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RESUMEN

Las infecciones causadas por microorganismos del género Candida se estan
convirtiendo en un problema de salud creciente a nivel mundial. Estos hongos son
comensales oportunistas que pueden producir infecciones, conocidas clinicamente
como candidiasis, en individuos inmunocomprometidos. El uso indiscriminado de
diferentes tratamientos antifungicos ha desencadenado la resistencia de especies
de Candida a las terapias utilizadas actualmente. En este sentido, se ha demostrado
que el propoleo tiene potentes propiedades antimicrobianas y, por lo tanto, puede
utilizarse como un enfoque para la inhibicién de especies de Candida. Por lo tanto,
este trabajo tiene como objetivo evaluar los efectos anti-Candida de un extracto de
propoleo obtenido del norte de México en aislamientos clinicos de especies de
Candida. Especificamente se identificaron especies de Candida a partir de lesiones
bucales y se evaluaron los efectos cualitativos y cuantitativos anti-Candida del
propoleo mexicano, asi como su efecto inhibitorio sobre el crecimiento del tubo
germinativo y la composicion quimica del aislado de C. albicans. Se identificaron
tres especies de Candida y nuestros resultados indicaron que los halos de inhibicion
del propdleo oscilaron entre 7.6 y 21.43 mm, mientras que los de CFM y CFs
oscilaron entre 0.312 y 1.25 y entre 0.014 y 0.244 mg/mL, respectivamente.
Ademas, se descubrié que el propdleo inhibia la formacion de tubos germinativos
(Clso que oscilaba entre 0.030 y 1.29 mg/mL). El analisis de la composicidén quimica
indico la presencia de flavonoides, incluidos pinocembrina, baicaleina,
pinobancosina, chalcona, ramnetina y biocanina A, en el extracto de propodleo
mexicano. En resumen, nuestro trabajo muestra que el propdleo mexicano presenta
importantes efectos anti-Candida relacionados con su composicidon quimica,
ademas de inhibir el crecimiento del tubo germinativo. Otros factores de virulencia
de especies de Candida deben abordarse en futuras investigaciones para

determinar los mecanismos asociados con los efectos antifungicos contra ellos.



ABSTRACT

Infections caused by microorganisms of the genus Candida are becoming a growing
health problem worldwide. These fungi are opportunistic commensals that can
produce infections, clinically known as candidiasis, in immunocompromised
individuals. The indiscriminate use of different antifungal treatments has triggered
the resistance of Candida species to currently used therapies. In this sense, propolis
has been shown to have potent antimicrobial properties and thus can be used as an
approach for the inhibition of Candida species. Therefore, this work aims to evaluate
the anti-Candida effects of a propolis extract obtained from the north of Mexico on
clinical isolates of Candida species. Candida species were specifically identified from
oral lesions, and both the qualitative and quantitative anti-Candida effects of the
Mexican propolis were evaluated, as well as its inhibitory effect on C. albicans
isolate’s germ tube growth and chemical composition. Three Candida species were
identified, and our results indicated that the inhibition halos of the propolis ranged
from 7.6 to 21.43 mm, while that of the MFC and FCsp ranged from 0.312 to 1.25
and 0.014 to 0.244 mg/mL, respectively. Moreover, the propolis was found to inhibit
germ tube formation (ICso ranging from 0.030 to 1.29 mg/mL). Chemical composition
analysis indicated the presence of flavonoids, including pinocembrin, baicalein,
pinobanksin chalcone, rhamnetin, and biochanin A, in the Mexican propolis extract.
In summary, our work shows that Mexican propolis presents significant anti-Candida
effects related to its chemical composition, and also inhibits germ tube growth. Other
Candida species virulence factors should be investigated in future research in order
to determine the mechanisms associated with antifungal effects against them.



INTRODUCCION

El ser humano a lo largo de su existencia ha tenido que combatir con diversas
enfermedades, en los ultimos afos las infecciones causadas por hongos son mas

recurrentes, siendo los pacientes inmunosuprimidos mucho mas afectados [1].

Candida es el hongo mas reportado, siendo este el responsable de las
dermatomicosis mucocutaneas humanas debido a su alta capacidad para colonizar
e infectar ufas, piel y mucosas, que van desde manifestaciones clinicas leves en
individuos inmunocompetentes hasta enfermedades potencialmente fatales en

pacientes inmunodeprimidos o inmunocomprometidos [1, 2].

El tratamiento que se deriva es generalmente con farmacos azodlicos y polienicos,
aunque tienen una buena efectividad se ha observado una resistencia antifungica,
la cual, nos indica que es fundamental buscar alterativas terapéuticas que

complementen al esquema de accién contra Candida [3, 4].

Para lograr atacar al hongo oportunista, se puede hacer uso de la medicina
tradicional, en este ambito se emplean distintos extractos o esencias naturales. El
propdleo es una sustancia espesa, la cual las abejas van mezclando de distintas
flores. El producto final realizado por las abejas se ha investigado, demostrando asi
que tiene bastante potencial para el desarrollo de farmacos antifungicos sin efectos

adversos como toxicidad [5, 6].

México se caracteriza por tener una enorme variedad de productos naturales, pero
hablando de reportes de propoleo mexicano sobre Candida, hay muy poca
informacion. Debido lo anterior en esta tesis se aborda la investigacion del efecto
que tiene el propoleo mexicano obtenido en el estado de Chihuahua sobre Candida,
para de esta forma dar pie a nuevos farmacos basados en propdleo, ayudando, asi

como complemento en infecciones con hongos.



1 Candida

Candida es un hongo dimoérfico [7], de acuerdo a su morfologia puede presentarse
como levadura o como hongo filamentoso. Generalmente son oportunistas y atacan
al paciente cuando su sistema inmune se encuentra susceptible, de esta forma

Candida afecta con distinta gravedad a las personas [8].

De esta manera el hongo se va a establecer en el portador cuando, el pH, la
temperatura y el potencial redox sean favorables para su crecimiento. Tomando en
cuenta lo anterior, en la mayoria de los casos estos parametros no son favorables
para Candida. Estas levaduras han evolucionado a través del tiempo modificando

los mecanismos de defensa del huésped [9].
Las micosis se pueden clasificar, de acuerdo con su topografia, en cuatro grupos:

A. Micosis generalizadas o profundas: Estas afectan fundamentalmente los

organos internos. A menudo se hallan diseminadas en el organismo y afectan
distintos tejidos.
B. Micosis subcutaneas: Afectan la piel, tejido subcutaneo, fascias y huesos.

C. Micosis cutaneas: Pueden afectar la epidermis, cabellos y ufias. Los hongos

responsables de estas infecciones se denominan dermatofitos.
D. Micosis superficiales: Afectan sélo los cabellos y capas mas superficiales de

la epidermis [10].

La clasificacion anterior no detalla la micosis provocada por hongos de bajo poder
patogeno, la cuales pueden ser localizadas o estar invadiendo diferentes érganos y
sistemas dependiendo del dano inmunolégico que presente el hospedero[11],
debido a que el delicado equilibrio entre huésped y hongo patdégeno puede

convertirse en una relacion parasita y resultar en una grave enfermedad [12].

Candida albicans es un hongo dimorfico [13] su morfologia puede variar, siendo
levaduriforme o crecer como hongo filamentoso formando hifas verdaderas, es un

organismo eucarionte, diploide, desprovisto de reproduccion sexual que puede



desarrollarse, multiplicarse y colonizar diferentes ambientes. Su nombre proviene
del latin candidus y albicans, participio presente de albicare (blanco). Esta especie

se ubica en la siguiente clasificacion taxondémica:

I.  Phylum Ascomycota
II.  Subphylum Saccharomycotina
lll.  Clase Saccharomycetes
IV. Orden Saccharomycetales
V. Familia Saccharomycetaceae
VI.  Género Candida
VIl.  Especie C. albicans

Candida se aloja en las membranas mucosas del paciente, tales como la cavidad
bucal, tracto respiratorio e intestinal y hasta en la mucosa vaginal. Dicha levadura
se aprovecha del estado inmunoldgico para desarrollarse y asi, poder infectar. Dicho
lo anterior, Candida existe en la microbiota normal de un humano sano, en hasta un
30-60% [14-23].

1.1 Candidiasis

Este término se le adjudica a toda infeccion generada por especies del género
“Candida’.

La cual se divide respectivamente en 4 fases:

1) Colonizacién en ésta participan la adhesion epitelial y adquisicion de
nutrientes por medio de la accion de adhesinas, enzimas hidroliticas,

formacion de hifas y cambio de fenotipo.



2) Infeccién superficial: en esta etapa es importante la penetracién epitelial
por medio de degradacion de proteinas del hospedero por enzimas
hidroliticas y formacién de hifas.

3) Infeccién profunda: participan la penetracidn tisular, invasion vascular y
evasion inmune por medio de enzimas hidroliticas y también la formacion de
hifas.

4) Infeccidén diseminada: C. albicans la realiza a través de la adherencia al
endotelio, infeccion de tejidos del hospedero, activacion del sistema de
coagulacion por intervencion de adhesinas, enzimas hidroliticas, formacion
de hifas nuevamente y cambio de fenotipo. Estudios in vitro, en animalesy
humanos, han implicado a las proteinasas como factor de virulencia en C.

albicans [10].

La enfermedad es de amplio espectro, es decir, que puede simplemente afectar a
las membranas y al tejido tequmentario o ser cronico pudiendo ser mortal. Otra
variante es las sistémicas la cual afecta enormemente a los pacientes
inmunosuprimidos, por qué su diagnostico puede pasar desapercibido ya que el
paciente es asintomatico de los patognomoénicos, asi mismo su prondstico es

reservado debido a lo dificil que es aislar el hongo en los hemocultivos [24-26].

La candidiasis se agrupa en tres categorias:

a) Candidiasis cutanea. La infeccion de la piel, uias y mucosas por Candida
puede ser causada por condiciones que dan como resultado la maceracién
cronica de estas areas, cambios fisioldgicos en el huésped o estado inmune
comprometido [12]. Un ejemplo es el intertrigo que se presenta en pliegues
humedos de la piel, entre las nalgas o ingles de personas con obesidad o
en los dedos de trabajadores que conservan sus manos todo el dia en el

agua y suelen tener la piel macerada [11].



b) Candidiasis sistémica. Numerosas manifestaciones sistémicas de
candidiasis pueden ocurrir luego de la introduccion de candida en el torrente
circulatorio. Puede haber candidemia como resultado de contaminacion de
catéteres, procedimientos quirurgicos, traumatismo de la piel o tracto
gastrointestinal o aspiracion [12]. Durante la diseminacion, la infeccion
puede afectar practicamente cualquiera o muchos o6rganos, en especial
rinones, sistema nervioso central, corazon y ojos [11].

c) Candidiasis mucocutanea crénica (CMC). Esta condicion se define como
una condicién invariablemente con C. albicans de cualquiera o de todas las
superficies epiteliales del cuerpo, piel, mucosa oral, tracto respiratorio
superior, epitelio gastrointestinal, urinario y genital, cabe mencionar
que la CMC comienzatempranamente y a menudo persiste durante toda
la vida [12].

1.2 Epidemiologia

Las infecciones por hongos son responsables de mas de un millon de muertes
humanas al afio y son una causa cada vez mas importante de mortalidad y
morbilidad [27]. En los ultimos afios, las infecciones por hongos han aumentado

significativamente, siendo considerablemente alto en pacientes inmunosuprimidos

[5].

Es importante destacar que la incidencia en las tasas anuales de infecciones
nosocomiales del torrente sanguineo causado por candida a principios de siglo
presentaba una variabilidad de 6.0 a 13.3 y de 1.9 a 4.8 casos por 100,000
habitantes en Estados Unidos y Europa, respectivamente [28-30].



1.3 Tratamiento

Antifangicos

Los antimicoticos son sustancias que alteran la estructura de la célula fungica,

siendo asi capaz de inhibir su desarrollo afectando la capacidad de supervivencia,

activando a los sistemas de defensa del huésped.

Los antifungicos mas comunes son:

1.

Polienos: son macrolidos con cadenas insaturadas con una gran actividad
antifungica se caracterizan por una escasa biodisponibilidad digestiva, una
baja solubilidad en agua y su alta toxicidad lo que oblig6 a detener el
desarrollo de casi todas estas moléculas, a excepcion de anfotericina B y de
nistatina [31, 32]. La anfotericina B ha sido durante casi cuatro décadas el
unico farmaco disponible para el tratamiento de la infeccidn fungica invasora
[33].

Azoles: Son moléculas sintéticas con un anillo de cinco carbonos unido a
una cadena alifatica con un grupo fenilo. Existen dos familias de azoles que
se distinguen por las moléculas de nitrégeno que contiene el anillo azélico,
dos en el caso de los imidazoles y tres en el de los triazoles Los triazoles
como fluconazol, itraconazol, voriconazol y posaconazol muestran una
afinidad cientos de veces superior por las enzimas fungicas que por las
enzimas humanas, de ahi que muestren mucha menos toxicidad que los
imidazoles, por lo que pueden administrarse a dosis mas elevadas. Los
azoles actuan inhibiendo la enzima citocromo P-450 que interviene en la
sintesis del ergosterol, que es el mayor esterol de la membrana celular del
hongo. Se ligan a un nitrégeno libre del anillo azol inhibiendo la 14 a
demetilacion del lanosterol, llevando a la deplecion del ergosterol, lo que
finalmente afecta la permeabilidad de la membrana del hongo y los sistemas
enzimaticos unidos a la membrana, involucrados en la sintesis de la pared
celular. La selectividad de los azoles por la enzima P-450 del hongo esta

dada por la unién del N1 del grupo aromatico de los azoles a aminoacidos



especificos de la membrana celular del hongo que no estan presentes en las
proteinas de los mamiferos [34].

3. Equinocandinas: son lipopéptidos anfoliticos semisintéticos, pertenecientes

a una familia de farmacos de la clase de las candinas. Su actividad
antifungica fue descubierta por azar en sus dos prototipos: echinocandina B
y aculeacin A en la década de 1970 [35], La principal novedad de estos
antifungicos es su mecanismo de accion, ya que actuan sobre la 1,3-
betaglucano sintetasa, enzima necesaria para la formacién de polimeros de
1,3-beta-glucano, uno de los componentes de la pared fungica. La inhibicion
de esta enzima reduce la sintesis del glucano, lo que causa inestabilidad
osmoética en la célula fungica y su posterior muerte [36]. Ellas se unen a una
proteina KS1P, pero aun no se sabe si el sitio de union a esta proteina es

interno o externo a la membrana celular [37].

Desafortunadamente, el bajo numero de tratamientos disponibles y el mal uso de
los medicamentos antimicéticos han llevado a la seleccion de microorganismos
resistentes [3], que es por qué la busqueda de agentes antimicéticos nuevos,
efectivos y econdmicos es crucial para superar mecanismos de resistencia
existentes [5]. Diferentes productos naturales de distintos lugares y las latitudes
llegan a constituir un grupo poco explorado de agentes con capacidad antifungica;
de todo estos, el propdleo tiene especial relevancia [5], ya que estudios recientes lo
han evaluado como un producto con potencial para el desarrollo de farmacos

antifungicos sin toxicidad [38, 39].



2 Medicina alternativa y complementaria
2.1 Propdleo: definicion y antecedentes

El término propodleo se deriva de dos palabras griegas, pro (que significa para o en
defensa de) y polis (que significa la ciudad) asi, propoleo significa en defensa de la

ciudad o colmena [40].

El propdleo es una mezcla resinosa natural y compleja producida por las abejas por
mezclar productos recolectados en yemas de arboles, plantas, savia, resinas y otras
fuentes vegetales [6] con cera de abejas y enzimas salivales (B-glucosidasa) [41].
El propoleo es duro y quebradizo. Resina cuando hace frio, o blanda, flexible y muy
pegajosa cuando hace calor; posee diferentes coloraciones, incluyendo marrén,
verde y rojo [40, 41]. Las abejas usan el propéleo para cubrir superficies, sellar los
orificios y cerrar los espacios, manteniendo la humedad y la temperatura estables
en la colmena durante todo el afio, proporcionando asi un ambiente estéril que los
protege de microbios y organismos productores de esporas, incluidos hongos y
mohos [42]. Ademas, Las abejas utilizan el propdéleo como sustancia de
embalsamamiento para momificar a los invasores, como otros insectos, que han

sido asesinados y son demasiado pesados para sacarlos de la colonia [42, 43].

En la antigiedad los griegos, romanos y egipcios fueron los pioneros en utilizar
propdleo, con aplicaciones para la cicatrizacion de heridas y como sustancia
desinfectante, se cree que se habia usado desde el 300 a.C. [40, 44, 45]. Muchas
otras civilizaciones antiguas, como la china, la india, y las culturas arabes, también

utilizaron propdleo para tratar afecciones médicas como lesiones cutaneas [40].

Existen bastantes informes que muestran las aplicaciones del propdleo en el
tratamiento de diversas enfermedades, debido a sus propiedades antibacterianas,
antifungicas, antiparasitarias, antivirales, propiedades antioxidantes,

antiinflamatorias, antitumorales e inmunomoduladoras, entre muchos otros [47-54].
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2.1.1 Composicién quimica

Hoy en dia se pueden encontrar estudios sobre la composicion quimica y efectos
bioldgicos del propdleo. Asi mismo investigadores analizaron un gran numero de
muestras de diferentes regiones geograficas, demostrando que su composicion
quimica es muy variable y dificil de establecer porque depende de factores como la
vegetacion, la estacion en el sitio de recoleccion [42, 55] y las especies de abejas
[56]. El propdleo se compone generalmente de 50% resina, 30% cera, 10% aceites
esenciales, 5% polen y 5% otras sustancias, que incluyen minerales y compuestos
organicos [42]. Ademas, muestras de propdleos de varias regiones del mundo
contienen mas de 300 compuestos quimicos diferentes [57].

Siendo de esta forma el propoleo rico en minerales como magnesio, calcio, yodo,
potasio, sodio, cobre, zinc, manganeso y hierro; vitaminas como B1, B2, B6, C, E y
D, ademas de la provitamina A; algunos acidos grasos; y enzimas derivadas de la
secrecion glandular de las abejas o posiblemente del polen, tales como succinica
deshidrogenasa, adenosina trifosfatasa, glucosa-6-fosfatasa, acido fosfatasa, a-
amilasa, b-amilasa, a-lactamasa, b-lactamasa, maltasa, esterasa vy
transhidrogenasa. Polisacaridos como almidon y di- y monosacaridos glucosa, La
fructosa, ribosa, ramnosa, talosa, gulosa y sacarosa también estan comunmente

presentes en propdleos [58, 59].

Ademas, en su compleja composicion quimica se han identificado mas de 600
compuestos quimicos diferentes [54], derivados de la amplia gama de materias
primas que utilizan las abejas para hacer este producto resinoso natural [60].
Aunque los componentes del propoleos varian dependiendo en gran medida de la
region geografica, la mayoria de los estudios han informado de un gran numero de
metabolitos secundarios, como terpenoides y polifenoles (flavonoides, acidos
fendlicos, y sus ésteres), entre otros [54].

Como se menciona anteriormente la composicion general del propdleo depende del
area de recoleccion. Las muestras de propoleo de Europa, América del Norte, y

otras zonas templadas se componen principalmente de flavonoides (pinocembrina,
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pinobanksina, quercetina, crisina y galangina) y acidos fendlicos y sus ésteres [61].
El continente americano, por su tamafo, contiene una amplia diversidad de

ecosistemas que aportan caracteristicas muy particulares.

2.1.2 Actividad anti-Candida del propdleo

A lo largo de la historia, el ser humano ha utilizado productos naturales como el
propéleo para aliviar enfermedades de diferentes etiologias [62]. En su extenso
periodo de uso, el propdleo se ha utilizado para el tratamiento de infecciones
bacterianas [63, 64], fungicas [65, 66], virales [67, 68] y parasitarias [69, 70]. En la
actualidad, es bien sabido que posee propiedades antiinflamatorias [71, 72],
propiedades antitumorales [73, 74], antidiabéticas [75, 76] e inmunomoduladoras
[54, 77].

Se pueden encontrar numerosas referencias en la literatura sobre el uso de
propéleos para aliviar diferentes condiciones de origen microbiano, como es el caso

de la candidiasis, una enfermedad causada por varias especies del género Candida.

Actualmente se esta discutiendo el uso de productos naturales como una alternativa
para combatir las infecciones fungicas [78]. Un producto natural recientemente
estudiado a nivel mundial es el propdleo, el cual ha demostrado eficacia frente a
diferentes cepas fungicas, entre ellas Candida sp. [5, 66, 79-83]. En este sentido,
se ha reportado que muestras de propodleos de diferentes paises como Polonia, Iran,
Camerun, Brasil, Republica Checa, Irlanda y Alemania presentan actividad
antifungica tanto cualitativa como cuantitativa de manera diferente en cepas de
Candida de referencia como C. albicans ( ATCC 10231, 90028, 66396; CBS 562,
NR 29450; SC 5314), Candida krusei (ATCC 6258, 90878; CBS 573), Candida
parapsilosis (ATCC 22019; CBS 604), Candida glabrata (CBS 07; DSM 11226; LMA
90-1085), Candida tropicalis (ATCC 9968; CBS 94) y Candida dubliniensis (CBS
7987), y en aislados clinicos de Candida obtenidos de frotis de la boca y la garganta,

asi como liquido de la cavidad peritoneal, broncopulmonar lavado, estoma, sangre,
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orina, heces y ano, identificados como C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.
dubliniensis, C. tropicalis y C. parapsilosis [5, 79, 81, 83-86]. Considerando las
propiedades del propdleo de diferentes paises, en este trabajo nos enfocamos en
evaluar el efecto del propdleo mexicano sobre aislados clinicos de Candida sp. y su
capacidad para inhibir la formacién de tubos germinativos, asi como para determinar

Su composicion quimica.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Tendra el propoleo de Chihuahua actividad antifungica contra la Candida sp.
aislada de casos clinicos?

4 HIPOTESIS

Si se ha reportado que los propdleos de diferentes regiones geograficas tienen
actividad contra Candida sp. y si se ha demostrado que muchos propdleos
comparten varios compuestos bioactivos. Entonces es probable que el propdleo
mexicano del estado de Chihuahua tenga actividad contra Candida sp.
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5 JUSTIFICACION

Las infecciones fungicas siguen siendo un gran problema de salud, afectando
principalmente a pacientes inmunodeprimidos. Las especies del género Candida
son el agente mas comun de estas infecciones causando un amplio espectro de
estados clinicos, que van desde las enfermedades agudas de membranas y la piel,

a las cronicas que a veces pueden llegar a ser mortales.

Los farmacos de primera linea utilizados convencionalmente para tratar estas
infecciones son cada vez menos efectivos por lo que se ha recurrido al uso de
farmacos que tiene una mayor toxicidad y diversos efectos adversos como la
anfotericina B. La medicina alternativa ofrece una gama muy diversa de opciones
para tratar diversos padecimientos incluso los fungicos y algunos productos
apicolas como el propdleo han demostrado tener efectos antifungicos que son
prometedores. Sin embargo, este producto tiene una composicién quimica compleja
y altamente variable dependiendo de la region geografica y de la vegetacién que
vistan las abejas para colectar diversas sustancias florales, motivo por el cual las
actividades biologicas y antimicrobianas varian entre los distintos propoleos. Hasta
la fecha los productos apicolas originarios de México han sido poco estudiados, por
lo que en este trabajo proponemos estudiar y determinar la actividad anti-Candida
del propoleo de Chihuahua. Esto fortalecera y ayudara para un uso adecuado del
propéleo y brindara una alternativa accesible a las comunidades que aun recurren

a la medicina tradicional.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del propdleo de Chihuahua sobre aislados clinicos de Candidiasis

oral.

6.2 Objetivos especificos

. Obtener muestras clinicas de pacientes con Candida oral mediante

exhudado bucal.

Identificar la especie de Candida oral de cada uno de los aislados clinicos
mediante cultivo selectivo de CHROMagar.

Evaluar la actividad cualitativa del propdleo sobre las diferentes especies de
Candida aisladas de pacientes mediante el método de difusion en agar.
Determinar cuantitativamente la actividad anti-Candida del propdleo sobre
cada una de las especies de levadura aisladas de pacientes mediante el
método de microdilucion en caldo.

Evaluar el efecto del propoleo sobre el tubo germinativo (mecanismo de
patogenicidad) de C. albicans identificada en las muestras de pacientes.
Identificar la composicion quimica del extracto de propdleo de Chihuahua
mediante Resonancia Magnética Nuclear.
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7 MATERIAL Y METODOS
7.1 Obtencion y preparacioén del extracto etandlico de propdleo

El extracto de propdleo de Chihuahua fue donado por la Doctora Nelly Rivera Yanez
quien recolecto el propdéleo del apiario del sefor José Luis Gonzalez, ubicado en el
municipio de Chihuahua, Chihuahua, México, en diciembre de 2018. Para el extracto
etandlico se maceraron 335g de propdleo con 1 Litro de etanol y este proceso se
realizé varias veces (una vez por semana durante 7 semanas) hasta observar un
tono muy claro en la maceracion. El rendimiento del extracto fue de 216.64 g, lo que
equivale al 64.67% del propdleo puesto a macerar. El extracto de propdleo se

almacend a 4°C en la oscuridad.

7.2 Obtencion de muestras clinicas de Candida oral de pacientes

Diez muestras de Candida fueron donadas por la Clinica Odontologica Periférica de
la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FES-Iztacala) con sede en la FES-
Aragdn, de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), quienes las
obtuvieron bajo el consentimiento informado de los pacientes. Las muestras se
obtuvieron de casos clinicos con sospecha de infeccion por Candida mediante el
frotis de los sitios lesionados en la cavidad oral con un hisopo de algodon estéril.
Posteriormente, cada una de las muestras orales obtenidas se colocaron en cajas
de Petri que contenian PDA (Potato Dextrose Agar) y se incubaron durante 48 h a
37° C para su crecimiento.

7.3 Identificacion de las especies de Candida

Las muestras de Candida de las cajas Petri que contenian PDA se sembraron
posteriormente en cajas Petri que contenian medio de cultivo CHROMagar™
Candida, utilizado como medio cromogénico en la caracterizacion diferencial

presuntiva de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei y C. glabrata mediante la
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evaluacion de colonias de color verde claro a medio, azul verdoso a azul metalico,
rosa claro y crema, respectivamente, que caracterizan a estas levaduras y segun lo
indicado en las pautas del fabricante. Las muestras se incubaron a 37° C durante
48 h para su crecimiento y posterior identificacion.

7.4 Evaluacion cualitativa de la actividad anti-Candida

La actividad anti-Candida cualitativa del propdleo mexicano se determiné por el
meétodo de difusidon en disco. Se impregnaron discos de papel filtro (5 mm de
diametro) con 10 mg de propdleo, 25 ug de nistatina (control positivo) o 10 pyL de
etanol (control negativo). Las diferentes especies de Candida se cultivaron para su
crecimiento en 10 mL de caldo Sabouraud a 37° C durante 48 h antes de la
interaccidn con el propdleo, para posteriormente inocular cajas Petri que contenian
PDA sumergiendo un hisopo estéril en una suspensién estandar de 1 x 108 UFC/mL
de los cultivos de cada Candida sp. y sembrarla uniformemente sobre toda la
superficie del agar. Finalmente, los diferentes discos (previamente impregnados) se
colocaron por triplicado en el agar inoculado, y las placas se dejaron en la
incubadora durante 48 h a 37° C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
determinaron los diametros del halo de inhibicion que presentaban las sustancias

ensayadas, medido en milimetros (mm) y reportado como halos de inhibicion.

7.5 Evaluacion cuantitativa de la actividad anti-Candida

La actividad anti-Candida cuantitativa del prop6leo mexicano se determiné mediante
la microtécnica de dilucién en caldo. Las diferentes especies de Candida se
cultivaron para su crecimiento en 10 mL de caldo Sabouraud a 37° C durante 48 h
antes de la interaccion con el propdleo. Posteriormente, en una placa de 96 pozos,
se anadieron 150 pL por pozo de las diferentes concentraciones del propdleo (15
concentraciones seriadas de 20 a 0.001 mg/mL.) o Nistatina (7 concentraciones
seriadas de 10 a 0.156 mg/mL.) a ensayar (por triplicado), luego se agregaron a los
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pozos 50 pL de la suspensiéon estandar (1 x 10° UFC/mL) de cada Candida
cultivada, y luego la placa se incubo durante 48 h a 37° C. Transcurrido este tiempo,
se tomd una muestra de cada pozo y se sembraron en cajas Petri septadas (que
contenian agar PDA) y se incubaron durante 48 h a 37° C para posteriormente
realizar el recuento de las UFC en cada una de las concentraciones de propoleo
ensayadas. Finalmente, se determin6 la Concentracion Fungicida Minima (CFM), la
Concentracion Fungicida al 75% (CFzs) y la Concentracion Fungicida Media (CFso)

del propdleo y se reportaron las concentraciones en mg/mL.

7.6 Ensayo de Inhibiciéon del crecimiento del tubo germinativo de Candida

El ensayo de Inhibicion del crecimiento del tubo germinativo. Se realizé unicamente
con muestras de aislados clinicos identificados como C. albicans, los cuales fueron
cultivados para su crecimiento en 10 mL de caldo Sabouraud a 37° C durante 48 h
antes de la interaccién con el propdleo mexicano. Con base en la CFM, CFsoy CF2s
determinadas en el ensayo cuantitativo de la actividad anti-Candida de propéleos,
se probaron diferentes concentraciones seriadas de 2.5 a 0.312 mg/mL para CFM,
y para probar la CFso y CF25 se uso el doble de concentracion determinada en el
ensayo cuantitativo. Se agrego suero fetal bovino a tubos de microcentrifuga, luego
se agrego un indculo de la suspension estandar (1 x 108 UFC/mL) del cultivo
sembrado para cada Candida y se agregaron inmediatamente las diferentes
concentraciones de propoéleo a ensayar. Finalmente, los tubos se incubaron durante
4 h a 37° C; las pruebas se realizaron por triplicado. Después de la interaccion, se
tomo una alicuota de cada tubo para contar las levaduras con crecimiento de tubo
germinativo en la camara de Neubauer. Se determiné la concentracion inhibitoria al

50% (Clso) del propdleo y se reportaron las concentraciones en mg/mL.
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7.7 Analisis de la composicion quimica del propéleo

El propdleo (1 g) fue fraccionado por cromatografia en columna en un sistema de
hexano:diclorometano:acetato de etilo (Hex:CH2Cl2:AcOEt) (fase estacionaria: flash
de gel de silice; volumen de fraccion:50 mL; sistema de elucidn:6:3:1). Se obtuvieron
189 fracciones, las cuales fueron analizadas por cromatografia en capa fina (TLC).
Las fracciones F40, F75, F80, F101, F130 y F160 fueron seleccionadas y analizadas
por resonancia magnética nuclear (RMN) 'H y '3C para determinar la presencia de
compuestos fenolicos y flavonoides. Para complementar el analisis quimico, las
fracciones se analizaron mediante espectrometria de masas utilizando el método de
ionizacion por electrospray en modo negativo (ESI-MS). La identificacion de los
compuestos se basd en la comparacion directa de sus datos espectrales con los

informados en la literatura [87].

7.8 Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como media * desviacion estandar (DE). Para
determinar el CFM, CF7s, CFs0y Clso del propdleo, se realizé un analisis de regresion
logaritmica utilizando el software GraphPad Prism version 9.3.1 (GraphPad
Software Inc.). Las concentraciones se informan en mg/mL. Para los datos de
actividad cualitativos y cuantitativos, se realizd un analisis estadistico ANOVA de
dos vias, seguido de la prueba de Tukey. p < 0.05 se considero significativo.

7.9 Consideraciones éticas y legales

Las muestras de Candida aisladas de pacientes fueron donadas por el Especialista
en Patologia Bucal Pabel Antonio Gémez Hernandez, con sede en la Clinica
Odontologica de FES-Aragén. A los pacientes se les entregé un consentimiento
informado en donde se les explicd cada uno de los procedimientos que se realizaron
para aislar la muestra de Candida, si el paciente esta de acuerdo se realiz6 el
exudado. Los datos y confidencialidad del paciente fueron resguardados por el
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Especialista Pabel Antonio Gomez Hernandez, apegandose a todas las normas
nacionales e internacionales que garantizan la correcta realizacion de

procedimientos, asi como de la informacion del paciente.
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8 RESULTADOS
8.1 Identificacion de la especie de Candida oral

Con base en la morfologia y coloracion que caracterizan a cada especie de Candida
y siguiendo las indicaciones de las guias del fabricante, a través de CHROMagar™
Candida se identificaron tres muestras como C. krusei correspondientes al Caso
Clinico 1 (CC1), CC5 y CC9 (Fig. 1A, mitad inferior de la caja de Petri, colonias de
Candida color rosa), también se identificaron seis muestras como C. albicans que
corresponden a CC2, CC3, CC4, CC7, CC8 y CC10 (Fig. 1A (mitad superior de la
caja Petri), 1B (mitad superior e inferior de la caja Petri) y 1C (mitad inferior de la
caja Petri), colonias de Candida color verde), y finalmente, se identific6 una muestra
como C. glabrata (Fig. 1C mitad superior de la caja Petri, colonias de Candida color
crema) que corresponde a CC6. Todas las muestras de Candida sp. fueron aisladas
de la lengua de los pacientes.
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\ N\ ’ / g Jw _ "\ \
NS ? ,\\\\

CC10 (C. albicans) N |

A)

CC4 (C. albicans)

CC6 (C. glabrata)

/e -
-

N

Figura 1. Fotografias representativas de la identificacion de las diferentes especies
de Candida. A) Mitad superior de la caja Petri CC4 (C. albicans), mitad inferior de la
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caja Petri CC5 (C. krusei). B) Mitad superior e inferior de la caja Petri CC10 (C.
albicans). C) Mitad superior CC6 (C. glabrata), mitad inferior CC8 (C. albicans).

8.2 Evaluacion de la actividad cualitativa del propdleo sobre Candida

Encontramos que el propoleo mexicano presentd actividad antifungica en los 10
diferentes aislados clinicos de Candida evaluados, pero con distintos grados de
actividad. Los resultados se muestran en la Tabla 1, indicando que C. glabrata de
CCo6 fue la mas sensible al propdleo, ya que exhibié halos de inhibicion de 21.43 +
1.30 mm. En contraste, C. krusei de CC5 presentd los halos de inhibicion mas
pequefios (solo 7.60 + 0.10 mm). En la Figura 2 se muestran varias fotografias
representativas de los halos de inhibicion que indican la actividad antifungica del
propoleo.

Tabla 1. Evaluacion cualitativa de la actividad anti-Candida del propéleo.

ggzgi?lg Muestra Propéleo (mm) Nistatina (mm)
CC1 8.83+0.11 9.7 +£0.58
C. krusei CC5 7.60+0.10 20.1+0.98
CC9 8.82+0.11f 19.5+0.87"
CC2 9.80 £ 0.26 19.0 £ 1.00
CC3 9.50+0.34 18.0 £ 1.00
_ CC4 8.83+0.28 18.7+1.15
C. albicans
CC7 9.80+0.10f 19.5+045"
CC8 9.56 £ 0.55f 184 +1.21°f
CC10 10£1f 21.3+1.01f
C. glabrata CC6 21.43 £1.302bcde 36.7+1.88abcde

Los halos de inhibicion se informan en milimetros (datos promedio de tres
repeticiones). El propdleo mexicano se probd a una concentracion de 10 mg por
disco. Todos los valores se expresan como la media + SD. (?) en comparacion con

el grupo CC1; () en comparacién con el grupo CC2; (°) en comparacion con el grupo
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CC3 (%) en comparacion con el grupo CC4; (°) en comparacién con el grupo CC5;
() en comparacion con el grupo CC6. En todos los casos, el valor de p fue < 0.05.

T

CC1 (C. krusei)

e

CC6 (C. glabrata) CC2 (C. albicans)

CC7 (C. albicans)

)

CC8 (C. albicans

Figura 2. Fotografias representativas de los halos de inhibicién de la actividad
antifungica del propdleo mexicano frente a diferentes especies de Candida.

8.3 Evaluacion de la actividad cuantitativa del propoleo sobre Candida

Del analisis cuantitativo de la actividad antifungica del propdéleo mexicano se
obtuvieron datos interesantes, ya que todas las especies de Candida presentaron
diferentes concentraciones de inhibicién. Los aislados CC2 y CC3 (ambos C.
albicans) y CC6 (correspondiente a C. glabrata), presentaron un CFM de 0.312
mg/mL. En contraste, CC4, CC7 y CC10 (C. albicans) y CC5 (C. krusei) informaron
un CFM de 1.25 mg/mL. Ademas, la muestra mas sensible al propdéleo fue C.
albicans de CC7, que exhibié una CF75de 0.019 + 0.0067 mg/mL y una CFso de

0.014 £ 0.0031 mg/mL. En el mismo sentido, CC4 y CC5 fueron las muestras menos
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susceptibles al propoleo, presentando una CF7s de 0.492 + 0.0220 mg/mL y una

CFsode 0.244 £ 0.0080 mg/mL, respectivamente. Los resultados de esta prueba se

detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Evaluacion cuantitativa de la actividad anti-Candida del propoleo mexicano.

Cepa de Muestra Propéleo Mexicano Nistatina
Candida CFM CFzs CFso CFM CF1s CFso
CC1 | 0.625* | 0.195+0.0135 | 0.107 + 0.0075 | 0.005 | 0.0037 +0.0012 | 0.0025 + 0.0015
C-krusel | o5 | 125% | 0.331+0.0150 | 0.244 +0.0080 | 0.010 | 0.0067 £0.0023 | 0.0041 £ 0.0015
CC9 | 0.625* | 0.234+0.0185 | 0.109 +0.0110 | 0.005 | 0.0033 +0.0017 | 0.0020 + 0.0012
CC2 | 0.312* | 0.098+0.0215 | 0.059 + 0.0142 | 0.002 | 0.0018 +0.0010 | 0.0011 +0.0012
CC3 | 0.312* | 0.075+0.0165 | 0.048 +0.0090 | 0.002 | 0.0016 +0.0006 | 0.0010 + 0.0015
CC4 | 1.25% | 0.492+0.0220 | 0.237 +0.0195 | 0.010 | 0.0073 +0.0020 | 0.0048 +0.017
C. albicans
CC7 | 1.25% | 0.019+0.0067 | 0.014 +0.0031 | 0.010 | 0.0055+0.0021 | 0.0031 £ 0.0020
CC8 | 0.625* | 0.028+0.0045 | 0.018 +0.0020 | 0.005 | 0.0026 +0.0023 | 0.0015 + 0.0021
CC10 | 1.25% | 0.021+0.0030 | 0.015+0.0015 | 0.010 | 0.0065 +0.0025 | 0.0039 + 0.0017
C.glabrata | CC6 | 0.312* | 0.059+0.0131 | 0.030 £ 0.0055 | 0.002 | 0.0015 +0.0020 | 0.0009 + 0.0010

CFM, CF7s y CFso se reportan en mg/mL. Todos los valores se expresan como la

media + SD. (*) p < 0,05 en comparacion con el grupo de nistatina.

8.4 Inhibicién del crecimiento del tubo germinativo de Candida

La concentracion a la que se inhibid6 completamente el crecimiento del tubo

germinativo en el CC2 (Fig. 3B) y CC8 fue de 1.25 mg/mL. De manera similar, en el
CC3, CC4, CC7 (Fig. 3E) y CC10 la concentracion de 2.5 mg/mL inhibio

completamente el crecimiento del tubo germinativo en estas muestras. Ademas, al

determinar la concentracion a la que el propdleo inhibe el 50% del crecimiento del

tubo germinativo en cada uno de los aislados clinicos, encontramos la Clso mas baja
(0.019 £ 0.0015 mg/mL) para el CC10, y la Clsp mas alta (1.29 £ 0.0141 mg/mL)

para el CC4; los datos detallados se describen en la Tabla 3. En la Figura 3, se
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muestran microfotografias representativas (40X) del efecto inhibitorio del propdleo
en el crecimiento del tubo germinativo de C. albicans.

Tabla 3. Efecto del propdleo mexicano sobre la inhibicién del crecimiento del tubo
germinativo de C. albicans.

C. albicans Clso
CcC2 0.108 + 0.0021

CC3 0.138 £ 0.0012
CC4 1.29 + 0.0141

CC7 0.033 + 0.0006
CC8 0.030 + 0.0010

CC10 0.019 £ 0.0015
Clso se reportan en mg/mL
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Figura 3. Microfotografias representativas (40X) del efecto inhibitorio del propéleo
en el crecimiento del tubo germinativo de C. albicans. Las flechas negras sefialan
el tubo germinativo de C. albicans. Las flechas rojas sefialan a C. albicans sin
crecimiento del tubo germinativo. A) y D) Crecimiento del tubo germinativo de C.
albicans del CC2 y CC7, respectivamente, después de cuatro horas de cultivo. B)
Inhibicion completa del tubo germinativo en el CC2 con una concentracion de 1.25
mg/mL de propoleo mexicano. C) 51.54% de inhibicién del crecimiento del tubo
germinativo en el CC2 a 0.118 mg/mL de propdleo. E) Inhibicion completa del tubo
germinativo a 2.5 mg/mL en el CC7. F) 60.08% de inhibicion del crecimiento del tubo
germinativo en el CC7 a 0.028 mg/mL de propoleo.

8.5 Composicion quimica del propéleo Mexicano

El analisis de RMN inicial del extracto de propdleo evidencié y confirmo la presencia
de compuestos fendlicos, ya que el espectro de RMN de 'H mostré seiiales de
protones aromaticos en ® 6-8. Posteriormente, una porcion (1 g) del extracto se
separd por cromatografia en columna y se obtuvieron 189 fracciones que se
analizaron por TLC, y aquellas fracciones que mostraron una composicion
interesante fueron analizadas por ESI-MS y RMN. Con base en este analisis, se
identificaron seis compuestos, siendo estos Pinocembrina (1), Biochanina A (2),
Baicaleina (3), Pinobanksina chalcona (4), 5,8-dihidroxi-flavanona (5) y Ramnetina
(6). Su estructura quimica se muestra en la Figura 4.

28



HO O

HO o
.
OH o
OCH,
OH 0 5,7-dihidroxi-4'-metoxiisoflavona
Pinocembrina (1) (Biochanina A) (2)
HO oH
HO o)
A
HO
OH o OH
OH o)
5,6,7-trihidroxi-flavona (Baicaleina) (3) Pinobanksina chalcona (4)
OH
OH
o HCO o
OH
OH
OH o] o 5
5,8-dihidroxi-flavanona (5) Ramnetina (6)

Figura 4. Estructura quimica de los flavonoides presentes en el propéleo mexicano.
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9 DISCUSION

Los productos naturales son una fuente invaluable de compuestos con diversas
propiedades medicinales. Los compuestos de origen vegetal proporcionan una gran
cantidad de nuevos agentes con potencial terapéutico [88, 89]. El propdleo es un
producto apicola elaborado por las abejas a partir de compuestos de origen vegetal
y ha demostrado ser un gran candidato para el tratamiento de diferentes afecciones
de salud [90].

Diferentes estudios a nivel mundial han demostrado que, entre las propiedades
bioldgicas del propdleo en distintas regiones del mundo, comunmente se observan
efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antimicrobianos con este producto natural
[51, 52,64, 91, 92]. Sin embargo, estas propiedades tienden a variar segun la region
especifica en la que se obtienen las muestras de propodleo, ya que la flora especifica
del entorno de las abejas es diferente en cada zona y continente del mundo [93-95].

Entre las diferentes propiedades biologicas del propdleo, destaca su actividad
antifungica. Algunos de los organismos mas interesantes que estan directamente
relacionados con las infecciones de la cavidad oral son los hongos del género
Candida, los cuales son comensales oportunistas que pueden producir infecciones
en individuos con un estado inmunodeprimido causado por la ingesta de farmacos,
o por enfermedades sistémicas como el cancer o la diabetes. Ademas, el uso de
algunos dispositivos en la cavidad oral, como las proétesis infectadas con Candida
sp. utilizados en tratamientos odontolégicos, pueden contribuir no solo a la infeccion
por este hongo microscopico, sino que también pueden influir y promover el
sobrecrecimiento de Candida sp., lo que lleva a la condicion conocida clinicamente
como candidiasis [96-98].

Ha habido un creciente interés en encontrar alternativas para el tratamiento de la
candidiasis, debido a la creciente resistencia de Candida sp. a los farmacos
clasicos, sin tener en cuenta los efectos secundarios asociados a los mismos [97,
99-101]. Los productos naturales presentan una opcion atractiva, por su baja o nula

toxicidad; ademas, la rica composicion quimica del propoleos proporciona la ventaja
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de que algunos de los metabolitos secundarios presentes en él podrian actuar sobre
algunos factores de virulencia que presentan Candida sp., contribuyendo a la
atenuacion de la patogenicidad de estos microorganismos. Este efecto adicional
tiene como objetivo inhibir la virulencia en lugar de solo el crecimiento de hongos,

lo que lo que podria disminuir el desarrollo de resistencia a los medicamentos [102].

Considerando lo anterior, en un estudio, probaron los efectos fungicidas de 50
muestras de propo6leo de Polonia en cinco cepas de C. albicans (ATCC 76615), y el
valor medio de MIC de las muestras de propoleo fue inferior a 25 mg/mL para todas
las cepas de Candida [78]; en este sentido, nuestra muestra de propdleo mexicano
presenté mayor actividad fungicida en comparacion con el propoleo europeo, ya que
los valores de CFso fueron inferiores a 1 mg/mL, ademas de que los valores de CFM
tanto en C. albicans y las otras cepas de Candida analizadas en nuestro trabajo (es
decir, C. krusei y C. glabrata) variaron entre 1.25y 0.312 mg/mL. Ademas, nuestra
muestra de propoleo mexicano también mostré un mejor efecto antifungico que el
propoleo irani probado en aislados humanos de C. albicans de infecciones de la
cavidad oral. En este trabajo, los autores informaron que su muestra de propdleo
irani present6 un rango de concentraciones de MIC de 0.120 a 0.970 mg/mL [7]. En
comparacion, nuestra muestra de propéleo mostré un rango de valores de 0.014 a
0.237 mg/mL.

También se ha reportado que otros propdleos mexicanos obtenidos de diferentes
estados de la Republica Mexicana (Veracruz, Estado de Meéxico y Puebla),
presentan efectos antifungicos contra 37 muestras de C. albicans. Una de estas
cepas fue la ATCC 10231, que se utiliz6 como cepa de referencia, mientras que las
otras 36 cepas se obtuvieron de aislados humanos (obtenidos de: 11 exudados
orales, 11 escamas de ufias, 7 escamas de piel, 4 sangre, 1 aspirado de liquido
bronquial y 1 orina). En este trabajo, la muestra de propdleo obtenida del Estado de
México fue la mas activa frente a las cepas de Candida, ya que a una concentracion
de 0.80 mg/mL inhibi6 el 94.40% de las cepas de aislados humanos de C. albicans,
mientras que a una concentracion de 0.60 mg /mL fue suficiente para inhibir la cepa

de referencia. Por lo tanto, la cepa de referencia fue mas susceptible a todas las
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muestras de propodleos mexicanos [103, 104]. En comparacion con los otros
propéleos de México, nuestra muestra de propoleo fue mas activa, ya que el rango
medio del CFso fue de 0.065 mg/mL para todas las cepas de C. albicans analizadas.
Esta variabilidad de actividad anti-Candida entre propdleos de un mismo pais es un
punto a considerar, ya que las caracteristicas climatolégicas y ambientales
desérticas del lugar difieren del clima templado y tropical de los tres estados
mencionados anteriormente. Esto se debe a que la flora que se puede encontrar en
estas zonas difiere mucho [47, 105-108], por lo que la composicién quimica y las
propiedades biologicas de los propdleos recolectados en las distintas zonas de
México pueden influir en su capacidad para inhibir la crecimiento de C. albicans.

Entre los factores de virulencia que presenta C. albicans se encuentran la secrecién
de enzimas hidroliticas, la formacién de biopeliculas y la formacion de tubos
germinativos, los cuales estan involucrados en diversos procesos ligados a la
adhesion y formacion de biopeliculas relacionadas con los efectos patoldgicos de
infeccion por este microorganismo [109]. Por ello, en este trabajo evaluamos el
efecto del propdleo en la formacion del tubo germinativo. La inhibicion del tubo
germinativo es un factor que esta directamente relacionado con el proceso de
adhesion de C. albicans a las superficies de los organismos; ademas, también esta
relacionado con otros factores, como el pH, la temperatura, las actividades
enzimaticas extracelulares y las glicoproteinas. Como tal, la adhesion se considera
el primer paso en la colonizacién de este microorganismo, lo que lleva a la formacion
de una biopelicula [101]. Las biopeliculas de C. albicans estan formadas por
proteinas, lipidos, ADN extracelular y carbohidratos (que contribuyen al 25 % de la
matriz, donde el complejo manano-glucano es mas abundante) [110]. Por lo tanto,
la inhibicion del tubo germinativo es un mecanismo clave que puede determinar los
efectos antifungicos que muestran algunos productos naturales, como el propodleo,
sobre las especies de Candida.

En este sentido, investigamos el efecto inhibitorio del propdleo mexicano sobre la
formacion de tubos germinativos de aislados de C. albicans. Se observo inhibicion

completa del tubo germinativo en un rango de 1.25 mg/mL a 2.5 mg/mL de propdleo;
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ademas, el rango de Clsg en el que el propdleo mexicano inhibe la formacion del
tubo germinativo oscilé entre 0.019 y 1.29 mg/mL. Cabe resaltar que solo existen
dos articulos en el mundo, hasta donde sabemos, que reportan la inhibicién del
crecimmiento del tubo germinativo de C. albicans con propdleos de otros paises. En
uno de estos trabajos evaluaron el efecto antifungico del propdleo egipcio y
demostraron que, a una concentracion de 0.075 pg/mL, se redujo un 35 % la
formacion del tubo germinativo de C. albicans, la cual fue aislada de la cavidad oral
[101]. El otro estudio inform6 que un propdleo irani tenia la capacidad de inhibir la
formacion del tubo germinativo de una manera dependiente de la concentracion,
donde el uso de 7 de MIC lo redujo en un 22 %, mientras que el uso de 2 MIC lo
redujo en un 36.70 % [7]. La capacidad de diferentes muestras de propoleos para
inhibir el crecimiento del tubo germinativo indica una gran promesa en la busqueda
de nuevos antifungicos, ya que este proceso celular y bioquimico es el paso inicial
para que C. albicans comience su comportamiento como patdégeno, desarrollando

asi todos sus mecanismos de patogenicidad.

Ademas, con el fin de encontrar una mejor explicacion de las actividades
antifungicas reportadas, se realiz6 un analisis de la composicién quimica del
propdleo mexicano, ya que algunos autores han sugerido que dicha informacion es
necesaria para comprender mejor las actividades biolégicas del propoleo de
diferentes regiones [42]. Dentro de los componentes que se encuentran en el
propéleo mexicano, observamos una alta frecuencia de compuestos de origen
fendlico, como los flavonoides, que tienen diversas propiedades beneficiosas para
la salud humana. Se ha demostrado que algunos flavonoides presentes en nuestra
muestra tienen efectos antifungicos, como la pinocembrina [111-115], que ha
demostrado tener un efecto inhibidor sobre la formacion de biopeliculas de C.
albicans, asi como sobre la forma filamentosa de este microorganismo. Otro
compuesto encontrado en nuestro propdleo fue la baicaleina, de la cual se ha
informado que esta flavona es capaz de inhibir la formacidén de biopeliculas en
muestras de C. albicans de ATCC y aislados clinicos [116]. Por tanto, es probable

que el efecto anti-biofilm de la baicaleina también esté directamente relacionado
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con la inhibicion del tubo germinativo, ya que se trata de procesos estrechamente

relacionados.

Sin embargo, estos resultados solo pueden explicar una parte de los posibles
mecanismos de accion involucrados en el efecto antifungico del propdleo mexicano.
Es importante considerar otros mecanismos inhibitorios relacionados con Candida
sp., como el dafio de membrana, la inhibicidn de la sintesis de acido nucleico y la
inhibicién del metabolismo energético, asi como el cambio morfolégico de levadura
a hifa (conocido como dimorfismo levadura-hifa) [117, 118]. En este punto, la
variabilidad y complejidad en los constituyentes quimicos presentes en el propdleo
mexicano lo convierte en un producto con un potencial de estudio muy interesante,
permitiendo que los diferentes compuestos fendlicos ejerzan sus efectos
antifungicos a través de la sinergia entre ellos, contribuyendo a los efectos
inhibitorios sobre crecimiento de microorganismos ya la inhibicién de factores de
virulencia relacionados con la infeccion por Candida sp. [47].

Con la informacién obtenida en este trabajo podemos concluir que el propdleo de
Chihuahua tiene actividad antifungica sobre muestras de Candida sp. obtenidas de
pacientes infectados con este patdgeno. La actividad anti-Candida y la capacidad
de inhibir la formacién del tubo germinativo debe estar directmente relacionada con
la composicion quimica del propodleo de Chihuahua, de la que hasta el momento se
han logrado identificar compuestos de naturaleza fendlica, especificamente de la
familia de los flavonoides, y de los que se han reportado diversas propiedades
antimicrobianas y antifungicas. Sin embargo, aun es necesario continuar trabajando
con este y otros productos apicolas, con la finalidad de aumentar y esclarecer el
conocimiento sobre mecanismos fungicidas y antimicrobianos, y al mismo tiempo
sentar las bases para que en un futuro puedan realizarce estudios clinicos que
permitan determinar la posibilidad de proponer e implementar al propéleo mexicano

como un complemento en el tratamiento de las infecciones generadas por Candida

sp.
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10 CONCLUSIONES

El extracto etandlico de propdleo de Chihuahua tiene actividad anti-Candida
en aislados clinicos de Candida sp.

El extracto etandlico de propdleo de Chihuahua tiene la capacidad de inhibir
la formacion del tubo germinativo de C. albicans.

En el extracto etandlico de propdleo de Chihuahua se detectaron compuestos
de origen fendlico como pinocembrina, biochanina A, baicaleina,
pinobanksina chalcona, 5,8-dihidroxi-flavanona y ramnetina.

Los compuestos identificados en el extracto etandlico de propdleo de
Chihuahua estan directamente relacionados con la actividad anti-Candida y

con la inhibicion del tubo germinativo.
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