estas etapas comienza una deformacion irreversible (Amador, E; 1995).
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» Compactacion (formacion de enlaces). Después de exceder el limite
elastico del material, la deformacidn que se presenta puede ser plastica o
irreversible (fragmentacion o fractura fragil). Cualquiera de los 2
mecanismos puede ocurrir y es dependiente de las caracteristicas del
material, de la velocidad y presién de la compactaciéon asi como del
tamafio de particula. La deformacidén plastica ayudara al enlazamiento ya
que incrementa el d4rea de contacto entre las particulas, y Ila
fragmentacion produce nuevas superficies las cuales favorecen la union

fuerte (Amador, E; 1995).

'GJV'"
o MUEST)

Figura 7.- Prensa hidraulica marca Carver, utilizada para comprimir (Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria, Laboratorio De Ensayos de Desarrollo

Farmacéutico - Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM).
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> Reposo o relajacion (eyeccion). Una vez que la fuerza de compresion
cesa (durante el retiro del punzén y eyeccidn de la tableta de la cavidad de
la matriz) el compacto experimenta relajacidn, si estas fuerzas elasticas
exceden la fuerza de tension de la tableta, entonces la integridad de la

tableta no se mantendra (Amador, E; 1995).

Una vez que conocemos como se lleva a cabo el proceso de compresion, el
entendimiento del comportamiento de las particulas bajo este proceso es
entonces la clave para comprender la formacién y las propiedades de las

tabletas, los 3 principales procesos de deformacién son:

» Deformacion elastica. Es una deformacion reversible del compacto, en el
cual después de remover la fuerza, la masa de polvos se revierte a su
forma original, es decir, que se recuperan espontaneamente. La mayoria
de los materiales se someten a una deformacién elastica.

> Deformacion plastica. Después de exceder el limite eldstico del material,
la deformacién se convierte en plastica, esto es, que las particulas se
someten a un flujo viscoso. La deformacién plastica, es un proceso
dependiente del tiempo.

> Fragmentacion. Al exceder el limite elastico del material, las particulas
sufren fractura. Bajo estas condiciones, las particulas son cortadas y

fracturadas a particulas mas pequeiias.
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2.7 LIBERACION MODIFICADA.

En los afios recientes la salud animal se ha convertido en un area de gran interés
para el Farmacéutico por razones econdémicas, de investigaciéon y de zoonosis

(Banker; 2002).

En Estados Unidos desde los afios 60°s, en las universidades de Farmacia se
comenzaron a ofrecer cursos de Farmacia Agricola, Terapéutica Veterinaria e
Investigacion de Productos Veterinarios y a la fecha en varios colegios de
Estados Unidos cuyas ventas representan casi un tercio del total de las ventas en
la industria de la Salud animal, estan localizados en campos agricolas concedidos

a éstas universidades en sus estados respectivos (Banker; 2002).

Actualmente la tecnologia de liberacién modificada de farmacos juega un
importante papel en el desarrollo de la industria farmacéutica en salud animal y
existen numerosos ejemplos de innovadores sistemas de liberacién modificada

de farmacos (Ahmed y Kasraian; 2002).

Algunos de los medicamentos veterinarios son de liberacién controlada e
incluyen pesticidas, vacunas, hormonas del crecimientos y reproduccion,

parasiticidas, antibidticos y suplementos nutricionales (Mathiowitz; 1999).

En este trabajo se pretende mostrar la importancia del area de la salud animal,
como un area de gran interés no solo por las razones antes mencionadas sino
como un campo de trabajo en el que el Farmacéutico puede incursionar, pues por
razones de anatomia y fisiologia se pueden desarrollar novedosos y unicos

sistemas de liberacion de fArmacos.

pQFB. Tania Vasquez Resendiz. - pQFB. Cindy Vasquez Resendiz. 25



2.7.1 Definicion.

De acuerdo con la Real Farmacopea Espafiola, las formas farmacéuticas de
liberacion modificada son aquellas en las que la velocidad y el lugar de liberacién
de la sustancia o sustancias activas es diferente al de la forma farmacéutica de
liberacién convencional, administrada por la misma via (Real Farmacopea

Espafiola 2005).

2.7.2 Clasificacion.

Existen numerosas clasificaciones basadas en la forma de liberar el fArmaco o
bien en los mecanismos que gobiernan dicha liberacién. La siguiente
clasificacionpretende ser lo mas sencilla posible, de acuerdo con lo que aparece

en la mayoria de los tratados de tecnologia farmacéutica (Lastres;2002).

» Sistemas de Liberacion acelerada: Formas orales liofilizadas.

> Sistemas de liberacion diferida: Sistemas de cubierta entérica,
gastrorresistentes y de liberacién pulsatil o secuencial.

» Sistemas de liberacion prolongada: comprimidos y parches matriciales.

> Sistemas flotantes o bioadhesivos.
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3. OBJETIVOS.

Objetivo General.

Analizar la actividad In Vitro e In vivo de propdéleos provenientes de los estados

de Toluca e Hidalgo en una cepa de Saprolegnia spp.

Objetivos particulares.

Determinar el efecto que ocasiona el propoéleo sobre cepas de Saprolegnia spp,

mediante la observacion de la morfologia macroscopica y microscopica.

Determinar cualitativamente la inhibiciéon causada por los propéleos de Toluca e
Hidalgo sobre Saprolegnia spp mediante prueba de inhibicién del crecimiento

radial.

Obtener la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) del ambos propdleos sobre

Saprolegnia spp por el método de dilucién en placa de 24 pozos.

Desarrollar un comprimido de liberacién modificada que tenga como principio

activo propoleo para peceras y analizar su eficacia sobre Saprolegnia spp.

Sugerir un tratamiento preventivo de saprolegnosis en peceras.
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4.- HIPOTESIS.

Si el extracto de propdleo de los estados de Hidalgo y Toluca tienen actividad
inhibitoria del crecimiento de microorganismos, por lo tanto debera inhibir el
crecimiento de Saprolegnia spp y al ser el propdleo el principio activo del bolo
desarrollado, éste debera evitar la infeccion y por lo tanto la muerte de los peces

(Chirostoma) tratados con el mencionado bolo.

pQFB. Tania Vasquez Resendiz. - pQFB. Cindy Vasquez Resendiz. 28



5.- JUSTIFICACION.

El presente trabajo estd pensado en disminuir la infeccién ocasionada por
Saprolegnia spp en peces como el Salmén (Salmo Salar) y la trucha(Oncorhynchus
mykiss)pues la saprolegnosis ocasiona pérdidas millonarias en la acuicultura, sin
embargo la principal razon es evitar la infeccion en el Ajolote mexicano
(Ambystoma mexicanum), pues esta especie que actualmente se encuentra en

peligro de extincion es sumamente susceptible a la infeccion por Saprolegnia spp,
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6. DISENO EXPERIMENTAL. (PRIMERA PARTE)

Cepade
Saprolegnia spp.

Propéleos de

Toluca e Hidalgo.

Prueba de Inhibicion
de crecimiento
radial.

Dilucién en placas de
24 pozos.

Preparacion de discos

Determinacion de

Incubacién de
Saprolegnia spp en
placas de agar PDA
cony sin el extracto

impregnados con 2,4y laC tracié blando de propéleo.
8mg/ml del extracto a Loncentracion
blando de propéleo Minima Inhibitoria
con propolleo de (CMI).
Toluca e Hidalgo.
Observacion
microscépica.
Colocacién de los »
discos impregnados en Comlfjalr,acllon
placas de agar PDA, morlologica.
posteriormente la
inoculacion del hongo.
Resultados y Analisis
de resultados.
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(SEGUNDA PARTE)

Propéleos (Toluca
e Hidalgo).

Partir del Extracto
Blando de Propéleo
de Toluca.

Partir del Extracto
Blando de Propéleo
de Hidalgo.

Desarrollo de los
bolos de liberacion
modificada.

Desarrollo de los
bolos de liberacion
modificada.

Prueba de toxicidad de
los bolos con propdéleo
de Toluca.

Prueba de toxicidad de
los bolos con propdleo
de Hidalgo.

Prueba de efectividad
de los bolos con
prondleo de Toluca.

Prueba de efectividad
de los bolos con
propoleo de Hidalgo.

Resultados.

Resultados.

Comparacion de

Resultados.
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7. MATERIALES Y METODOS.

PRUEBAS in vitro.

7.1 PRUEBA DE INHIBICION DE CRECIMIENTO RADIAL (Método modificado
de Wang y Bunny 2002).

Se sembro la cepa de Saprolegnia spp en medio de cultivos de Agar Dextrosa-
Papa (ADP, DIBICO), llevando a una temperatura de incubacién de 25°C durante
7 dias hasta que se observd el desarrollo colonial de este dermatofito.
Posteriormente se coloc6 en el centro de una caja Petri (100x15), que contiene
20 ml de ADP, un inéculo de 5 mm de didmetro de Saprolegnia spp, una vez
realizado se procedié a colocar alrededor del in6culo discos impregnados con el
extracto de propdleo a diferentes concentraciones (2, 4 y 8mg/ml), y discos de
Ketoconazol (BIORAD), como controles, a una distancia de 30 mm del limite
micelial, Las placas se llevaron a incubaciéon a 25°C hasta que la superficie del

agar estuvo cubierta por el micelio.

7.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (CMI)
POR EL METODO DE DILUCION EN PLACA DE 24 POZOS (Modificado de Ye et
al, 1999).

En primera instancia se procedié a la preparacion de una solucién patréon de
extracto de propdleo al 3%, a la cual se le realizaron 7 diluciones
respectivamente: 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.50, 0.25mg/ml. Para su realizacion se
emplearon placas de 24 pozos, adicionando a cada pozo 1 ml de medio con cada
de una de las concentraciones del extracto descritas, por triplicado. Una vez listo
se coloc6 en el centro de cada pozo un fragmento del cultivo de Saprolegnia spp
de 1mm de diametro, empleando como control negativo el medio sin extracto.
Posteriormente la placa fue llevada a una temperatura de incubacién de 25°C
hasta observar que el control presentara desarrollo y a su vez, se midi6 el area

del crecimiento micelial para asi determinar la concentracién minima inhibitoria.
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7.3. COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE
Saprolegnia spp.

Para la realizaciéon de esta prueba se dividieron 30 peces (Chirostoma) en 3
lotes, el lote blanco se infecté con Saprolegnia spp; el lote Toluca, se infect6 con
Saprolegnia spp y estuvo en contacto con el bolo a base de propdleo de Toluca; el
lote hidalgo, se infecté con Saprolegnia spp y estuvo en contacto con el bolo a
base de propdleo de Hidalgo, se mantuvieron en las mismas condiciones de
temperatura y alimentaciéon posteriormente se tom6 un pez muerto de cada
pecera (los peces seleccionados murieron el mismo dia), se colocaron en cajas de
Petri con Agar Dextrosa y Papa, a una temperatura de 25°C, con la finalidad de
que creciera la cepa de Saprolegnia spp, una vez que se tuvieron las 3 cepas, se
tomaron muestras de cada una, a las cuales se les realizé una tincion de azul de
algodéon y se realizaron las observaciones tanto macroscépicas como

microscépicas de los 3 lotes.

7.4. ELABORACION DEL COMPRIMIDO DE LIBERACION MODIFICADA.

Para el desarrollo del bolo se tuvieron en consideracion muchos factores,
primeramente se trataba de un bolo que debia alcanzar una concentraciéon de
propoleo en el agua que inhibiera el crecimiento de Saprolegnia spp,sin que fuese
toxico para los peces, y que la liberacion del principio activo fuera lenta, para
evitar la irritacion en las branquias de Chirostoma y su muerte; también fue
necesario contemplar que el bolo no podia ser de rapida disolucién pues los
restos de excipientes que no fuesen solubles en agua podrian ocasionar turbidez

en el agua y dafio a los peces.

Debido a que se pretendia evitar la proliferacién del hongo en el agua el bolo
debia estar en las peceras como tratamiento diario y que la concentracion de

propoleo siguiera en el agua aun después de los cambios rutinarios de la misma.

Para conseguir las caracteristicas anteriores, se probaron diferentes tipos de
materiales que fuesen hidrofébicos con la finalidad de prolongar el tiempo de

liberacién del propodleo, los cuales no mostraron resultados favorecedores pues
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con la mayoria habia un problema de adhesion de los materiales cerosos a los

punzones de la tableteadora.

Posteriormente nos enfrentamos a otro problema, se pensé en realizar una
granulacién himeda con la finalidad de incorporar de manera homogénea el
propoleo al resto de los excipientes, idea que no pudo llevarse a cabo debido a
que el propdleo es un materia termosensible y a la temperatura convencional de

secado se descomponia, perdiendo asi su eficacia.

Finalmente después de muchos intentos se obtuvo la mezcla de excipientes que
cumplia con las caracteristicas que requeria el bolo, con lo cual se prosigui6 a

probarla en los peces.

EXCIPIENTES UTILIZADOS EN LA FORMULACION DEL BOLO.
EXCIPIENTE. % EN LA FORMULACION.
PRINCIPIO ACTIVO (PROPOLEO) 10
ADSORBENTE 10
DESINTEGRANTE 34.9
LUBRICANTE 45
COLORANTE 0.1

Tabla 3.- Excipientes utilizados en la formulacién del bolo.

- Se pesan los excipientes en una balanza analitica.

- Se mezclan el adsorbente y el propoéleo con la finalidad de que el propoéleo
sea de facil compresion Mezcla 1 (M1).

- Se mezcla M1 con el resto de los excipientes por 10min.

- Se pesan 2g de esta mezcla, se colocan en la matriz y se comprimen a
3toneladas por 3 segundos.

- Se obtiene el bolo.

- Se colocan de manera individual en una bolsa hecho de tul para su

utilizacién en peceras.
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Figura 8.- Comprimidos de liberacién modificada hechos a base de Propéleo. (Unidad de

Investigacion Multidisciplinaria, Laboratorio de Ensayos de Desarrollo

Farmacéutico - Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM).
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7.5. PRUEBAS In Vivo.
7.5.1 PRUEBA DE TOXICIDAD DE LOS BOLOS.

Se prepararon 3 lotes de bolo, el primero (lote placebo), fue un comprimido, el
cual contenia todos los excipientes del bolo exceptuando al propdleo, el segundo
(lote Toluca), contuvo como principio activo el extracto de prop6leo de Toluca, el
tercero (lote Hidalgo), tenia como principio activo el extracto de propoéleo de

Hidalgo.

Se dividieron 4 lotes (peceras), los peces a utilizar seran Chirostoma (30 peces

por lote),con la siguiente distribucién:

» Lote 1 blanco, este grupo consisti6 en colocar peces en las mismas
condiciones ambientales y de alimento que al resto de los lotes.

» Lote 2 placebo, este grupo consistié en poner en contacto a los peces con
comprimidos que contengan los excipientes del bolo exceptuando al
propdleo.

» Lote 3 Hidalgo, este grupo consistié en poner en contacto a los peces con
comprimidos que contengan como principio activo el extracto de
propoleo de Hidalgo.

» Lote 4 Toluca, este grupo consistié en poner en contacto a los peces con
comprimidos que contengan como principio activo el extracto de

propdleo de Toluca.

A los peces (Chirostoma), se les aliment6 diario con comida comercial y se les
cambié la mitad del total del agua de las peceras 2 veces por semana, con la
finalidad de ver la reacciéon que tienen los peces frente al bolo, se cuantifico el

indice de mortalidad de los mismos.

Esta prueba se realiz6 por duplicado.
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LOTE TOLUCA.

Comprimido.

Figura 9.- Pecera con el comprimido de Propéleo de Toluca (Unidad de

Investigacion Multidisciplinaria, Laboratorio de Ensayos de Desarrollo

Farmacéutico - Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM).

DISTRIBUCION DE LOS LOTES.

30 peces. 30 peces. 30 peces. 30 peces.
CONTROL. - - -
PLACEBO. Bolo Placebo. Bolo Placebo. Bolo Placebo. Bolo Placebo.
TOLUCA. Bolo con Propéleo | Bolo con Propdleo de | Bolo con Propéleo de | Bolo con Propdleo de
de Toluca. Toluca. Toluca. Toluca.
HIDALGO. Bolo con Propéleo | Bolo con Propéleo de | Bolo con Propéleo de | Bolo con Propéleo de
de Hidalgo. Hidalgo. Hidalgo. Hidalgo.
Tabla 4.- Distribucion de los lotes para la prueba de toxicidad.
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7.5.2 PRUEBA DE EFECTIVIDAD DE LOS BOLOS .

Se prepararon 3 lotes de bolos, el primero fue un placebo, el cual contuvo todos

los excipientes del bolo exceptuando al propdleo, el segundo (lote Toluca),

contenia como principio activo el extracto de propoleo de Toluca, el tercero (lote

Hidalgo), contuvo como principio activo el extracto de propéleo de Hidalgo.

Los peces se dividieron en 5 lotes (peceras), con la siguiente distribucion:

>

Lote 1 blanco, este grupo consiste en colocar peces en las mismas
condiciones ambientales y de alimento que al resto de los lotes.

Lote 2 control, este grupo consiste en poner en contacto a los peces con
una cepa viable de Saprolegnia spp.

Lote 3placebo, este grupo consiste en poner en contacto a los peces con
una cepa viable de Saprolegnia spp asi como con comprimidos que
contengan los excipientes del bolo exceptuando al propdleo.

Lote 4 Hidalgo, este grupo consiste en poner en contacto a los peces con
una cepa viable de Saprolegnia spp asi como con comprimidos que
contengan como principio activo el extracto de propdleo de Hidalgo.

Lote 5 Toluca, este grupo consiste en poner en contacto a los peces con
una cepa viable de Saprolegnia spp asi como con comprimidos que

contengan como principio activo el extracto de propdleo de Toluca.

A los peces (Chirostoma), se les aliment6 diario con comida comercial y se les

cambid la mitad del total del agua de las peceras 2 veces por semana.

Esta prueba se realiz6 por triplicado.

DISTRIBUCION DE LOS LOTES.

30 peces. 30 peces. 30 peces. 30 peces.
Saprolegnia spp. Saprolegnia spp. Saprolegnia spp. Saprolegnia spp.
CONTROL. .
PLACEBO. Bolo Placebo. Bolo Placebo. Bolo Placebo. Bolo Placebo.
TOLUCA. Bolo con Propéleo | Bolo con Propdleo de | Bolo con Propéleo de | Bolo con Propdleo de
de Toluca. Toluca. Toluca. Toluca.
HIDALGO. Bolo con Propéleo | Bolo con Propéleo de | Bolo con Propéleo de | Bolo con Propéleo de
de Hidalgo. Hidalgo. Hidalgo. Hidalgo.
Tabla 5.- Distribucién de los lotes para la prueba de efectividad.
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8. RESULTADOS.
INHIBICION DEL CRECIMIENTO RADIAL.

En las cajas se evidenci6 que el control “Ketoconazol” no caus6 inhibicién en el
crecimiento de la cepa de Saprolegnia spp, asi mismo podemos observar que se
presenté inhibicion del crecimiento de la cepa en las tres concentraciones del

extracto de propoleo que se utilizaron (Figuras 10y 11).

Propdleo de Toluca.

Inhibicién del Crecimiento Radial
Propdleo de Toluca
12-Junio-2013

8mg/ml de
propdleo

Figura 10.- Se muestra la formacién de halos alrededor de los discos impregnados
con el extracto de propdleo, asi como el crecimiento masivo de la cepa

sobre el disco impregnado con Ketoconazol.
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Propodleo de Hidalgo.

Inhibicion del Crecimiento Radial
Propodleo de Hidalgo
12-Junio-2013

2mg/ml de
propdleo

dmg/ml de
propdleo

Control
KETOCONAZOL

8mg/ml de
propdleo

Figura 11.- Esta imagen muestra el crecimiento de Saprolegnia spp en la caja, alrededor de los

discos impregnados con el extracto de propoéleo a diferentes concentraciones.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA.

Los resultados obtenidos en esta prueba se pueden visualizar en las figuras 12 y
13, asi como en las tablas 6 a 9, mostrando una inhibicién con ambos propdleos a

partir de la concentracién de 0.25mg/ml.

Propdleo de Toluca.

Propdleo de Toluca 72hr.

LSO

|

Figura 12.- En esta imagen se muestra el crecimiento de Saprolegnia spp utilizando
diferentes concentraciones del propéleo de Toluca en las primeras 72hrs.
Es posible observar crecimiento de la cepa solo en los pozo Control, donde
no hay Propéleo, a partir de la concentracién 0.25mg/ml hay una inhibicion

de la cepa de Saprolegnia spp, al igual que en el resto de las concentraciones.
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Diametro (cm) de la cepa utilizando propodleo de Toluca.

Concentracion/hrs.

24hrs

48hrs

72hrs

86hrs

Control

2

2

2

2

0.25mg/ml

0.5mg/ml

1.0mg/ml

1.5mg/ml

2.0mg/ml

2.5mg/ml
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S| O O Q] o ©
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3.0mg/ml

0

0

0
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Tabla 6.- Diametro de las colonias de Saprolegnia spp en placa

de 24 pozos usando propoéleo de Toluca.

Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento de la cepa.

Concentracion. | Promedio del diAmetro % de reduccion del
de la cepa. crecimiento de la cepa.
Control 2.0 0
0.25mg/ml 0 100
0.5mg/ml 0 100
1.0mg/ml 0 100
1.5mg/ml 0 100
2.0mg/ml 0 100
2.5mg/ml 0 100
3.0mg/ml 0 100

Tabla 7.- En esta tabla se muestra el Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento

de Saprolegnia spp usando propoleo de Toluca.

pQFB. Tania Vasquez Resendiz. - pQFB. Cindy Vasquez Resendiz.

42



Propodleo de Hidalgo.
Prueba de Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria utilizando

Propdleo de Hidalgo.

Propdleo de Hidalgo 72hr.

Figura 13.-En esta imagen se muestra el crecimiento de Saprolegnia spp utilizando
diferentes concentraciones del propoéleo de Hidalgo en las primeras 72hrs.
Es posible observar crecimiento de la cepa solo en los pozo Control, donde
no hay Propéleo, a partir de la concentracion 0.25mg/ml hay una inhibiciéon

de la cepa de Saprolegnia spp, al igual que en el resto de las concentraciones.
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Diametro (cm) de la cepa utilizando propéleo de Hidalgo.

Concentracion/hrs

24hrs

48hrs

72hrs

86hrs

Control

2

2

2

2

0.25mg/ml

0.5mg/ml

1.0mg/ml

1.5mg/ml

2.0mg/ml

2.5mg/ml

S| O O O Q| ©
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3.0mg/ml

0

0

0
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Tabla 8.- Didmetro de las colonias de Saprolegnia spp en placa

de 24 pozos usando propéleo de Hidalgo.

Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento de la cepa.

Concentracion. Promedio del diametro % de reduccioén del
de la cepa. crecimiento de la cepa.
Control 2.0 0
0.25mg/ml 0 100
0.5mg/ml 0 100
1.0mg/ml 0 100
1.5mg/ml 0 100
2.0mg/ml 0 100
2.5mg/ml 0 100
3.0mg/ml 0 100

Tabla 9.- Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento de

Saprolegnia spp usando propoleo de Hidalgo.

pQFB. Tania Vasquez Resendiz. - pQFB. Cindy Vasquez Resendiz.




COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Saprolegnia
Spp.

Los resultados se pueden apreciar en las

27. Analisis Macroscopico.

CONTROL TOLUCA HIDALGO
2-Mayo-2013 2-Mayo-2013 2-Mayo-2013

Figura 14.- Diferencias macroscopicas del crecimiento de Saprolegnia spp, en peces que tuvieron
contacto con bolos de Toluca e Hidalgo y el que solo tuvo contacto con el hongo
(Unidad de Investigacién Multidisciplinaria, Laboratorio de Micologia - Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM). Se observé un crecimiento mas abundante
y blanquecino en el control, con respecto a los otros 2 lotes, que presentaron un

crecimiento, escaso y lento.
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PEZ CON
SAPROLEGNOSIS

Figura 15.- Pez (Chirostoma) con Saprolegnosis. (Unidad de Investigacion Multidisciplinaria,
Laboratorio de Micologia - Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM).

Se observan las lesiones caracteristicas ocasionadas por Saprolegnia.

pQFB. Tania Vasquez Resendiz. - pQFB. Cindy Vasquez Resendiz. 46



B) Analisis Microscopico

Las alteraciones ocasionadas por el propoleo se observan en las figuras 15 y 16.

Figura 16.- Comparacién de la cepa de
Saprolegnia spp con y sin uso de propéleo.
Tincién de algodén 40X. En la imagen A
(sin propdleo), puede observarse una hifa
delgada, completa y sin alteraciones en la
membrana. La imagen B presenta una cepa
de Saprolegnia spp tratada con el bolo a
base de propoéleo de Hidalgo, en la cual es
posible visualizar una hifa ensanchada, con
bordes no definidos, es evidente el dafio
ocasionado en la membrana celular de la
cepa por el efecto del propdleo.
Finalmente la imagen C (propdleo de
Toluca), muestra una hifa delgada, pero en
la que ya no se distinguen partes de la

membrana celular.
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zo0sporas K

Figura 17.- Comparaciéon del
crecimiento de la cepa de Saprolegnia
spp., con y sin uso de Propoéleo en la
cual se observa una disminucién en el
tamafio del diametro de las hifas.
Tincién azul de algodén vista con el
objetivo 20X. (Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria, Laboratorio de
Micologia - Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan - UNAM). En la
imagen A se observan las
caracteristicas de la cepa, que son
hifas bien definidas.

En la imagen B la cepa de Saprolegnia
se muestra malformada a causa del
propéleo, asi como las zoosporas
esparcidas fuera de las hifas.

Y finalmente en la imagen C se puede
visualizar a la cepa de Saprolegnia
spp., tratada con el propdleo de
Toluca, en donde es posible observar
una disminucién evidente en la

cantidad de las hifas, asi como una
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DIAMETRO DE LAS HIFAS DE Saprolegnia spp.

% %

€

-

DIAMETRO (um)
O - N DO A0 OO N OO W

CONTROL

HIDALGO
LOTES

>

TOLUCA

Grafica 1.- Se muestra la reduccion en el didmetro de las hifas tratadas con propdleo, con

respecto al tamafio de las hifas del lote control. **(P< 0.01824) *** (P<0.0001).

COMPARACION EN EL DIAMETRO DE LAS HIFAS (um)
HIFA | HIFA | HIFA | HIFA | HIFA | PROMEDIO % de
1 2 3 4 5 disminucion
CONTROL 8.8 51 9.2 7.1 8.1 7.66 -
HIDALGO 5.7 4.2 3.6 2.7 3.7 3.98 48.05%
TOLUCA 5.2 4.2 4.6 4.4 3.6 4.4 42.55%

Tabla 10.- En esta tabla se muestran los diAmetros de las hifas de cada una de las muestras en las

cuales se puede ver una disminucién del tamafio en las cepas tratadas con propéleo.
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PRUEBA DE TOXICIDAD.
Esta prueba se realiz6 por duplicado y se observé que el tratamiento de Propoleo

no solo no fue téxico para los peces, ademas prolong6 el tiempo de vida de los

mismos.; los resultados se pueden observar en las tablas 11 y 12, asi como en la

grafica 2.
Muertes registradas en la prueba de Toxicidad.
Fecha Blanco Placebo P. Hidalgo P. Toluca
08-feb-13 2 0 0 0
09-feb-13 2 2 1 1
13-feb-13 2 0 1 1
15-feb-13 3 1 0 1
19-feb-13 2 2 0 0
20-feb-13 2 2 1 0
22-feb-13 2 1 0 0
23-feb-13 2 1 0 1
25-feb-13 3 1 1 0
26-feb-13 5 1 3 0
27-feb-13 3 3 2 0
28-feb-13 2 1 0 0

Tabla 11.- En esta tabla se muestran los resultados obtenidos a los largo de la prueba de
toxicidad, observandose las fechas y el nimero de bajas, misma donde se puede
observar que hay un mayor nimero de bajas en el lotes blanco con respecto a
los tratados con los bolos.

Porcentaje de Mortalidad y Supervivencia en la prueba de Toxicidad.

Lotes. Blanco. Placebo. Hidalgo. Toluca.
# de Muertes. 30 24 9 4
# de peces vivos. 0 6 21 26
% de mortalidad. 100 80 30 13.3
% de supervivencia. 0 20 70 86.7

Tabla 12.- En esta tabla se muestran las diferencias numéricas de % de mortalidad y% de

supervivencia entre los lotes estudiados en la prueba de Toxicidad.
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Prueba de Toxicidad

o e ok

% de supervivencia

Blanco PlaceboP. Hidalge Toluca
LOTES

Grafica 2.- Se muestra el incremento en el tiempo de vida media de los peces comparando los
que no fueron tratados con respecto a los que estuvieron en contacto con los bolos

que contenian propdleo y los placebos de estos bolos. **(P< 0.01824) *** (P<0.0001).
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PRUEBA DE EFECTIVIDAD.

Esta prueba se realizé6 por triplicado y se observé una disminucién en la

mortalidad de los peces que estuvieron en contacto con los bolos.; los resultados

se pueden observar en las tablas 13 y 14, asi como en la grafica 3.

Muertes registradas en la prueba de Efectividad del bolo.

Control
Fecha 1

Control
2

Control
3

Placebo

1

Placebo | Placebo | Toluca
2 3 1

Toluca Toluca Hidalgo | Hidalgo
2 3 1 2
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Tabla 13.- En esta tabla se muestran los resultados obtenidos a los largo de la

prueba de efectividad, observandose las fechas y el nimero de bajas.

Porcentaje de Reduccion de la Mortalidad en la prueba de efectividad del bolo.
Lotes. # de Muertes. % de mortalidad. % de reduccion de la mortalidad.
Control. 98 100
Placebo. 78 79 21
Toluca. 27 27 73
Hidalgo. 46 46.93 53.07

Tabla 14.- En esta tabla se muestran las diferencias numéricas del % de mortalidad y % de

reduccién de la mortalidad entre los lotes estudiados en la prueba de Efectividad.
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Prueba de Efectividad del Bolo con Propdleo

% de Mortalidad

(Porcentaje de Mortalidad)
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&
-

100%

50%

Control Placebo Toluca Hidalgo

Lotes

Grafica 3- Se muestra la disminucién del porcentaje de mortalidad en los peces comparando los
que no fueron tratados con respecto a los que estuvieron en contacto con los bolos

que contenian propdleo y los placebos de estos bolos. **(P< 0.001) *** (P<0.0001).
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9. DISCUSION.

Con base en los resultados obtenidos en las pruebas realizadas, encontramos que
esta cepa de Saprolegnia spp es susceptible a los extractos blandos de propdleo

de Toluca e Hidalgo.

Se optd por utilizar el Agar Dextrosa y Papa (PDA), en las pruebas realizadas,
debido a que fue en este agar en donde Saprolegnia spp mostr6é un mejor y mas
rapido crecimiento, en comparaciéon con otros medios de cultivo para hongos,
algunos de los agares probados son Borelli, Saboreaud Dextrosa Agar (SDA), y

finalmente PDA, como lo menciona Parra et. al. (2008).

Con respecto a la prueba de inhibicién del crecimiento radial (Figura 10), se
observé la formaciéon de halos de inhibicion alrededor de los discos
impregnados con diferentes concentraciones del Extracto Blando de Propdleo de
Toluca, asi mismo es posible observar el crecimiento masivo de la cepa de
Saprolegnia spp sobre el disco impregnado con el control de Ketoconazol. El
Ketoconazol produce un ataque a nivel metabolicos en la via de biosintesis del
ergosterol, un esterol presente en la membrana plasmatica de todos los hongos
(incluyendo Saprolegnia spp), al faltar el ergosterol la membrana plasmatica del
hongo se ve desestabilizada (Jiménez 2007), lo que inhibe el crecimiento del
hongo; sin embargo en esta placa se observa que la cepa fue resistente al control
de Ketoconazol. Por otra parte en la placa en la cual se usé el propodleo de
Hidalgo (Figura 11) podemos observar la presencia de un halo de mayor tamafio
alrededor del disco impregnado con el control Ketoconazol a comparacidn de los
halos observados alrededor de los discos impregnados con las diferentes
concentraciones del extracto de propdleo. Esta prueba demuestra que si hay una
inhibicion en el crecimiento de Saprolegnia spp en las 3 concentraciones
utilizadas del extracto de propdleo, sin embargo el resultado es mas evidente con

el propdleo de Toluca comparado con el de Hidalgo.

En cuanto a la determinacidn de la concentraciéon minima inhibitoria, en la figura
12 podemos observar que en la placa de 24 pozos solamente hubo crecimiento
de la cepa en los pozos control, lo cual demuestra que en el caso del extracto de

propoleo de Toluca hay una inhibicion del crecimiento de Saprolegnia spp desde
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una concentracion de 0.25mg/ml, lo que representa una reduccion del
crecimiento de la cepa en un 100% a partir de dicha concentracién (ver Tabla 7),
esta prueba se monitoreo las primeras 86 horas debido que a las horas
posteriores ya no hubo cambio alguno. Sin embargo el extracto del propdleo de
Hidalgo tuvo un comportamiento muy similar (ver figura 13), debido a que
solamente hubo crecimiento de la cepa en los pozos control mostrando un
crecimiento abundante del hongo en las primeras 48 horas a partir de las cuales
ya no hubo un cambio significativo en las caracteristicas de la cepa, motivo por el
cual la prueba solo se monitoreo las primeras 86 horas; en este caso como en el
anterior también se realizé la cuantificacion de los didmetros y la reduccién del
crecimiento de la cepa, resultados que se muestran en las tablas 8 y 9, también se
demuestra que la concentraciéon minima inhibitoria de Saprolegnia spp utilizando
un extracto de propoleo de Hidalgo es de 0.25mg/ml. Sin embargo encontramos
que en un trabajo anterior (Evidencia microscopica del dafio causado por el
propoéleo sobre Saprolegnia spp. Cruz L et. al 2011), la concentracién minima
inhibitoria que se encontr6 con un propoéleo mexicano sobre la cepa de
Saprolegnia spp fue de 1mg/ml, con lo cual no coincidimos, lo que se puede
argumentar en este caso es que dependiendo del lugar de donde se haga la
cosecha del propodleo varian la cantidad y calidad de los componentes, asi mismo
influye el tiempo que lleve almacenado dicho propoleo, lo que se recomienda en
este caso es comparar los resultados y en caso necesario determinar un rango en

las concentraciones minimas inhibitorias.

Por otra parte, se realiz6 una comparacion de las caracteristicas morfolégicas de
Saprolegnia spp y los resultados macroscoépicos fueron evidentes, en la figura 14
se observan 3 placas de Agar Dextrosa y Papa en las cuales se colocaron peces
muertos el mismo dia de los cuales 2 estuvieron en contacto con la cepa de
Saprolegnia spp; 1a primera placa corresponde a control, es decir un pez que se
mantuvo en las mismas condiciones de temperatura y alimento con respecto a
los otros lotes (se colocd la misma cantidad de Saprolegnia spp en todas las
peceras), sin embargo esta cepa se muestra mas abundante en comparacion a las
2 siguientes, debido a que el hongo se proliferd por toda la caja, en el caso de la

placa etiquetada como Toluca 2, la cepa crecié de manera menos abundante, su
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aspecto no es tan esponjoso comparado con la cepa de la caja anterior, en cuanto
a la tercera caja igual podemos apreciar un pobre crecimiento de Saprolegnia spp
que no se ve esponjoso ni tan abundante en comparacién de la primer caja.
Gutiérrez (2011), nos dice que el acido cinamico y algunos flavonoides que se
encuentran presentes en el propoleo ocasionan una desorganizacién del material
citoplasmatico, sin embargo atin hacen falta mas estudios para lograr dar una
explicacibn mas exacta de la causa y el mecanismo que originan dichas

alteraciones en la cepa de Saprolegnia spp.

En lo que se refiere al analisis microscépico, se compararon cepas cultivadas a
partir de peces que estuvieron en contacto con los bolos del propdleo de Hidalgo
(ver figura 16), en la figura A se muestra una hifa cenocitica “sin septos”, bien
definida, en la figura B se aprecia una hifa que presenta deformacién de la
membrana, ensanchada y con muy pocas zoosporas dentro, tomando en cuenta
que la figura A es el control, B, es la imagen de la cepa tratada con los bolos de
propoleo, se demuestra que el propdleo de Hidalgo tiene un efecto importante
sobre la membrana celular de la cepa de Saprolegnia spp puesto que la
desnaturaliza haciendo que el contenido celular sea esparcido alrededor de las

hifas.

En cuanto al propdleo de Toluca, en la figura C se muestra una hifa sin definiciéon
membranal, con escasas zoosporas dentro, cabe mencionar que en este caso los
efectos producidos por el propoéleo de Toluca sobre la cepa de Saprolegnia spp
son mas evidentes, debido a que en este caso si fue posible observar zonas en las
que la hifa estaba totalmente rota, asi como pequefios puntos azules que se

asume eran parte del contenido celular de la hifa que se esparcieron en el medio.

Se pudo observar y analizar la disminucién en los diametros de las hifas de los
diferentes lotes tratados con y sin propéleo (ver figura 17), en el caso del lote
control (Imagen A) se pueden ver hifas uniformes, firmes y abundantes, muy
contrario a lo que se puede observar en la imagen B en la que se muestra una
cepa tratada con propoleo de Hidalgo, en la cual se aprecian hifas menos
abundantes, cabe mencionar que aparecen las zooporas fuera de las hifas, lo que

evidencia una ruptura de la membrana celular, asi mismo en la imagen C las cepa
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que fue tratada con el propoleo de Toluca muestra pocas hifas, delgadas y con

pocas zoosporas dentro de la membrana celular.

Al analizar los didmetros de 5 hifas diferentes de cada lote pudimos observar una
disminucién significativa en el tamafio (ver grafica 1), pues como lo muestra la
tabla 10, hay una disminucién de tamafio en el diametro de las hifas del lote de
Hidalgo del 48.05% con respecto al tamafio de las hifas del lote control y una
disminucidn del 42.55% del tamafio de las hifas del lote Toluca, con respecto al
lote control, lo cual denota el dafio celular ocasionado por el propdleo en la cepa

de Saprolegnia spp.

En relacién a la prueba de Toxicidad de los bolos, en la tabla 11 se observa el
numero de muertes obtenidas en el tiempo que duré la misma, demostrando un
nimero mayor de muertes en el lote control, la tabla 12 muestra que el
porcentaje de supervivencia de los peces se aumentd en los lotes que fueron
tratados con dichos bolos, asi mismo se observé que hubo un porcentaje de
mortalidad menor en el lotes de Toluca en comparaciéon al lotes de Hidalgo
(13.3% y 30% respectivamente), lo que comprueba 2 cosas considerando que la
prueba se realiz6 por duplicado, la primera, que el efecto benéfico para los peces
del propéleo de Toluca es superior al de Hidalgo y la segunda, que los bolos
pueden ser utilizados como preventivo, ya que en esta prueba no se usé la cepa
de Saprolegnia spp. La grafica 2 muestra el porcentaje de supervivencia de los
lotes, donde facilmente se identifica el considerable incremento de la misma en
los lotes tratados con los bolos, mostrando que no hay significancia
estadisticamente hablando del lote blanco al lote placebo, lo que quiere decir que
no presento gran diferencia pues el numero de peces que sobrevivio en el lote
placebo (6 de un total de 30), pudo ser por efecto del azul de metileno
(componente de la formulacion de los bolos), sin embargo los lotes en los que
estuvo presente el propodleo el porcentaje de supervivencia fue muchisimo

mayor.

Finalmente en la tabla 13 se muestran las muertes presentadas en la prueba de
Efectividad de los bolos, siendo evidentes que en los lotes control (es decir en los

que los peces solo estuvieron en contacto con la cepa de Saprolegnia spp), el

pQFB. Tania Vasquez Resendiz. - pQFB. Cindy Vasquez Resendiz. 57



numero de muertes fue mayor y mas constante, lo cual se comprueba en la tabla
14, donde podemos visualizar que el porcentaje de mortalidad se redujo en un
21% con respecto del lote placebo, nuevamente se le atribuye esta disminucion
al efecto del azul de metileno; en un 53.07% con respecto al lote tratado con el
propdleo de Hidalgo y por dltimo en un 73% con respecto del lote tratado con el
prop6leo de Toluca, teniendo nuevamente éste propdleo el resultado mas
satisfactorio, como lo muestra la grafica 3 en donde se visualiza que no existe
significancia estadistica entre los lotes Control y Placebo, pero que si hay
significancia (P<0.001), al comparar el lote de Hidalgo con el control; y una ain
mas evidente (P<0.0001), comparando al lote Toluca con el control, lo que
demuestra que los bolos a base de propdleo, no solo no son téxicos para los
peces en condiciones normales, sino que prologan el tiempo de vida de los
mismos, ademas son efectivos al momento de evitar la infeccién que produce

Saprolegnia spp al estar en contacto y en altas concentraciones con los peces.

Por todo lo anterior se dice que el propdleo es efectivo para inhibir el
crecimiento e impedir la infeccidn que produce Saprolegnia spp, asi como que
existe diferencia entre el grado de efectividad de propdleo a propodleo,
evidenciando en este caso que el extracto de propoleo procedente de Toluca es

mas efectivo que el procedente de Hidalgo.
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10. CONCLUSIONES.

>

Se analiz6 la actividad In vitro e In vivo de propéleos provenientes de los
estados de Toluca e Hidalgo sobre una cepa de Saprolegnia spp
comprobando que la ésta present6 sensibilidad a ambos propodleos, sin
embargo se demostré que el efecto mas notorio en todas las pruebas lo
tuvo el Extracto de Propéleo de Toluca.

El efecto que tiene el propoéleo sobre Saprolegnia sppfue la ruptura de la
membrana celular que ocasionan los propoéleos de Toluca e Hidalgo, sobre
la hifa de Saprolegnia spp.

Se determin cualitativamente la inhibicién causada por ambos propoéleos
en la cepa de Saprolegnia spp con la prueba de Inhibicion del Crecimiento
Radial, en la cual no solo se observé que si existe dicha inhibicién en las
concentraciones a las que se trabajo (2mg/ml, 4mg/ml y 8mg/ml), sino
que el ketoconazol no inhibié el crecimiento de esta cepa.

Los propodleos de Toluca e Hidalgo inhibieron el crecimiento de
Saprolegnia spp, a una concentracion de 0.25mg/ml para los ambos,
mediante la prueba de dilucién en placa de 24pozos.

Se desarroll6 un comprimido de liberacion modificada para peceras,
utilizando como principio activo Propdleo, mostrando en la prueba de
Toxicidad un incremento en la supervivencia de los peces de 70%
(Hidalgo), y 86.7% (Toluca). En la prueba de Eficacia disminuy¢ la tasa de
mortalidad significativamente 73% (Toluca), y 53.07% (Hidalgo).

Se obtuvo un comprimido a base de propdleo que se propone como
tratamiento preventivo de Saprolegnosis en peceras, teniendo un
considerable efecto econdmico al prevenir la infeccion y alargar el tiempo
de vida de los peces (Chirostoma).

Concluyendo, el mas efectivo fue el bolo que contenia el propoleo de

Toluca.
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11. RECOMENDACIONES.

Se recomienda seguir con esta linea de investigacion con la finalidad de

determinar el mecanismo de acciéon del propdleo sobre la cepa de Saprolegnia

Spp.

Evaluar el dafio celular que provoca el propoleo contenido en los bolos sobre la

cepa de Saprolegnia spp.

Otra recomendacion es establecer una normatividad en México que regule la
calidad de los propoleos que salen a la venta, con la finalidad de estandarizarlos

para asegurar su calidad y eficiencia.

De seguir con este proyecto de investigacion, y con base en los antecedentes de
los peces susceptibles a este hongo, se puede probar su efectividad en las
infecciones ocasionadas por Saprolegnia spp en Salmoén (Salmo Salar), trucha

(Oncorhynchus mykiss) y Ajolote mexicano (Ambystoma mexicanum).
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