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Glosario.
Antifangico: cualquier sustancia capaz de producir una alteracion de las estructuras de una
célula fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de

supervivencia.

Fenoles: Son compuestos con un grupo —OH unido a un anillo de benceno (también
Ilamado hidroxibenceno o &cido carbolico). Compuestos organicos, los cuales se consideran
como metabolitos secundarios de las plantas, que presentan al menos un grupo hidroxilo

unido a un anillo aromatico y pueden contener o no otro grupo funcional.

Flavonoides: Es el término genérico con que se identifica a una serie de metabolitos
secundarios de las plantas. Sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y 3 de

malonil-CoA.

Flavonoles: Son una clase de flavonoides que contienen como columna vertebral a la 3-

hidroxiflavona. Su diversidad se deriva de las diferentes posiciones de los grupos fendlicos.

Metabolitos secundarios: Compuestos organicos derivados del metabolismo secundario
de las plantas que no parecen tener una funcién directa en el crecimiento y desarrollo de
éstas. Se diferencian de los metabolitos primarios debido a que tienen una distribucion

restringida en el reino vegetal y se sintetizan en pequefias cantidades.

Propdleo: Nombre genérico que se da a las sustancias resinosas recolectadas y procesadas
por las abejas de la vegetacion circundante al apiario. De aspecto resinoso, su color puede
variar dependiendo de su origen desde el rojo, amarillo-rojizo, amarillo-obscuro, verde

castafio, pardo o negro, con sabor amargo y ligeramente picante.

Resina: Secrecion organica que producen muchas plantas, particularmente lasconiferas.

xii



1. Resumen

El propoleo es una sustancia resinosa de origen natural, de composicion compleja, producto
de la recoleccidn que realizan las abejas obreras (Apis mellifera) de la secrecién de arboles
y arbustos. Sus propiedades organolépticas son variables que dependen de su origen
boténico. Su composicion quimica es 50-55% resinas, 30-40% ceras, 5-10% aceites
esenciales, 5% polen y 5% sustancias organicas y minerales.

Las propiedades antimicrobianas del propdleo mexicano han sido probadas frente a
bacterias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella tiphy y en hongos
como Candida albicans y Cryptococcus neoformans.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antifungica del extracto etandlico
del propdleo proveniente del estado de Morelos sobre tres cepas de origen clinico del
género Candida (albicans, lusitaniae y tropicalis), comprobando el dafio estructural celular
a través de microscopia de fluorescencia.

La composicion quimica del propdleo de acuerdo a la NOM-003-SAG/GAN-2017, el
analisis cualitativo del extracto etandlico del propoleo (EEP), mostrd la presencia de
flavonoides y fenoles. El anélisis cuantitativo del EEP, present6 que el 20.4% son fenoles y
el 15.2% flavonoides totales. La actividad antifingica mediante la prueba de sensibilidad se
presento a partir de los 10 mg/mL. La determinacidn de la concentracion minima inhibitoria
fue 0.3mg/mL para C. albicans y 2.5 mg/mL para C. lusitaniae y C. tropicalis. La
determinacion de la concentracién minima fungicida para C. albicans fue de 1.25 mg/mL y
para C. lusitaniae y C. tropicalis fue de 5mg/mL, estas dosis se emplearon para el
tratamiento y evaluacion del dafio provocado por el EEP sobre la pared celular, mediante
microscopia de fluorescencia, utilizando las tinciones de blanco de calcofltor y yoduro de
propidio, para determinar la viabilidad celular. El analisis de las iméagenes demostré el dafio
estructural provocado por el EEP sobre la pared celular, compuesta principalmente de
quitina a partir de las 24 horas del inicio del tratamiento, existiendo diferencias
significativas entre las cepas con tratamiento y sin tratamiento (Wilcoxon, p<0.01). Por otro
lado, el efecto del EEP parece disminuir en C. albicans y C. tropicalis, sucediendo lo
contrario en C. lusitaniae, en la cual se mantiene el efecto.

El EEP del estado de Morelos presento actividad antifungica contra las tres especies de
Candida.
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2. Marco tedrico

2.1 El propdleo.
2.1.1 Generalidades.

El propdleo es una sustancia compleja, de origen natural, resinoso, presenta una coloracion
de verde pardo a castafio oscuro, casi negro, de sabor amargo o picante, segin su origen
boténico. Es producto de las secreciones que las abejas obreras (Apis mellifera) recolectan
de diversas especies de arboles y arbustos como: alamos (Populus alba), sauces (Salix
babilonica), abedules (Betula allegheniensis), alisos (Alnus sp.), castafios silvestres
(Castanea sativa), pinos (Pinus sp.), enebros (Juniperus communis) y algunas plantas
herbéceas (Carrillo, et.al, 2011), resultando una mezcla de resinas, balsamos aromaticos,
ceras, aceites y polen. Su consistencia es muy variable, depende de su origen y de la
temperatura. Hasta los 15°C es duro y se torna maleable a medida que aumenta la
temperatura. Su punto de fusion oscila entre 60 a 70°C, llegando en algunos casos hasta
100°C. Es soluble en alcohol y en solventes tales como éter, acetona, benceno,
tricloroetileno y entre otros (Noriega-Salmon, 2014).

De acuerdo con Toreti (2013), el uso que las abejas le dan al propdleo es mdltiple, entre
ellas se encuentran: dar forma y mantenimiento a la colmena, controlar la temperatura
recubriendo las grietas para evitar corrientes de aire, asi como evitar la entrada a la colmena
de insectos, roedores o reptiles pequefios, los cuales quedan momificados por efecto del
propdleo, esto evita su descomposicién, manteniendo un ambiente aséptico. Ademas de
evitar la formacion de hongos. Estas funciones son importantes, ya que demuestran las

propiedades antimicrobianas que posee el propdleo (Bucio, 2016).

Los productos de la colmena se han utilizado con fines nutritivos y medicinales desde la
antigliedad, se tienen registros de la antigua civilizacion mesopotamica en las tablillas de
cerdmica, donde existen indicios del uso terapéutico de la miel en ginecologia,
oftalmologia, curacion de heridas y masajes. En el antiguo Egipto el propéleo era utilizado
por los sacerdotes para embalsamar cadaveres, pues ya se conocian sus propiedades de
conservacion. Tambien era utilizado como ungtiento para la cicatrizacion de heridas. En los
papiros de Ebers y BeekBadog se menciona a la miel, cera y propdleo como sustancias

utilizadas en medicina. Mientras que en la antigua Grecia fue utilizado por Hipocrates y
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Aristoteles para el tratamiento de heridas y llagas, debido a sus efectos cicatrizantes, asi

como para infecciones oculares (Vargas, et. al., 2013).

De acuerdo a lo reportado por Noriega-Salmon (2014), en el continente americano, antes de
la conquista algunas civilizaciones consideraban al propoleo y miel como “alimentos de
fuego”, pues creian que tenia la capacidad de suministrar calor y energia a quienes se
encontraban enfermos. Mas tarde fue utilizado por los misioneros espafioles para tratar
estados de fiebre. Hasta hoy, en diversas regiones se cree que consumir la miel sin refinar
ni purificar, asi como el propdleo es util para infecciones del tracto urinario, digestivo y

respiratorio.

En 1909, cientificos rusos comenzaron a estudiar y analizar las propiedades de la miel y el
propéleo. Alexandrov, publicé un articulo llamado: “El propdleo como medicamento”,

donde recomendaba su uso terapéutico (Noriega-Salmon, 2014).

El propdleo es ampliamente utilizado para prevenir y tratar resfriados, heridas y ulceras,
reumatismo, esguinces, enfermedades del corazén, diabetes y caries dental debido a sus
diversas propiedades biol6gicas, tales como antiinflamatorias, antimicrobianas,
antioxidantes, antitumorales, entre otras. Su amplia aplicacion en la medicina moderna ha
desarrollado estudios sobre su composicion quimica, ya que los efectos observados en el
tratamiento de enfermedades y padecimientos son el resultado de la accidn sinérgica de sus
complejos componentes (Salamanca-Grosso, 2017).

2.1.2 Composicion quimica.
La composicion quimica del propdleo es compleja, debido a su origen botanico, zona
geografica y clima. Considerando que es una mezcla procedente de diversas fuentes como
exudados de plantas y arboles, secreciones de las abejas y componentes de la colmena, su

composicion general de acuerdo con Vargas, et al. (2013), es la siguiente:
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Tabla 1. Composicion general del propdéleo

Elementos Porcentaje
Resinas 50-55%
Ceras 30-40%
Aceites esenciales o volatiles 5-10%
Polen 5%
Sustancias organicas y minerales 5%

Mediante el desarrollo de las técnicas de separacién y purificacion como la cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC), cromatografia en capa fina, cromatografia de gases,
espectroscopia de masas y técnicas de resonancia, se han identificado mas de 300
compuestos incluyendo flavonoides, terpenos, &cidos fendlicos, ésteres, azlcares,

hidrocarburos y elementos minerales (Zhang, 2014).
Compuestos fendlicos.

Los fenoles son compuestos organicos aromaticos que contienen el grupo hidroxilo como
su grupo funcional. En las plantas funcionan como productos secundarios de su
metabolismo. Los compuestos fendlicos de las plantas son un grupo heterogéneo de
productos con mas de 10.000 compuestos. Algunos son solubles en solventes organicos,
otros son glucésidos o acidos carboxilicos y por lo tanto solubles en agua, y otros son

polimeros muy grandes e insolubles.

Los compuestos fendlicos son los principales metabolitos secundarios de las plantas, su
presencia en el reino animal se debe a la ingestion de éstas. Los fenoles son sintetizados de
novo por diversas especies vegetales, aunque existen factores ambientales que estan
relacionados con su sintesis. Su funcién principal es actuar como fitoalexinas, es decir,
previenen ataques fangicos y bacterianos en las plantas, dar soporte mecanico en la
atraccion de los polinizadores y dispersantes de frutos, en la absorcion de la radiacion
ultravioleta dafiina, ademas de contribuir a la pigmentacién, por ejemplo, las antocianidinas

generan diversos colores como el rojo, naranja, azul, parpura o violeta (Mufioz et al., 2007).
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Figura 1. Algunos compuestos fendlicos presentes en alimentos.

Tomado de Mufioz, et al., 2007.

Existen dos rutas implicadas en la biosintesis de los compuestos fendlicos: la ruta del acido
siquimico y la ruta del &cido maldnico. La primera, es precursor de diversos intermediarios
metabdlicos aromaticos, tales como como los taninos, el cloranfenicol, el &cido 4-
aminobenzoico, los fenilpropanoides, los lignanos, los aminoacidos aromaticos (tirosina,
fenilalanina y tript6fano), asi como sus derivados: glucésidos cianogénicos aromaticos,
aminas bidgenas aromaticas, catecolaminas, betalainas, melaninas, bisindoles, los
flavonoides, las fenazinas y diversos alcaloides (Taiz & Zeiger, 2006). La mayor parte de
los compuestos fendlicos de las plantas derivan de la fenilalanina por la eliminacién de una
molécula de amonio para formar acido cindmico. Esta reaccidn es catalizada por la enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL), que esta situada en un punto de ramificacion entre el
metabolismo primario y secundario por lo que la reaccion que cataliza es una importante

etapa reguladora en la formacién de muchos compuestos fenoélicos (Amalesh, 2011).
Flavonoides.

Los flavonoides son los principales componentes del prop6leo, dicha importancia se debe a
que son farmacologicamente activos. Se le atribuyen efectos bioldgicos antibacterianos,
antivirales, antiinflamatorios, entre otros y la cantidad de estos compuestos en un propoleo

determina su pureza y calidad (Zhang, 2014).

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales, los cuales protegen al

organismo del dafo producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioleta, la
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contaminacion ambiental, entre otros. Segun su estructura quimica, los flavonoides en el
propoleo se clasifican en: flavonas, flavonoles, flavononas, flavonoles, chalconas,
dihidrochalconas, isoflavonas, isohidroflavonas, flavanos, isoflavanos y neoflavonoides. De
2000 a 2012, se identificaron 112 nuevos flavonoides en diferentes tipos de propodleos.
Ademas de glicdsidos de flavonoides, los cuales hasta el momento eran desconocidos en la

composicion del propéleo (Huang, et al. 2014).

Los flavonoides son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y tres moléculas
de malonil-CoA, a su vez, ésta reaccion bioquimica estd mediada por dos enzimas: la
chalcona sintasa y la chalcona flavonona isomerasa. Los flavonoides son compuestos de
bajo peso molecular que comparten una estructura comun: el difenilpirano (C6-C3-C6), que
son compuestos con dos anillos fenilos (Ay B) ligados a través de un anillo heterociclico C

de pirano.

En funcion de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en seis grupos: 1) los
flavanos, como la catequina, 2) los flavonoles, representados por la quercetina, 3) las
flavonas, como la diosmetina, 4) las antocianidinas, 5) las isoflavonas, representados por la

genisteina, 6) los flavanonoles, como la taxifolina.

En su estructura quimica contienen un namero variable de grupos hidro-fenolicos, que son
quelantes del hierro y otros metales de transicién e incluso presentan una gran capacidad
antioxidante que depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la
accion inhibitoria de radicales hidroxilo y superédxido, altamente reactivos en la cadena de
peroxidacion lipidica. Las caracteristicas estructurales importantes para su funcion son: a)
La presencia en el anillo B de la estructura catecol u o-dihidroxi; b) La presencia de un
doble enlace en la posicion 2,3; c) la presencia de un grupo —OH en la posicion 3 y 5
(Miguel, et.al, 2014).

2.1.3 Calidad del propoleo.

Los lineamientos de calidad para el propoleo se rigen desde sus caracteristicas

organolépticas (color, sabor, consistencia, olor), las cuales tienen relacién directa con los
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métodos de extraccion, asi como el cuidado e higiene en el almacenamiento y conservacion

del propdleo.

Los estandares de calidad determinados en cada pais se refieren al producto en “crudo o
bruto”, o bien, a sus extractos. En México, la secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo
rural, pesca y alimentacion (SAGARPA) publicd la NOM-003 SAG/GAN-2017. En la cual
se especifican los procedimientos para la produccion y procesamiento del propoleo, en
dicha norma se mencionan ademas de las caracteristicas organolépticas, pruebas quimicas

cualitativas y cuantitativas de los principios activos (fenoles y flavonoides) que demuestran

la calidad del propoleo.

Figura 2. Recoleccién de propéleo y prop6leo en grefia.

(Ramos y Miranda, 2016)

2.1.4 Actividad bioldgica.
Los flavonoides tienen una gran capacidad antioxidante, la cual ha sido reconocida en
diversos estudios, ya que pueden unirse a las enzimas transportadoras de hormonas y al
DNA. Ademas, pueden quelar iones metalicos como el Fe®*, Cu?" zn?*, catalizar el
transporte de electrones y depurar los radicales libres (Velasquez & Montenegro, 2017).
Debido a su efecto biolégico, se han podido emplear en enfermedades como diabetes
mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones virales, bacterianas, y fungicas. También ha sido
empleado como antiinflamatorio. Se ha demostrado, como menciona Noriega-Salmoén

(2014), que protegen de la fotooxidacion a la vitamina E en la membrana celular, inhiben la
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oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por lo que evitan la formacién del

ateroma y reducen la citotoxicidad de las LDL.

En los estudios realizados desde la mitad del siglo XX hasta hoy se ha buscado definir la
actividad farmacoldgica de los componentes del propdleo, aunque se ha descubierto que
existe una accion sinérgica entre ellos para funcionar como principios activos y tener
actividad biologica. Entre esas propiedades destaca su capacidad antioxidante,
antibacteriana, antiviral, antifangica, cicatrizante, antiinflamatorio, antitumoral, anestésica

e inmunomoduladora (Noriega-Salmén, 2014).

Los flavonoides poseen capacidades antioxidantes, ya que son capaces de eliminar los
radicales libres y proteger la membrana celular contra la peroxidacion lipidica. Otro de los
principales componentes del propdleo es el éster fenil acido cafeico, el cual bloguea la
produccion de radicales libres. Estudios in vivo, en animales y humanos han demostrado
esta capacidad del propdleo mediante una disminucién de la peroxidacién lipidica, la cual

se encuentra asociada con enfermedades cardiovasculares (Salamanca-Grosso, 2013)

La propiedad antibacteriana del propdleo se atribuye también a los flavonoides como
pinocembrina, galangina, pinobanksina, ademas del éster bencil del &cido cumaérico y
mezclas de ésteres del &cido cafeico. De acuerdo a diversos autores, el mecanismo de
accion es multifactorial, ya que depende del sinergismo entre todos los compuestos del
propoleo. Su accién antibacteriana es compleja y ain no estéd bien definida, pero autores
como Viuda-Martos, et al. (2008), sugieren como probables causas la desorganizacion de la
pared celular, membrana citoplasmatica y citoplasma. Ademas de la inhibicion de la ARN

polimerasa e inhibicion de la sintesis de proteinas.

Se han realizado diversos estudios frente a bacterias de interés clinico, con resultados
favorables, sobretodo contra bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y
Streptococcus beta-hemolitico, segun estudios realizados por Kujumgiev, et. al. (1999).
Maés tarde Kalogeropoulos y col. (2009), estudiaron el efecto de varios extractos etanélicos
de propdleos frente a varias bacterias tales como: Salmonella typhimurium, Enterobacter
aerogenes, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, y Listeria monocytogenes, llegando a la
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conclusion de que se pueden utilizar aditivos de propoleo para la conservacion de

alimentos.

Lotti. et al. (2010), evaluaron la capacidad antimicrobiana de varios extractos de propoleo
ante Helicobacter pylori, siendo efectiva gracias a los flavonoides: pinocembrina, galangina
y crisina. La evidencia clinica asocia a esta bacteria con gastritis, ulcera duodenal e incluso

cancer gastrico.

Amoros, et al. (1992), confirmaron la efectividad del propdleo frente al virus herpes tipo 1
y 2, ademés de poliovirus, en donde encontraron que reduce la sintesis de DNA viral,

siendo responsables de esta accion los flavonoides, acido cafeico y &cido ferulico.

Como se menciond en los antecendentes histdricos, el propdleo siempre se ha utilizado en
heridas como cicatrizante, esto se debe a la capacidad que tiene de acelerar la epitelizacion,
la division celular, y la prevencion del desarrollo de procesos inflamatorios. En algunos
estudios citados por Bucio (2016), se atribuye al acido cafeico la capacidad de reducir la
produccion de interleucinas y prostaglandinas presentes en el proceso de inflamacion. Por
otro lado, estudios realizados en modelos animales, se observd el efecto anestésico total de
cornea hasta por una hora, lo cual es mas de 50 veces el efecto de la procaina. Ademas, el
propbleo estimula la actividad de los macrofagos y aumenta el nimero de linfocitos,
incrementandose la respuesta inmune. Esto se ha observado en diferentes trabajos, por
ejemplo en ratones infectados con el virus de influenza A, que fueron tratados con propéleo
se aumentaron los linfocitos T, hubo una mayor actividad de fagocitosis y menos
mortalidad, en comparacion con aquellos utilizados como testigo no tratados con propoleo
(Yang, 2014).

De acuerdo a su actividad antitumoral, se ha sugerido que el propdleo funciona como
protector en la carcinogénesis colonica, evitando el desarrollo de lesiones preneoplasicas,
estudios realizados en ratones al suministrar propoleo en dosis de 30 mg/kg se redujo
considerablemente el nimero de criptas aberrantes en el colon distal, por la exposicion a un
agente anticancerigeno. Segun los estudios reportados por Wagh (2013), los flavonoides
presentes en el propbleo funcionan como protectores ante la toxicidad de agentes

quimioterapéuticos o de radiacion.
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2.1.5 Actividad antifangica.
Desde los afios 80°s se han realizado estudios para demostrar la actividad antifungica del
propoleo, se han probado 23 cepas del género Candida de procedencia clinica humana,
encontrando notablemente su actividad fungistatica a una concentracion de 0.5 mg/mL. En
otros estudios, se determinod su efectividad como fungicida a una concentracion de 3 a 7
mg/mL, siendo C. albicans la especie méas sensible, seguida de C. tropicalis, C. krusei y C.
guillermondii (Quintero-Mora, et. al, 2008).

El uso del propdleo se ha recomendado para evitar infecciones en la cavidad oral causadas
por levaduras. En otros estudios, se menciona que los extractos etandlicos pueden ser
auxiliares en el tratamiento de candidosis oral en pacientes con VIH, siendo efectivo como
la nistatina, clotrimazol, el econazol y el fluconazol (Martins, 2002). Ademas, se ha
demostrado su efectividad en candidosis vaginal, con un 61% de pacientes con mejoria

después del tratamiento con propoleo.

2.2 Candida sp.

2.2.1 Caracteristicas generales.
Candida sp. es un hongo unicelular, también denominado levadura, es un microorganismo
comensal en el humano presente en las mucosas: oral, digestiva y genital. Bajo ciertas
condiciones de inmunidad y exposicién al hongo es causante de micosis cutaneas,
mucocutaneas y sistémicas. La especie de mayor relevancia clinica es Candida albicans,
aunque existen al menos otras 20 especies causantes de infecciones en humanos (Biasoli,
2013).

Candida sp. es considerado un hongo dimorfico, es decir, puede desarrollarse como
levadura y filamento. En su forma de levadura, las células presentan forma redonda u
ovalada, éstas miden aproximadamente de 2 a 4 micras; sin embargo, en tejidos infectados
también se han identificado formas filamentosas cuyos extremos presentan diametros de 3 a
5 micras. Las levaduras o blastoesporas se reproducen por gemacién, proceso que implica
la produccion de una nueva celula proveniente de la superficie de la blastoespora (Bonifaz,
2015).
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Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Candida sp.

Reino Fungi
Filo Deuteromycota
Subfilo Deuteromicotina
Clase Deuteromycetes
Subclase Blastomycetidae
Familia Cryptococcaceae
Genero Candida
Especies C. albicans, C.glabrata, C. lusitaniae, C.

guillermondi, C. krusei.

Cuando el brote o yema ha crecido y se encuentra en su tamafio éptimo, se suscita la
division celular y se forma un tabique o septo entre las dos células. La forma filamentosa
del hongo (hifa), es una estructura microscopica tubular, la cual contiene multiples
unidades celulares divididas por septos y puede surgir a partir de blastosporas o de hifas
existentes. Esta crece continuamente por extension apical. La apariencia microscépica de
todas las especies de Candida es similar; todas las levaduras son Gram positivas, pero en
algunas ocasiones la forma de las blastosporas puede variar de ovoide a elongada o
esférica. Microscopicamente, C. albicans presenta dimorfismo, el cual es una
transformacion de la forma ovoide de las blastosporas (levaduras) gemantes a hifas. El
dimorfismo le permite evadir los mecanismos de defensa relacionados con la inmunidad
celular del huésped. En forma de levadura se comporta como saprofita, conviviendo en
simbiosis con el huésped, mientras que, en forma de hongo filamentoso, se comporta como
un paréasito patégeno produciendo sintomas en el huésped. Macroscopicamente, en agar

Sabouraud crece formando colonias blancas, blandas, cremosas y lisas (Biasoli, 2013).

La composicién quimica de C. albicans esta representada por 20-40% de proteinas y 30-
50% de polisacaridos, mientras que la proporcion de lipidos es variable. La fraccién
lipidica va a depender de la cepa, edad del cultivo, condiciones ambientales y del origen de
la fuente de carbono. La pared celular de C. albicans estd compuesta principalmente por los
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polisacaridos manan, glucan y quitina. Aunque la sintesis de los componentes de la pared
celular esta dindmicamente influenciada por las condiciones de crecimiento y por los
estadios metabdlicos. El polisacarido manan representa aproximadamente entre 15.2% y
22.9% del peso seco y poco mas de 40% de los polisacaridos de la pared celular del hongo.
El D-Glucan 3-1-3 y el D-Glucan -1-6 constituyen entre 47% y 60% del peso seco de la
pared celular. Otros componentes han sido reportados, tales como proteinas en cantidades
que oscilan entre 6% y 25%, lipidos entre 1% y 7% y Quitina entre 0,6% y 9% del peso de
la pared celular (Bonifaz, 2015).
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Figura 3. Composicién quimica de la membrana de una célula micética.

(Biasoli, 2014)

2.2.2 Factores de virulencia.
No existen un unico factor de patogenicidad de Candida, sino que diversos autores
proponen una combinacion de diferentes factores en la infeccion. Los principales son los

siguientes:

% Capacidad que tienen las levaduras de adherirse a diferentes superficies mediante
una adhesina y un receptor de la célula del hospedero. La adherencia de las especies
de Candida en las mucosas es un paso necesario para iniciar la infeccién, tanto local
como diseminada. C. albicans y C. tropicalis, muestran una capacidad de
adherencia mayor, lo cual implica mayor virulencia (Biasoli, 2013).

24



¢+ Produccion de hifas y pseudohifas, lo cual aumenta su capacidad invasiva a las
células epiteliales, su capacidad de adherencia y aumenta la resistencia a la
fagocitosis. Una vez dentro de las celulas, las levaduras contindan su crecimiento, lo
cual ocasiona dafios histologicos severos (Cararach-Tur, 2013).

¢+ Produccion de enzimas: proteinasas, que hidrolizan las uniones peptidicas y
fosfolipasas, que hidrolizan los fosfoglicéridos (Castrillon-Rivera, 2013).

% Formacion de biopeliculas o biofilms. La cual consiste en una densa red de
levaduras, hifas y pseudohifas, recubiertas por una matriz extracelular y
frecuentemente asociada con bacterias. Esta matriz proporciona a la levadura
proteccion contra factores hostiles como la inmunidad del huésped y los
antimicrobianos, debido a que es una malla de proteinas y azucares (Castrillon-
Rivera, 2013).

2.2.3 Epidemiologia.
Es una infeccion oportunista y cosmopolita. De las mas frecuentes en seres humanos, pues
es causante del 7.5% de las micosis, 25% de las micosis superficiales y cerca del 80% de
las infecciones de origen fungico en hospitales. No distingue edad, sexo y raza (Biasoli,
2013).

De acuerdo con Gow y Hube (2012), Candida albicans es la especie mas importante y
aislada en casos de candidiasis. Es parte de la microbiota normal del aparato
gastrointestinal, de la mucosa oral (31-55%) y vaginal (13%), asi como también de la piel
periorificial de individuos sanos (25-30%). Candida sp. coexiste en equilibrio con otros
microorganismos en el organismo humano, es comensal, pero cuando por diversos factores
se pierde el equilibrio se torna patdégeno, causando infecciones superficiales, mucocutaneas

e invasivas

Candida albicans es aislada en la cavidad oral entre 70-80%, C. glabrata y C. tropicalis
entre 5-8% y se observa 10% de combinaciones de C. albicans con otras especies como C.
glabrata, C. parapsilopsis, C. krusei o C. tropicalis, mientras que el aislamiento de otras

especies es poco frecuente (Perea, 2010).

Los factores que predisponen a que Candida sp. sea un agente patdégeno en el organismo

son los siguientes (Asmi & Tamer, 2014):
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Estados fisioldgicos como infancia, vejez o embarazo.

Factores locales como humedad, calor, oclusion y heridas.

Enfermedades endocrinas y metabdlicas como obesidad, diabetes, hiper e
hipoparatiroidismo,  insuficiencia  tiroidea, hiperuricemia,  acrodermatitis
enteropatica y deficiencia de hierro.

Medicamentos como antibi6ticos, glucocorticoides, estrégenos, anticonceptivos,
citostaticos y radioterapia.

Enfermedades debilitantes como neoplasias, infecciones, inanicion, leucemia,
linfomas, anemia aplasica y trasplantes.

Deficiencias nutricionales o del sistema inmune.

Disrupcion de la integridad de las mucosas por trauma, cirugias, prétesis dentales,
radiacion, ulceracion o neoplasias.

Cuerpos extrafios, tales como protesis valvulares cardiacas, protesis articulares,
monitores intravasculares, catéteres venosos, arteriales, urinarios y peritoneales.
Hiperalimentacion endovenosa constante, respiracion asistida, drogadiccion.
Cirugias gastrointestinales, genito-urinarias y cardiacas.

Quemaduras extensas, cirugias dentales y dialisis peritoneal.

2.3 Antifangicos.

Un antifdngico o antimicdtico es una sustancia capaz de producir una alteracion en las

estructuras de una célula fangica, con el objetivo de inhibir su desarrollo, alterando su

viabilidad o capacidad de supervivencia, de manera directa o indirecta, lo que facilita el

funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped. Existe una gran variedad de

antimicoticos con diferentes estructuras y mecanismos de accién, su clasificacion esta

basada principalmente en su estructura quimica y sitio de accién, como se observa en la
tabla 3 (Biasoli, 2013).
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Tabla 3. Antiftingicos y su clasificacion.

GRUPO
FARMACOLOGICO

TIPO DE ANTIMICOTICO

SITIO DE ACCION

Membrana celular:

Nistatina -
_ o desestabilizadores de la
Polienos Natamicina
o membrana.
Anfotericina B
Imidazol: miconazol, clotrimazol
Triazoles: fluconazol, itraconazol,
ketoconazol.
Azoles ) .,
Triazoles de segunda generacion: Membrana celular:
voriconazol, ravuconazol, inhibidores de la sintesis de
posaconazol. ergosterol.
o Terbinafina
Alilaminas .
Naftifina

Lipopéptidos

Papulacandinas
Triterpenos glicosilados
Equinocandinas: caspofungina,

Inidulofungina, micafungina

Pared celular: inhibidores
de los componentes de la

pared.

Pirimidinas fluoradas

5-Fluorocitosina

Ndcleo: inhibidores de la

sintesis de acidos nucleicos.

Otros

Griseofulvina

Inhibidores de la mitosis

fangica

Sordarinas
Oxaboroles

Inhibidores de la sintesis de

proteinas

Diversos como: Amorolfina,
ciclopiroxolamina. Derivados
tiocarbamatos: tolnaftato y
tolciclato.
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Figura 4. Mecanismos de accién de los antimicdticos.

(Katzung, 2013)

El contenido de esterol en la célula micética y animal es diferente, las complejas particulas
lipidicas llamadas esterolatos representan aproximadamente el 25% de la membrana
celular. En las células animales el colesterol es el esterol que predomina, mientras que en
las células micéticas el primario es el ergosterol. Este Gltimo es el sitio de accion de
polienos, azoles y alilaminas, como se menciona en la tabla 3, ya que dicha estructura
celular desempefia una importante funcién en la divisién y metabolismo celular (Katzung,
2013).

2.4 Microscopia de fluorescencia.
Ciertas sustancias naturales o artificiales poseen la propiedad que cuando son estimuladas
por energia de cierta longitud de onda (por ejemplo, energia radiante invisible como la

radiacion ultravioleta o radiacién luminosa violeta o azul) absorben esta energia y emiten
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fotones que integran ondas visibles de luz, de longitudes de onda siempre mayores que las
ondas con las que fueron excitadas. Este fendmeno se denomina fluorescencia. La luz
emitida se observa en forma de destellos coloreados sobre un fondo oscuro (Montalvo,
2010).

Existen una serie de sustancias colorantes artificiales que también emiten fluorescencia
cuando son excitadas. Estas sustancias se denominan fluorocromos y se emplean para
demostrar una serie de componentes celulares o tisulares pues al unirse de manera
especifica a algunos de ellos y ser excitados por radiacion ultravioleta o longitudes de onda
menores (azul, violeta) resplandecen ofreciendo imagenes de colores diferentes,
generalmente de longitudes de ondas azules, verdes, amarillas, naranjas o rojas (Montalvo,
2010).

La técnica del blanco de calcoflior se basa, por una parte, en la propiedad que tiene dicha
sustancia de emitir fluorescencia al ser activada por radiacion ultravioleta, y por otra, en la
afinidad que presenta por la celulosa y la quitina presentes en la pared celular de los

organismos fungicos (Ramos, 2006).

El yoduro de propidio es ampliamente utilizado en conjuncion con la anexina V para
determinar si las células son viables, apoptosis o necrosis a través de diferencias en la
integridad de la membrana de plasma y permeabilidad. Se utiliza con mas frecuencia que
otras manchas nucleares porque es econdémico, estable y un buen indicador de la viabilidad
celular, basado en su capacidad para excluir de colorante en las células vivas. La capacidad
del yoduro de propidio para entrar en una célula depende de la permeabilidad de la
membrana. (Murillo, 2016).
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3. Justificacion
En los altimos afios el aumento y prevalencia de las infecciones producidas por Candida sp,
su resistencia a los antimicéticos y los efectos secundarios que estos provocan en los
pacientes ha llevado a evaluar nuevas alternativas contra esta levadura. Se sabe de las
diversas propiedades terapéuticas del propdleo debido a su contenido de compuestos
fenolicos como flavonoides, entre las que destaca su actividad antimicrobiana. Diversos
autores reportan que es efectivo contra bacterias, virus y hongos. Por lo anterior en el
presente trabajo se evaluara su actividad antifingica contra cepas de procedencia clinica del
género Candida sp. observando el dafio en la pared celular mediante microscopia de

fluorescencia.
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4. Hipotesis
Si el propdleo contiene compuestos fendlicos que poseen actividad antifungica, al llevar a
cabo un tratamiento con extracto etanolico de propdleo del estado de Morelos sobre
diversas especies de Candida, entonces se podra comprobar el dafio estructural causado por

este mediante microscopia de fluorescencia.

31



5. Objetivos

5.1 Objetivo general.

Evaluar la actividad antifingica del extracto etandlico de un propdleo del estado de

Morelos sobre el crecimiento de diferentes especies de Candida, provenientes de

aislamientos clinicos de origen humano, comprobando el dafio estructural celular por medio

de microscopia de fluorescencia.

5.2 Objetivos especificos.

X/
L X4

X/
L X4

Cuantificacion de fenoles y flavonoides del extracto blando.

Recoleccion de diversas especies de levaduras del género Candida a partir de
muestras clinicas.

Evaluacion de la actividad antifungica por el método de susceptibilidad microbiana
por difusién en agar.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y concentracion fungicida
minima para las especies de Candida utilizadas.

Evaluacion del dafio estructural sobre especies de Candida por la técnica de
microscopia de fluorescencia con la tincion de blanco de calcofltor y yoduro de

propidio.
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6. Metodologia

6.1 Diagrama experimental.
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6.2 Especificaciones quimicas.
Las especificaciones quimicas del propdleo del estado de Morelos se realizaron de acuerdo
con la NOM-003-SAG/GAN-2017.

Tabla 4. Especificaciones quimicas para el anélisis de propdleos, de acuerdo a la
NOM-003-SAG, 2017.

Determinacion cualitativa Parametros
Flavonoides Presencia
Fenoles totales Presencia
Determinacién cuantitativa Parametros
Compuestos fendlicos Expresados como equivalentes de acido

galico: minimo 5% (peso/peso)
Flavonoides Expresados como equivalentes de
quercetina: minimo 0.5% (peso/peso)

6.5.1 Determinacion cualitativa de flavonoides.
Se pesaron 200 mg del propoleo en bruto y se afiadié 1 mL de etanol al 70%. Se afiadio una
gota de hidroxido de sodio al 20% y se observé un cambio de coloracién de amarillo a

naranja, lo que indica la presencia de flavonoides.

6.5.2 Determinacion cualitativa de fenoles.
Se pesaron 200 mg del prop6leo en bruto y se afiadié 1 mL de etanol al 70%. Se agregd una
gota de la solucion de FeCls-6H20 al 1% y se observo un precipitado con una coloracién de

azul a negro, lo que indica la presencia de fenoles.

6.5.3 Determinacion cuantitativa de fenoles totales.
Se prepar6 una solucion estandar de &cido galico en agua destilada con una concentracion
de 0.2 mg/mL y una solucién de carbonato de sodio al 20% (Na2COs) en agua destilada. A
partir de la solucion estandar de acido galico de 0.2 mg/mL, se tomaron alicuotas para
obtener concentraciones seriadas de 0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/mL.
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Se prepar6 una solucidn estandar de concentracion 0.2 mg/mL del propdleo en bruto y se
disolvio en etanol al 70%. Se tom6 una alicuota de 250 pL y se agregaron 750 pL de agua
destilada para obtener una concentracion de 0.05 mg/mL.

Una vez preparados ambos sistemas se tom6 1 mL de cada concentracion y se afiadieron 6
mL de agua destilada. Se adicionaron 500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma®) y se
dejo en reposo 5 minutos. Posteriormente se adicionaron 1.5 mL de la solucion de Na,CO3
para aforar con agua destilada hasta un volumen de 10 mL, se observo un cambio de color a
azul. Pasadas 2 horas a temperatura ambiente para que se lleve a cabo la reaccion, se
determing la absorbancia a 760 nm en un espectrofotdmetro de absorcion UV-VIS (DLAB®
SP-UV1000). Se grafic la concentracion contra la absorbancia para obtener la curva
patron de acido galico. Los resultados se expresan como equivalentes de acido galico/g de

extracto o en porcentaje (%).

6.5.4 Determinacion cuantitativa de flavonoides.
Se prepar6 una solucion estandar de quercetina en metanol de 1 mg/mL y una solucion de
tricloruro de aluminio en agua destilada al 2%. Posteriormente, se pesaron 500 mg del EPP
y se disolvieron en 10 mL de metanol.

Se prepar6 una curva de calibracion a partir de la solucion estandar de quercetina de 1
mg/mL. Se tomaron alicuotas correspondientes para obtener concentraciones seriadas de 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 pg/mL (ppm).

Se prepar6 un blanco de muestra, tomando 3 mL de la solucion del EEP (500 mg EEP/10
mL de metanol) y se agregaron 3 mL de metanol.

Al tener todos los sistemas anteriores preparados, se adicionaron a cada tubo 3 mL de la
solucion de AICIs, esperando 10 minutos para que se llevara a cabo la reaccion y
determinar la absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro de absorcion UV-VIS
(DLAB® SP-UV1000). Se grafico la concentracion contra la absorbancia para obtener la
curva patron de quercetina. El contenido total de flavonoides se expresa como mg de

equivalentes de quercetina (QE)/g de extracto o en porcentaje (%).
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6.6 Actividad antifungica.
6.6.1 Obtencidn de cepas.

Se utilizaron cepas clinicas de Candida sp, las cuales llegaron a la Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan aisladas de casos clinicos diagnosticados con candidiasis.

6.6.2 Identificacion de géenero y especie.
Se identificaron género y especie de las cepas por el método Vytek®2, basado en un sistema
que utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos, las cuales son inoculadas con la suspension

del cultivo microbiano y el perfil de desarrollo es interpretado de forma automaética.

6.6.3 Prueba de difusion en agar.
Esta es una prueba cualitativa que Unicamente reflejé si la muestra a evaluar inhibié el
crecimiento microbiano. Para ello, se prepar6 una solucion de cloruro de sodio (NaCl) en
agua destilada al 0.9% vy se esterilizd en autoclave bajo condiciones 15 Ib/120°C por 15
minutos, se prepard agar Miieller-Hinton (MH, BD®) suplementado con 2% de glucosa y
0.5pg/mL de azul de metileno en placas y se realizaron diluciones con el extracto etandlico
del propoleo con las siguientes concentraciones: 40mg/mL, 30mg/mL, 20mg/mL y
10mg/mL. Se impregnaron 4 sensidiscos de papel Whattman con 10 pL de cada

concentracion.

Se preparé una suspension de levaduras en NaCl 0.9%

mediante el método de turbidez con el tubo 0.5 del / h\\
Nefelometro de McFarland donde se obtiene una / \\
aproximada de 1.5 x 10® UFC/mL. A partir de esta /f ® ®
suspension de levaduras en NaCl 0.9%, se inocularon las

placas con la técnica de sembrado masivo sobre el agar. |

Se colocaron los cuatro sensidiscos de las diferentes \ ® ® f’
concentraciones como se observa en la figura 5, /

incluyendo un disco al centro de la placa con DMSO. Se

Figura 5. Distribucion de los discos
impregnados con el EEP sobre el
inhibicion alrededor de los sensidiscos con vernier. medio de cultivo.

incubaron a 37°C por 48 h y se midi6 el halo de
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6.6.4 Microtécnica de dilucion en caldo para la determinacion de la
concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracion fungicida minima (CFM).
Mediante esta técnica se determind la concentracion minima de extracto etandlico de
propdleo para inhibir el crecimiento de las especies de Candida a tratar (CMI). Asi como la
concentracion a la cual no existe crecimiento de las levaduras, lo cual se conoce como

concentracion fungicida minima (CFM).

Se prepard una suspension de levaduras en NaCl 0.9% mediante el método de turbidez con
el tubo 0.5 del Nefelémetro de McFarland donde se obtiene una aproximada de 1.5 x 108
UFC/mL y una solucién de azul de tetrazolio al 0.08% (TTC) en agua destilada. Para esta
prueba se utilizo como medio de cultivo caldo MH. Se prepar6 un stock del EEP de
concentracion 10mg/mL. Se tomaron 100uL del stock y se afadieron a un tubo que

contenia 1mL de caldo MH para una concentracion final de 2.5mg/mL (solucion A).

Se utiliz6 una microplaca de 96 pozos estéril como se observa en la figura 6 afiadiendo
50uL de caldo MH a todos los pocillos. Las filas 1, 2 y 3 se utilizaron para la
determinacion de C. albicans, las filas 4, 5 y 6 para la determinacion de C. lusitaniae,
mientras que las filas 7, 8 y 9 para la determinacion de C. tropicalis. Las filas 11 y 12
fueron para los controles negativo y positivo, respectivamente. Siendo A y B para C.

albicans, C y D para C. lusitaniae, E y F para C. tropicalis.

Se afiadieron 50uL de la solucién A en cada pocillo desde A:1 hasta A:9. Se tomaron 50uL
con ayuda de una pipeta multicanal para transferir dicho volumen a la siguiente fila. Asi,
sucesivamente hasta llegar a la fila 12, donde se desecharon los Gltimos 50uL, con el
objetivo de realizar la dilucién de la muestra. Se afiadieron 50uL de la suspension de
levaduras segun la especie a determinar a todos los pocillos utilizados. Se sellé con papel
Parafilm para incubar 37°C/48h.
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Figura 6. Microplaca de 96 pozos para la microtécnica de dilucién en caldo.

Después de incubar la microplaca, se afiadieron 50uL de azul de tetrazolio al 0.08% a cada
pocillo inoculado, mezclando perfectamente y se incubaron a 37°C/30 minutos. En los
pocillos donde hubo crecimiento microbiano se observa una disminucion de color y la
formacion de un botdn rojo en el fondo de la concavidad representando la CMI, mientras
que la CMF se determin6 a partir de los pocillos donde no hubo cambio de color ni

precipitado.

6.7 Tratamiento de EEP sobre las diferentes especies de Candida.
Para evaluar la integridad de la pared celular sobre las especies de Candida, se realizé un
tratamiento con EEP a partir de la concentracion minima fungicida (CMF) obtenida de la

microtécnica de dilucion en caldo.

Se prepard una solucion patrén del EEP en DMSO con una concentracion de 4 mg/mL.

Para esta prueba se utiliz6 como medio caldo MH, preparado como lo indica el proveedor.

Para C.albicans se tomaron 50uL de solucion patrén y se disolvieron en 1950uL de caldo
MH para obtener una concentracion de 2.5mg/mL (solucion A). En 4 tubos con tapén, se

afiadieron 1000uL de caldo MH en cada uno. Se prepard la suspension con Candida
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albicans en los 4 tubos con caldo Sabouraud a una concentracion aproximadamente 1.5
x108 UFC/mL, equivalente a la turbidez del nefelémetro de McFarland. En 2 tubos de la
suspension con caldo MH se afiadieron 1000puL de la solucion A a cada uno, para obtener
una concentracion de 2.5 mg/mL en cada tubo. Mientras que los 2 tubos restantes quedan
como controles. Se incubaron a 37°C/24h para la primera evaluacion con microscopia,

posterior a ello volver a incubar a 37°C/24h para la segunda evaluacion.

Para C. lusitaniae y C. tropicalis se tomaron 800uL de la solucién patron y disolver en
7200pL de caldo Sabouraud, para obtener una concentracion de 10mg/mL (solucion B). En
8 tubos con tapon, se afiadieron 1000pL de caldo MH en cada uno. Se prepard la
suspension con Candida lusitaniae en 4 tubos con caldo Sabouraud a una concentracién
aproximadamente 1.5 x10® UFC/mL, equivalente a la turbidez del nefelometro de
MacFarland. Asi mismo para Candida tropicalis. En 4 tubos con caldo MH se afiadieron
1000uL de la solucién B a cada uno, para obtener una concentracion de 5.0 mg/mL en cada
tubo. Mientras que los 4 tubos restantes quedan como controles. Se incubaron a 37°C/24h
para la primera evaluacion con microscopia, posterior a ello volver a incubar a 37°C/24h

para la segunda evaluacion.

6.8 Evaluacion de integridad de la pared celular por microscopia de fluorescencia.
El dafio producido por el extracto etanolico del propoleo en la pared celular de las tres
especies de Candida se determin6 mediante la modificacion al método utilizado por Rivera-

Yafiez et al., (2017) con blanco de calcofluor y yoduro de propidio.

El blanco de calcofluor (SigmA-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y el yoduro de propidio
[2.4mmol] (SigmA-Aldrich, St. Louis, MO, USA) fueron los reactivos empleados en la
técnica. Sobre un portaobjetos, se colocaron 50uL de muestra del microorganismo con
ayuda de micropipeta, se afiadieron 20uL de blanco de calcofluor y 10uL de yoduro de

propidio, mezclando perfectamente. Se dejaron en oscuridad 15 minutos.

Las preparaciones se observaron en el microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss,
Axioskop40) y se tomaron 10 fotos de diferentes campos por laminilla, con el objetivo de
40x (camara ccd Evolution VF marca Medio cybernatics) empleando el programa
QCCapture 6.0. Cada foto se tomo primero con el filtro para blanco de calcofluor (filtro
UV) y posteriormente, se tomé en el mismo campo con el filtro para el yoduro de propidio
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(filtro verde). A continuacion, se sobrepusieron las fotografias que se tomaron con ambos
filtros mediante el programa Image J64 del Instituto de Salud del gobierno de los Estados
Unidos de América, una vez realizado lo anterior se analizaron con el mismo programa
para el conteo de las células vivas, las cuales no se tifien con yoduro de propidio (azules) y
muertas, las cuales se tifien de color rojo, lo cual indica la ruptura de la pared celular de las

levaduras.

6.9 Analisis de estadistico.
Los datos obtenidos del conteo celular se analizaron por medio de la prueba no paramétrica

de Wilcoxon (Siegel, 1991) empleando el programa estadistico OriginPro version 8.

7. Resultados y discusion.
El objetivo de evaluar la capacidad antifingica de un prop6leo mexicano, proveniente del
estado de Morelos, fue demostrar que los componentes bioactivos del propdleo son

efectivos contra cepas clinicas de Candida sp.

7.1 Especificaciones quimicas.

Los fenoles y flavonoides son parte de los componentes bioactivos del propdleo, para
determinar la presencia de estos se utiliz6 la metodologia reportada en la NOM-003-
SAG/GAN-2017.

7.1.1 Determinacion cualitativa de fenoles totales y flavonoides.

En la figura 6 se muestran los resultados de la presencia de fenoles y flavonoides en el
propoleo del estado de Morelos, de acuerdo a la reaccion colorimétrica. En donde se
observa que una coloracion verde obscuro muestra la presencia de fenoles (Fig. 6, A) y en
el caso de los flavonoides una coloracion amarilla (Fig. 6, B). Una vez que se comprobd su
presencia se procedid a su determinacion cuantitativa. Cabe destacar que esos dos
compuestos se encuentran en cierta cantidad en la mayoria de los propoleos estudiados
hasta la fecha (Rodriguez, 2015; Shuai Huang, et al., 2014; Zhang, 2014).

40



Morelos

Morelos

/‘——-' —

Figura 7. Determinacion cualitativa de fenoles totales y flavonoides. A) Fenoles; B) Flavonoides.

7.1.2 Determinacion cuantitativa de fenoles y flavonoides totales.

En la tabla 5 se muestran los resultados del analisis cuantitativo de la presencia de fenoles y
flavonoides presentes en el EEP del estado de Morelos. Aqui se muestra que el porcentaje
obtenido de fenoles y flavonoides totales cumple con lo especificado por la NOM-003-
SAG/GAN-2017 para que el EEP sea de calidad y pueda cumplir con sus propiedades

antimicrobianas especificadas en la norma antes mencionada.

Tabla 5. Resultados de la determinacion cuantitativa de fenoles y flavonoides

totales en el propoleo del estado de Morelos.

Compuesto Cantidad Porcentaje

Fenoles
0.0102 20.4 %

(mg acido galico/g EEP)

Flavonoides
7.56 15.12 %

(ug quercetina /g EEP)

La determinacion de estos compuestos es importante, debido a que los flavonoides como la
pinocembrina, galangina, pinobanksina, ademas del éster bencil del acido cumarico y
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mezclas de ésteres del acido caféico, son compuestos quimicos a los que se les atribuyen
propiedades antimicrobianas, mediante mecanismos de desorganizacion de la pared celular,
membrana plasmatica y citoplasma, ademas de la inhibicion de la RNA polimerasa e
inhibicion de la sintesis de proteinas (Beltrame, 2013).

7.2 Actividad antifangica.

7.2.1 Identificacion de género y especie.

Los resultados para la identificacion del género y especie de las muestras clinicas que se
trataron con el extracto EEP del estado de Morelos se identificaron mediante el sistema

VYTEK 2%, como se observan en la figura 7.
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Figura 8. Informe de la identificacion de género y especie de Candida por el método
Vytek®2
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7.2.2 Prueba de difusion en agar.

La prueba de difusion en agar para evaluar la capacidad antimicrobiana del EEP, para cada
una de las especies de Candida se realizé por triplicado de acuerdo a la NOM-003-SAG,

2017. Los resultados se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados de las medidas de los halos de inhibicion a las 48 horas de incubacion

Concentracion C.albicans _ C.lusitaniae _ C.tropicalis
(mg/mL) (mm) X (mm) X (mm)
40 97 92 95 94 87 95 97 93 94 90 88 90
30 87 84 87 86 87 87 87 87 85 87 87 86
20 72 75 75 74 87 79 79 81 73 87 87 82
10 72 73 74 73 83 75 77 78 70 83 79 17
DMSO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

La figura 8 muestra los halos de inhibicion alrededor de los sensidiscos impregnados con
concentraciones diferentes del EEP. Al centro se observa un disco impregnando con
dimetilsulféxido (DMSO), para comprobar que no hay un efecto antimicrobiano sobre las
levaduras. Los resultados de la tabla 6 muestran que el EEP mostro actividad antifingica a
partir de los 10 mg/mL en las tres especies de Candida. Es importante mencionar, que el
efecto antifungico fue directamente proporcional a las concentraciones de los sensidiscos.
Por otro lado, estos resultados muestran que las tres cepas son sensibles al tratamiento con
el EEP. EIl objetivo de realizar esta prueba fue determinar si el EEP tenia efecto sobre las
levaduras a estudiar y a partir de estos resultados determinar la concentracion minima

inhibitoria y fungicida.
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Figura 9. Prueba de difusion en placa para la evaluacion del efecto antifangico del EEP sobre: A)
C.albicans; B) C.lusitaniae; C) C.tropicalis. P: disco impregnado con EEP con el halo de inhibicion
alrededor. D: disco impregnado con DMSO.
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7.2.3 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y Concentracion
Minima Fungicida (CMF) por la microtécnica de dilucion en caldo.

Una vez obtenida la actividad antimicrobiana del EEP mediante la prueba de sensibilidad,
se determind la concentracion en la cual se inhibe su crecimiento (CMI) y en la cual no
existe crecimiento en el medio (CMF). La tabla 7 muestra ambas concentraciones para cada
especie, siendo C.albicans la mas susceptible al EEP, para C.lusitaniae y C.tropicalis las
concentraciones fueron las mismas pero mayores respecto a las de C.albicans. La figura 9
muestra los pozos en donde se determinaron las dos concentraciones para cada especie, la
CMI se determind en los pozos donde hubo un precipitado color rojo, mientras que la CMF
se determind en los pozos donde no hubo cambio de color y precipitado.

Tabla 7. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y

Concentracién Minima Fungicida (CMF)

Especie: Concentracion minima: Resultado:
) Inhibitoria 0.3 mg/mL
C. albicans o
Fungicida 1.25 mg/mL
o Inhibitoria 2.5 mg/mL
C. lusitaniae o
Fungicida 5 mg/mL
o Inhibitoria 2.5 mg/mL
C. tropicalis o
Fungicida 5 mg/mL

Los resultados muestran que la CMI para C. albicans fue de 0.3 mg/mL y la CFM fue de
1.25 mg/mL, mientras que para C.lusitaniae y C.tropicalis la CMI fue de 2.5mg/mL y la
CMF de 5mg/mL, para ambas especies, lo cual demuestra que la especie mas sensible al
tratamiento con el EEP del estado de Morelos fue C.albicans, mientras que para
C.lusitaniae y C.tropicalis las concentraciones determinadas fueron 4 veces mayores
respecto a C.albicans.
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Figura 10. Microtécnica de dilucién en caldo para determinar la concentraciéon minima inhibitoria
(CMI) y la concentracion fungicida minima (CFM) para las diferentes especies de Candida con el
EEP. A) CMI para C.albicans (0.3mg/mL); B) CFM para C.albicans (1.25mg/mL); C) CMI para
C.lusitaniae (2.5mg/mL); D) CFM para C.lusitaniae (5mg/mL); E) CMI para C.tropicalis
(2.5mg/mL); F) CFM para C.tropicalis (5mg/mL).

Quintero-Mora (2008), determind que el propdleo mexicano presenta actividad bioldgica
contra diversas especies de Candida, siendo C. albicans la especie mas susceptible. En el
mismo estudio se probaron diversos propoleos contra esta levadura y se determind que su
CMI va de 0.2mg/mL a 12 mg/mL, encontrando la CMF a partir de los 2.4 mg/mL. Por
tanto, el propdleo del estado de Morelos presenta una actividad antifungica similar a la
mayoria de los propoleos mexicanos. Ademas, se demostr6 su efectividad contra otras dos
especies; C.lusitaniae y C.tropicalis, aunque se requirié mayor dosis para llegar a la CMI y
CMF.
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7.4 Evaluacion de integridad de la pared celular por microscopia de fluorescencia.

Una vez determinadas las concentraciones minima inhibitoria y minima fungicida, se
realizé el tratamiento con el EEP sobre las tres especies de Candida, con la finalidad de
comprobar el dafio celular causado sobre las levaduras por el EEP mediante la técnica de
microscopia de fluorescencia con las tinciones de blanco de calcoflior y yoduro de
propidio. Para esto, se emple6 la CMF para cada especie, manteniendo paralelamente un
control sin EEP, lo cual permitio observar su efecto fungicida mediante su comparacion,

ademas de permitir realizar el conteo para el analisis estadistico.

El blanco de calcofltor presenta afinidad por la quitina, principal componente de la pared
celular de los organismos flangicos (Ramos, 2006). Al utilizar el filtro UV, se pueden
observar las células tefiidas de color azul (Fig.10 y 11, A y D), aunque para determinar su
viabilidad se utiliz6 la tincion de yoduro de propidio, considerado un eficiente indicador de
viabilidad celular, por su afinidad al DNA (Rivera-Yafiez, 2017). Al poner el filtro verde se
observaron células tefiidas de color rojo (Fig.10 y 11, By E), lo cual indica que el colorante
atraveso la pared celular debido al dafio provocado por el EEP, indicando la muerte celular

de las levaduras tratadas.

El efecto antifungico del propoleo es sinérgico entre todos sus componentes, pero estudios
realizados por Schilder y Kolsalec (2013), demuestran que los flavonoides como
pinocembrina, galangina, pinobanksina, ademas del éster bencil del &cido cumaérico y
mezclas de ésteres del acido cafeico son los principales compuestos que tienen un efecto de

desorganizacion de la pared celular, membrana citoplasmatica y citoplasma.

Posteriormente, se realizd la sobreposicion de las imé&genes del mismo campo, para obtener
una sola imagen y diferenciar entre células vivas y muertas (Fig.10 y 11, C y F). Esto
permitio realizar un conteo diferencial para evaluar estadisticamente el efecto del EEP

sobre las especies de Candida tratadas.
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Figura 11. Micrografias obtenidas por microscopia de fluorescencia del tratamiento con EEP sobre
C. albicans a las 24 horas. A, B y C) C. albicans sin tratamiento; D, E y F) C. albicans con
tratamiento (2.5 mg/mL). Barra 10 um.
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Figura 12. Micrografias obtenidas por microscopia de fluorescencia del tratamiento con EEP sobre
C. albicans a las 48 horas. A, B y C) C. albicans sin tratamiento; D, E y F) C. albicans con
tratamiento (2.5 mg/mL). Barra 10 um.
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El tratamiento con el EEP se realizo por triplicado sobre las tres especies con la CMF
determinada para cada una. Para C. albicans se utilizé una dosis de 2.5 mg/mL, para C.
tropicalis y C. lusitaniae de 5 mg/mL. Se realizaron dos observaciones a las 24 y 48 horas.

C. albicans

El EEP presentd efecto antifungico a partir de las 24 horas, comparando ambos cultivos con
y sin tratamiento, como se observa en la figura 12 A y B, lo cual se comprobd
estadisticamente al realizar el conteo entre células vivas y muertas. La figura 14 muestra los
resultados del andlisis estadistico del conteo de células dafiadas y muestran una diferencia
significativa del namero de células vivas de C. albicans al compararlas con las células que

tuvieron tratamiento, esto demuestra la efectividad el EEP a las 24 horas.

Al realizar el conteo a las 48 horas, el nimero de células vivas del cultivo con tratamiento
aumento (fig.14), pero sigue siendo significativamente diferente al niUmero de células vivas
en el cultivo sin tratamiento. En la figura 13 se observa aun el efecto antifangico sobre las

células, pero menor en comparacion con el efecto presentado a las 24 horas.
C. lusitaniae

Las figuras 12 y 13 (C y D) muestran de manera como su crecimiento total fue menor
respecto a C. albicans pero se mantiene el efecto antifungico, no disminuye, caso contrario
a C. albicans. Por tanto, los resultados indican que C. lusitaniae fue la especie mas sensible
al EEP. Para esta cepa, se observé el efecto antifingico a partir de las 24 horas, el cual se
mantuvo hasta las 48 horas (fig.15), comparando entre el nimero de células vivas en los

cultivos con y sin tratamiento.
C. tropicalis

Las figuras 12 y 13 (C y F), muestran el efecto antifingico a partir de las 24 horas, pero hay
una disminucién de este a las 48 horas, lo cual se comprobé al realizar el conteo. La figura
16 muestra el aumentd de células vivas en el cultivo con tratamiento de las 24 a las 48
horas, pero sigue siendo significativamente diferente entre el nimero de células vivas en el

cultivo sin tratamiento. Para esta cepa el EEP tuvo un menor efecto antifungico.
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Figura 13. Micrografias obtenidas por microscopia de fluorescencia de los tratamientos con el EEP
en las tres especies de Candida a las 24 horas. A) C. albicans sin tratamiento; B) C.albicans con
tratamiento (2.5 mg/mL); C) C. lusitaniae sin tratamiento; D) C. lusitaniae con tratamiento (5
mg/mL); E) C. tropicalis sin tratamiento; F) C. tropicalis con tratamiento (5 mg/mL). Barra 10 um.
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Figura 14. Micrografias obtenidas por microscopia de fluorescencia de los tratamientos con el EEP
en las tres especies de Candida a las 48 horas. A) C. albicans sin tratamiento; B) C. albicans con
tratamiento (2.5mg/mL); C) C. lusitaniae sin tratamiento; D) C.lusitaniae con tratamiento (5
mg/mL); E) C. tropicalis sin tratamiento; F) C.tropicalis con tratamiento (5 mg/mL). Barra 10 um.
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Figura 15. Efecto del EEP sobre C.albicans a diferentes tiempos. Literales distintas representan
diferencias significativas (Wilcoxon P<0.01).
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Figura 16. Efecto del EEP sobre C. lusitaniae a diferentes tiempos. Literales distintas representan
diferencias significativas dentro del mismo tiempo de incubacion (Wilcoxon P<0.01).
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Figura 17. Efecto del EEP sobre C.tropicalis. Literales distintas representan diferencias
significativas dentro del mismo tiempo de incubacién (Wilcoxon P<0.01).

El EEP del estado de Morelos mostré actividad antifngica contra las tres cepas clinicas de
Candida, en los tres casos este efecto se observo a partir de las 24 horas, permaneciendo
hasta las 48 horas, aunque para C. albicans y C. tropicalis disminuyé a las 48 horas,
mientras que para C. lusitaniae se mantuvo. Porque se puede concluir que fue mas efectivo

contra esta Ultima especie.

Con el trabajo realizado se demostrd la efectividad como antiflngico del EEP del estado de
Morelos, aunque para complementar su estudio se puede sugerir realizar un perfil quimico
para conocer con exactitud sus componentes y el porcentaje en que se encuentran, mediante
técnicas de separacion y purificacion como la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), cromatografia en capa fina, cromatografia de gases, espectroscopia de masas y

técnicas de resonancia.
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9. Conclusiones

Se determino el perfil quimico del extracto etanolico del propdleo proveniente del estado de
Morelos, México. Realizando pruebas quimicas para identificar (cualitativas) y conocer la
concentracion (cuantitativas) de fenoles y flavonoides, compuestos que le otorgan actividad

bioldgica, entre ellas la antimicrobiana.

El EEP del estado de Morelos, tuvo un efecto como antiflngico, al ser evaluado contra
cepas clinicas de C.albicans, C.lusitaniae y C.tropicalis. Mediante la prueba de difusion en
agar y la microtécnica de dilucién en caldo, con la cual se determin6 la CMI y CFM.

Se evaluo el dafio que produce el EEP sobre la pared celular de las levaduras, mediante
microscopia de fluorescencia, utilizando las tinciones de blanco de calcofluor y yoduro de
propidio, mostrando un efecto antiflngico a partir de las 24 horas.
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