D WOV AUTORDA
)

UN/M

POSGR/D0

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y LA SALUD
ANIMAL

“Evaluacion de la actividad antimicética in vitro de propoleo
procedente de abeja nativa Scaptotrigona mexicana contra

Microsporum canis”.

TESIS

PARA OPTAR POR EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS DE LA
PRODUCCION Y LA SALUD ANIMAL

PRESENTA
MARYSOL CARMONA CHAVEZ

ASESOR
DR. TONATIUH A. CRUZ SANCHEZ

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:
DR. JOSE GUILLERMO PENIERES CARRILLO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

DRA. MARIA MARGARITA CANALES MARTINEZ
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

CUAUTITLAN IZCALLI ESTADO DE MEXICO, 2023




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



M.V.Z Marysol Carmona Chavez

FINACIAMIENTO

Proyecto PAPIIT IN223719 “Evaluacion de la potencialidad antimicrobiana de propdleos de
abejas sin aguijén de México”

-Proyecto PIAPI 2011: Investigacion del propdleo de abejas nativas (abejas sin aguijon)
para su aplicacién en Medicina Veterinaria y Humana

-Beca Conacyt CVU 966537

CATEDRAS DE INVESTIGACION
Cl2237

“Potencializacion de la actividad bioldgica de propdleos con la adicién de chalconas para
su aplicacién en la salud animal y humana”

C12222

Nanoparticulas de propéleos de abejas nativas provenientes de Chiapas para su aplicacion
en medicina veterinaria

LUGARES DE REALIZACION
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan UNAM

Laboratorio No. 6 de la Unidad de investigacion Multidisciplinaria, FES-UNAM, “Laboratorio
del Servicio de Analisis de Propdleos” bajo la responsabilidad del Dr. Tonatiuh A. Cruz
Sanchez.

KesiLASAP

Laboratorio de Servicios de

4 } Analisis de Propéleos, FES-UNAM

Instituto de Quimica

Laboratorio de Espectrometria de Masas con el apoyo de Dr. Francisco Javier Pérez
Flores.



M.V.Z Marysol Carmona Chavez

Este trabajo se presentd en el XXVI Congreso Panamericano de Ciencias Veterinarias
2021

Feawvz pAgYEr

La Asociacion Panamericana de Ciencias Veterinarias y la Federacion de
Colegios y Asociaciones de Médicos Veterinarios Zootecnistas de México A.C.

otorgan el presente

MARYSOL CARMONA CHAVEZ

Por su participacion como PONENTE durante el XXVI Congreso Panamericano de Ciencias Veterinarias con
el tema: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA IN VITRO DE PROPOLEO PROCEDENTE DE LA
ABEJA SIN AGUIJON SCAPTOTRIGONA MEXICANA CONTRA MICROSPORUM CANIS presentado en
MODALIDAD ORAL.

ANNET,,

CONGRESO PANAMERICANO DE
CIENCIAS VETERINARIAS

74 al 26 de noviembr




M.V.Z Marysol Carmona Chavez

Agradecimientos

Este trabajo lo logré gracias a la presencia y ayuda de muchas personas que me han
ayudado a crecer como persona y profesionalmente, doy gracias a la vida haberme
encontrado con todos ustedes.

Dr. Tonatiuh gracias por seguir creyendo en mi como investigadora y dejarme ser parte
del LASAP que mas que un equipo de trabajo se ha formado una bella familia.

Dra. Betsabé que aparte de ser una ayuda durante todo mi proceso me has brindado una
amistad incondicional que valorare por el resto de mi vida.

A los doctores miembros de mi comité Dra. Margarita Canales y Dr. José Guillermo
Penieres gracias por todo su apoyo y consejos dados durante el proceso.

Especial mencion a todos los que me ayudaron en la parte técnica sin todos ustedes no lo
hubiera logrado: Biol. Elva Bazan, Dr. Carlos Gerardo Garcia, M en C. Francisco Rodolfo
Gonzalez Diaz, QFB Arianna Lezama Uc .

Y por ultimo quiero agradecer a mi familia que siempre estan en mi mente y corazén
durante el proceso y a todos mis amigos que me apoyaron y me estuvieron echando
porras



M.V.Z Marysol Carmona Chavez

CONTENIDO
L. SINTESIS ..uevereueueeresersesesesesessssssesetsssssssasessssssssssesessssssssssesessssssssesestssssssssessssssssssssessssssssssesesessssssssesasess 7
2. INTRODUCCION ....cueerreerreneeeeresessessssessssessssssessssessesesssssssssssessssesssssssnsssessssessosesssssessssessesessesessnsssensosessens 8
2.1 ABEJAS SIN AGUION O NATIVAS ....uevteeerurreeesureeesasreeessseessssseessssssessssseesssssesessssseesssseesssssssesssssseesssssessssssseesnssees 8
2.2 PROPOLED ...vteeeeiiteeeiiitte e ettt e e eiitee e sttt e e e it e e s aat e e e sabeeeeesbe e e s nseeeesabaeeeeasbeeesaaneeeesasbeeeeanbeeesannaeeesannaeesanbenesann
2.2.1 Composicion quimica del propdleo..........
2.2.2 Propiedad antimicética del propdleo
2.3 HONGOS .. tteeee ettt et ettt et e e e sttt e e e e e st e e e e e e e s a bbbt e e e e e e s e uba bt eeeeeeae e hatteeeeeeeeaanbateeeeeeeanbnaaeeeeeeaanne 14
2. DERMATOFITOSIS. cvveeuvteeuteesueesseeesssessseeessuessseeesssesssssessessssesesssesssssesssesssssesssesssssesssesnsesssssesssessssesssesessseessees
2.4.1 Diagndstico
2.5 IMICROSPORUM CANIS ..c.uvveeiieeueeenitesssteenseeessseesuseessseesssessssessseesssseesssesssssesssesssseesssesssesssssesssesesssesssesesssesssens 22
2.6 ANTIMICOTICOS ..uuvevveteeeeeeauiitteeeesssseutatteeeesssastataeaeeessassssaaaeesesasasasaaaeasssassnsaaaeeessasasstaaaeesssasanssnaeesssesnnnnes 24
2.6.1 Az0les: imidQzOIS Y trIQZO] ..........oueeeeeeeeeeeeeeeeee e e ettt ee e et e e e et e e e et e e e s a e e e tra s e e etraaenanneas 24
2.6.2 KEEOCONAZO! .....vvveeeeeeeeeeee ettt e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e staase e s e e e e e s ssssasaaaseessnsssseaaseeaaas 26
2.7 ANTECEDENTES DEL USO DE PROPOLEO EN CANINOS ..veeuvvientreenuueenseeesseeessseessesessseesseeenssesssssesssesssssessssnsesessessnsees 28
2.7.1 NEOPIGSIAS ...ttt ettt et e e et e s e st et e s ate e st e st esateesateenaseenateesaneens

2.7.2 MUCIOOIGANISINOS ...ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesesesesesesesesesesasesasesasssesssasssssssssesesesssssesssasasessseses
2.7.3 Inmunoestimulante

2.7.4 Oftalmopatias
2.7 HERRAMIENTAS PARA EL ESTUDIO ESTRUCTURAL DE MICROSPORUM CANIS «.vvvvveeeieeiuieeeeeeesesiiseeesesessssssesesesssesssnnes 31
B JUSTIFICACION ....eeeeeeeveeneeeeeseeeeeesseesesesssessessessssssessesstsssessessesnsessessesssensessessesssensessesstsnsessessessssnsessesnes 32
B, HIPOTESIS ....oveeeeeeeeeeerereeseesseessssessssesessessssesessssenssssssssessnsssenssssssssessnsssensssensesessesesensesessssensesesensesenssassenns 33
5. OBJETIVO GENERAL....cceetveeeiieiriitereeeeieerreesnnssssssesseesssassssssssessssassssssessesssnssssssssssssssnssssssssssssnasssssssssessnnnns 34
5.1 OBJETIVOS PARTICULARES. ......uutrrereeeeeseutrreeeeeeesassssseeeseeesasissssseseessesissssssesesassssssssesssesssssssssesssenssssssseesssennnnnns 34
6. DISENO EXPERIMENTAL (FIGURA 9) .eouviiueieeeeiiuiineeessesssesessessssssesesssssssssessessesssessessessssssessessesssessessenses 35
T L PROPOLED .ceeviiieeuuiieieeeeseestieteeeessesaubataeeessesasssataaaessssasstaeaaeeesssassnsaeasesssassssssaetesssensssssneeesssnnssssnaeessssnnsnnes
7.1.1 Especificaciones fisicas
7.1.2 Pruebas CUQIEATIVAS 0@ EEP............uveeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeteeee e eeeettaveea e e e eesssseaeaeseeesssssseaeseessssssssenees
7.1.3 Pruebas cUQNtitQtivas A EEP ...........couueeeeeeeeeieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesaeeeaeaaseeesessesssssssssssssrsenes
7.1.4 Cromatografia de gases masa
7.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA ...ceeeeitttteeeeeeeseittteeeeeeesessstseeeesssessssssnssesssessssssssesssessssssssesssennnnnns 39
7.2.1 Prueba de sensibilidad CUQIEATIVA ............ccccvveeeeeeeeeieiieeeeeeeeeeecitteeeeeeeeettateeeae e eeesisaasreaeseesssssssseeess 39
7.2.2 Prueba de difUusSiOn @N QQQF ............cccccueeeeieeeeeeeeeeeeteeeeetetaeeetteeeeettaaeestaa e e st e eessssaesstssaeeassesensases 41
7.2.3 Método de dilUCION € 24 POZOS.......ccveieeeieeieeieieestese sttt te e ste s e s et ettete e e stes e snsessensensenes 42
7.2.4 Determinacion del dQAO COIUIAN...............ooovuueeeieiieeeeeiiiiie ettt eee sttt eeeessaaeeaa s 42
8. RESULTADOS.......ccettiteeennneeereeeeeenssseeeeeeeesasssssssssssssssssssssssessssnssssssssessssnssssssssssssnsssssssssssssnnnsssssssssssnnnnssnnns 44
0 I V0T T =Y o U UPPRRNt

8.1.1Especificaciones fisicas
B.1.2PrUebaS CUGIIEALIVAS ..cccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt et e et e ettt ettt e e et e eeteeeteeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeees
8.1.3 Pruebas cuantitativas

8.1.4 Cromatografia de gases masa



M.V.Z Marysol Carmona Chavez

8.2 PRUEBA DE SENSIBILIDAD CUALITATIVAS ....ttttteeeeesauuterteeeesesauuseteeeesssaausseeeeesssasaunssaesesssesassssesesssesannssneeesssessnnses 50

8.2.1 Prueba de difUsSiOn €N QQQI ...........ccocuveeeeeieieeeeee e et e e et eeetea e et ee e e ettt e e e staaaestaaaesstseaaessssaennsnes 50

8.3 PRUEBA DE SENSIBILIDAD CUANTITATIVA ..veeiuveesureesureessseessseessseessesssssesssesssseesssesssseesssssssssessssessssessssessssesssesssees 51

8.3.1 Método de 24 pozos en agar MOGIfICATO ............coecveeeeciiieeeeeie e et e e a e e tes e e eetaaeenaes 51

E R I Do [ o el=1 1V [o | (U UUPPN 52

9. DISCUSION ....evvrrineeessessssssssesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 57

10. CONCLUSIONES ......ceettieiiiecrrsnneeeeesssessssnnsesssssssssssnnsesssssssssssnnsesssssssssssnnsesssssssssssnnsesssssssssssnnssssssssssssnnnnans 60

12, REFERENCIAS ......uuueeiiiiiiiiiiinnneetiiiiiissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnsnns 61
TABLAS

Tabla 1 Perspectivas del uso de propdleo in vivo e in vitro (Tovar, 2016) ......ccceeeccuieeeeiiieeeeeiieeeecreeeeeiree e 30

Tabla 2 Especificaciones fisicas del Propol0 .........eiiiuieiieiiiii it 37

Tabla 3 Caracteristicas fisicas del propoleo emMpPleado..........occcuieeiiiiie e e 44

Tabla 4 . Resultados de la muestra de extracto de propdleo que muestra la absorbancia y la concentracion
(o Lo £t Yo ] L=Te 1Y I o - 11 o TSR 46

Tabla 5. Medicion de ancho de hifas (micras) y promedios, (Se observa la gran diferencia comparando el
grupo control el cual tiene un ancho promedio de 2.4 micras a comparacién del grupo de EEP a 512 mg/ml
con 8.3 micras) y el grupo control el cual no tenia ninglin tratamiento . .......cccccveeeeiiee e e 54

FIGURAS

Figura 1 Mapa de registros de Melipona beecheii y Scaptotrigona mexicana en México. (Shanahan et al

2017) 8
Figura 2 Diferencias entre abejas sin aguijon y con aguijén (Shanahan, et al, 2017) 9
Figura 3. Caracteristicas de Scaptotrigona mexicana (Shanahan 2017) 10
Figura 4 Codice maya en donde se representa a las abejas. (Arnold, et al, 2018) 11
Figura 5 Productos principales de la colmena (Shanahan, 2017) 12
Figura 6. Esquema de hongos pluricelulares y unicelulares (Reynosa, et al, 2015) 16
Figura 7. Colonia Microsporum canis tomada en LASAP FESC 18

Figura 8 Lesiones dermatoldgicas ocasionadas por Microsporum canis en caninos ( Reynosa, et al ,2015) 23

Figura 9 Disefio experimental 35
Figura 10. Georreferencia del propdleo 36
Figura 11 vista microscépica de macroconidias con tincion de azul de algoddn 41
Figura 12 . Cepa de M.canis en agar SDA con 10 dias 41
Figura 13 Vista macroscépica del propdleo Figura 11.1 Vista macroscopica del propdleo 44
Figura 14. Prueba cualitativa del propdleo mezcla sin el reactivo 45


file:///C:/Users/PC/Desktop/ultima%20revision.docx%23_Toc136446384

M.V.Z Marysol Carmona Chavez

Figura 15. Reaccidn a los componentes 45

Figura 16. Curva de calibracion para obtener la concentracion de acido galico en la muestra de propdleo. Se
muestra también los valores de absorbancia (Abs en nm). 46

Figura 17. Curva de flavonoides y totales 47

Figura 18 Cromatograma de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) correspondiente al
propdleo de Scaptotrigona mexicana y los principales compuestos detectados. 49

Figura 19. Prueba de difusidn radial con extracto etandlico de propdleo, concentraciones de 16 mg (A), 32
mg (B), 64 mg (C) y 128 mg (D) , asi como con ketoconazol 50 mg (E). 50

Figura 20. Prueba de 24 pozos en agar SDA se puso la muestra por triplicado se muestra en las filas de
izquierda a derecha: concentracion 128 mg, 256 mg, 512 mg, ketoconazol y grupo control. Se observa el
crecimiento de la cepa de M.canis desde el dia a) 0, b)5, c)15 y d) hasta el 30. 51

Figura 21 Tincidén azul de algoddn, cambio de hifas 24 horas después de aplicar las concentraciones de EEP
A) Control, (hifas sin cambio)B) Ketoconazol (Hifas adelgazadas)50 mg/ml, C) 256 mg/ml, D) 128 mg/ml,
E)512 mg/ml (hifas ensanchadas) (vista 100 X) 53

Figura 22. Promedio de ancho de hifas, prueba de ANOVA empleando un nivel de significancia de P<0.05,
observando que las hifas tratadas con el EEP a 512 mg/ml (+++) tuvieron un ensanchamiento significativo
comparado con las hifas control y las hifas tratadas con ketoconazol 54

Figura 23. Imagenes tomadas con microscopio de fluorescencia. En el grupo control (A) podemos observar
una hifa sin dafio (flecha roja), en el grupo de Ketoconazol ( E) podemos observar al enfocar con el yoduro
de propidio como se marca de rojo el interior de la hifa lo cual nos demuestra que el ketoconazol logro
entrar a la hifa debido a la ruptura de la membrana, en los 3 grupos en donde se utiliz el EEP a diferentes
concentraciones en el 128 mg/ml (1) observamos vacuolas y que el yoduro logro entrar a la hifa , en el de
252 mg/ml (L) observamos lo mismo que en la concentracidn anterior y las vacuolas mas grandes y definidas
y en la concentracion 512 mg/ml (N) observamos adelgazamiento y ruptura de las hifas (Flecha azul ) 56



M.V.Z Marysol Carmona Chavez

1. SINTESIS

El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro el prop6leo de abeja nativa de la especie
Scaptotrigona mexicana, en base a la observacion de diversos trabajos de sus propiedades

antifingicas, antivirales y antibacterianas, entre otras.

Se obtuvo extracto etandlico de propéleo proveniente de Yecuautla Veracruz y se trabajo

con una cepa de Microsporum canis proporcionada por Facultad de Medicina UNAM.

Se evallo la actividad antifungica mediante la prueba cualitativa de difusiébn en agar
Sabouraud utilizando discos impregnados de EEP a las siguientes concentraciones: 16 mg,
32 mg, 64 mg y 128 mg/ml, encontrando inhibicién Gnicamente en la concentracion de
128mg/ml

También se realiz6 el método cuantitativo de 24 pozos en agar modificado, utilizando
concentraciones de 128 mg, 256 mg y 512 mg/ml obteniendo una alta inhibicién a partir de
la concentracién de 128 mg. En las dos pruebas realizadas se utiliz6 como control

ketoconazol a una dosis de 50mg y un control positivo con M.canis.

Posteriormente se evalu6 el dafio celular observando con tincion de azul de algodon, en las
concentraciones de extracto etandlico de prop6leo (EEP) 128 mg/ml, 256 mg/ml, 512 mg/ml;
50 mg/ml de ketoconazol y un control, observando un ensanchamiento marcado de las hifas

en la concentracién mas alta utilizada de EEP 512 mg/ml.

Tambien se evalu6 el dafio estructural mediante microscopia de fluorescencia observando
un ensanchamiento y ruptura de las hifas en todas las concentraciones utilizadas (128, 256

y 512 mg/ml), comparando con el grupo utilizado con ketoconazol el cual adelgazo la hifa.

Por lo cual observamos se puede utilizar el EEP como un co-tratamiento en las infecciones

causadas por M. canis
Palabras clave

Propoleo, Scaptotrigona mexicana, dermatofitosis, Microsporum canis, hongos, piel,

antimicotico.
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2. INTRODUCCION

2.1 Abejas sin aguijén o nativas

Las abejas llamadas comunmente “abejas sin aguijén” pertenecen a la tribu Meliponini.
Aunque se les llama “abejas sin aguijon”, estas abejas si lo tienen. Sin embargo, su aguijon
es muy pequefio y no pueden picar, se encuentran en el continente americano, Asia, Africa
y Oceania. Viven en zonas tropicales y subtropicales de donde son nativas. En tiempos
prehispanicos, cuando la Apis mellifera todavia no habia llegado a América, las abejas sin
aguijon eran las Unicas que producian miel. (Morales, 2015)

25'

Melipona beecheii
A Scaptotrigona mexicana

25'N

20*
20*

15*
15

o 125 250 500 Kilometers
105°W 100° W 95w €0°w

Figura 1 Mapa de registros de Melipona beecheii y Scaptotrigona mexicana en México. (Shanahan et al
2017)

En el mundo hay unas 20 mil especies de abejas; cerca de 500 habitan en América

En México (Figura 1), estan presentes 11 géneros y 46 especies de la Tribu Meliponini, los
géneros que presentan mayor numero de especies son Plebeia (12 spp), Trigona (9 spp),
Melipona (7 spp), y Trigonisca (5 spp), existen regiones, como en la Huasteca, en donde
aprovechan la especie Scaptotrigona mexicana En la region de las Altas Montafias del
estado de Veracruz existen tres especies de abejas sin aguijon, incluida Scaptotrigona
mexicana, con alto potencial para ser explotadas comercialmente, ademas de:

Scaptotrigona pectoralis y Nannotrigona perilampoides. (Ayala, 1999)



M.V.Z Marysol Carmona Chavez

ABEJAS CON AGUIJON

\ »
)
Apis mellifera Bombus weisi

La abeja comin Abejorro

ABEJAS SIN AGUIJON

> e

Melipona beecheii Scaptotrigona Scaptotn'g9na
mexicana pectoralis

Tow: Magge Suatan y Joge Medds

Figura 2 Diferencias entre abejas sin aguijon y con aguijon (Shanahan, et al, 2017)

Para los mayas y nahuas dedicados a la meliponicultura, las especies Melipona beecheii y
Scaptotrigona mexicana, respectivamente, tienen un gran valor cultural por las propiedades
nutricionales, medicinales y comerciales de su miel. (Gonzalez, 2012).

La miel y el propoleo de Scaptotrigona mexicana sirve para combatir problemas
respiratorios como la tos y malestares del estbmago, asi como cicatrizante de heridas. Los
mayas (Figura 2), por su lado, estan convencidos de que la miel de Melipona beecheii ayuda

a curar las afecciones de los ojos.

Se considera que el propéleo y la miel de Scaptotrigona mexicana (Figura 3) es mas

nutritiva que la de la europea Apis mellifera. (Mohd, et al, 2019)
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Nombre cientifico

Scaptotrigona mexicana

Nombres comunes Abeja Congo, Pisil Nekmej

en México
Su comportamiento varfa de ser
Caracteristicas mansa a ser mas defensiva. Se enreda
incipal en el pelo para defender su nido. En
principales general, es una abeja resistente a las
plagas. como la mosca parasita.
Piquera

Nidos tradicionales

magen del wdeo “Psd ted

Produccion anual de
miel por colmena
(en el sur de
Chiapas)

De0.5a1 litro

Figura 3. Caracteristicas de Scaptotrigona mexicana (Shanahan 2017)

En el mundo entero hay cada vez menos abejas sin aguijon. Esta disminucion se debe a
varias amenazas como, por ejemplo, la deforestacion, el uso indiscriminado de pesticidas

y el cambio climatico.

Por varios motivos, en las ultimas décadas el manejo de las abejas sin aguijon también se
ha estado perdiendo. Sin embargo, recientemente ha nacido nuevo interés por la
meliponicultura (crianza de abejas meliponas o abejas sin aguijon), por las diferentes mieles
gue brinda y por la importancia cultural que representa, ya que nuestros antepasados
utilizaban los subproductos de la colmena para uso medicinal principalmente e incluso las

representaban en sus cadices (Figura 4)

A pesar de las amenazas (0 los riesgos) sefialados antes se reconoce su importancia
cultural y funcién polinizadora, por lo que es necesario fomentar el conocimiento y cuidado
de las abejas. (Guzméan, 2018)

10
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Figura 4 Codice maya en donde se representa a las abejas. (Arnold, et al, 2018)

11
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2.2 Propdleo

La palabra propdleo viene del griego “propoleo”,que significa pro=adelante y polis= ciudad.

El propoleo es una mezcla resinosa que las abejas obtienen de los arboles que luego
procesan en la colmena para sellar los pequefios huecos del nido,(Figura 5 ) debido a que
combate a los microorganismos o evita que aparezcan, el propdleo protege la colonia de
enfermedades.

Su color puede parecernos ocre, rojo, pardo, marrén claro o verde, algunos son friables y
firmes, mientras que otros son gomosos y elasticos. Etimoldgicamente el término proviene
del griego y significa en “defensa de la colmena”. (Pefia,2008).

Cerumen

Figura 5 Productos principales de la colmena (Shanahan, 2017)

Las propiedades biolégicas y farmacoldgicas méas estudiadas son aquellas que lo describen

como agente antiinflamatorio, antioxidante, antiséptico y antineoplésico. (Cruz,et al, 2013).

2.2.1 Composicién quimica del propdleo

Basicamente se compone de un 50-55% de resinas y balsamos, 30-40% de cera de abeja,
5-10% de aceites esenciales o volatiles, 5% de polen, y 5 % de materiales diversos. Se han
identificado mas de 160 compuestos, de los cuales un 50% son fendlicos, a los cuales se
les atribuye accion farmacoldgica. Los principales son; flavonoides, acidos aromaticos, y

sus esteres, aldehidos arométicos (vainilla e isovainilla), cumarinas, triglicéridos fendlicos.
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En el mundo existe una gran diversidad en cuanto a vegetacion, la cual genera variabilidad
en la composicién quimica del propéleo. En este sentido, se ha reportado en la composicién
guimica del propéleo de diferentes regiones geograficas, y en el caso del propdleo de
Europa, China y Norte América predominan compuestos tales como flavonoides, acidos
fendlicos y sus ésteres, mientras que, en propoleos de regiones mas tropicales como Brasil,
predominan diterpenos, lignanos, y compuestos prenilados derivados del acido p-cumarico,

terpenos y acetofenonas.

Los origenes principales de los compuestos presentes en la resina de los propéleos son:
sustancias secretadas por las plantas y sustancias exudadas de heridas en plantas
(material lipofilico en hojas y troncos, resinas, mucilago, gomas, latex, entre otros)
colectado por las abejas, sustancias secretadas del metabolismo de las abejas, y material

introducido durante la elaboracién del propéleo.

Hay distintas estrategias para conocer la fuente de la cual las abejas colectan las resinas
para fabricar el propéleo, una de ellas es la comparacion de los compuestos quimicos del
propdleo y en las plantas ubicadas en un radio cercano a la colmena de donde las abejas

colectan.

Los métodos quimico-analiticos mas utilizados para determinar la composicion quimica del
propoleo, asi como de las resinas de las plantas ha sido la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés), espectrometria de masas (MS) y resonancia

magnética nuclear (RMN). (Pefia, 2008)

Otras alternativas son estudios anatémicos del propdleo en los que se busca detectar
fragmentos de plantas y compararlos con referencias de preparaciones histolégicas como
posibles fuentes de plantas de las cuales las abejas colectan; exdmenes microscépicos de
granos de polen encontrados en el propoleo; observacion de las abejas para monitorear

cuales plantas son las que mas visitan para obtener las resinas.

De todos estos métodos la estrategia quimico-analitica es la de mejor eleccion, porque
ademas de proporcionarnos la posible fuente de los exudados, nos proporciona la

composicion quimica del propoleo para estandarizar este producto.

Las principales especies de plantas de las cuales proviene el prop6leo son especies del
género Populus spp. (Populus nigra, Populus alba, Populus fremontii, Populus tremula,

Populus suaveolens, etc.), y especies como Baccharis dracunculifolia, Hyptis divaricata,
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Clusia minor, Clusia major, Clusia rosea, Dalbergia ecastophyllum, Pinus spp, Betula spp,
etc. Es importante notar, que en general, las abejas utilizan solo una especie de planta en
el &rea de colecta como fuente principal de resinas para la fabricacion del propéleo. (Robles,
et al., 2012).

2.2.2 Propiedad antimicdtica del propdleo

Las propiedades antimicoticas de propdleo, incluyendo la actividad sobre varias especies
de hongos y levaduras como Candida albicans, Aspergillus niger, Microsporum vy

Malazessia pachidermatis se han estudiado previamente.

La actividad antimicética depende del origen del propdleo y del solvente usado para su

extraccion. (Oliveira et al., 2006).

La recomendacion general es realizar un estudio de costo beneficio, considerando que la
aplicacion de terbinafina y fluconazol en humanos, tienen baja confiabilidad y efectividad
antimicética, ya que sélo un cuarto de los pacientes reacciona bien a la terapia via oral con
estos compuestos antimicéticos (Roberts et al, 2003). Ademas de determinar el costo se
hace necesaria la busqueda de nuevas alternativas (Bristow, 2005).

2.3. Hongos
El reino biolégico de los Fungi esta compuesto por especies diferentes cuyo habitat natural

es el agua, los suelos y los restos organicos en descomposicion.

Los hongos difieren de manera significativa de las bacterias, son organismos eucariotas y

poseen un nicleo definido rodeado por una membrana nuclear y organelos citoplasmaticas.

Los hongos son miembros multicelulares o unicelulares heterotréficos, en los que falta la

diferenciacion en raices, tallo u hojas, y se conocen por talofitas (es decir, que poseen talo).

Se diferencian de las algas por su carencia de clorofila, y de las bacterias por su mayor

tamafio y su estructura mas compleja.

Los hongos son saprofitos o parasitos obligados, cuyos requerimientos nutritivos son
similares a los de las bacterias. Son aerobios estrictos o facultativos, y crecen en un amplio

margen de temperatura (2 - 50°C) y de pH (1 a 8). (Reynosa et al, 2015)
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Formas de crecimiento

Los hongos crecen en la naturaleza en dos formas fundamentales:
1. Levaduras (unicelulares)

2. Mohos (formas miceliares)

Formas miceliares

Son la forma multicelular de crecimiento de un hongo.

La unidad estructural fundamental son tubos o filamentos llamados hifas, que se pueden
dividir en cadenas de células por la formacion de paredes transversales, o tabiques, o
presentarse en forma continua, en largos tubos, como hifas no tabicadas. Un grupo de hifas
entrelazadas y ramificadas constituye el micelio, y la parte que crece sobre su extremo y
absorbe el alimento es el micelio vegetativo, mientras que el que se proyecta por arriba del
mismo y contiene las esporas se denomina micelio aéreo o reproductor. En el micelio aéreo,
se producen las esporas caracteristicas que, al ser sembrados en un sustrato adecuado,
producen un proceso tubular (tubo germinal) que se desarrolla en micelio y eventualmente

en una colonia de hongos. (Reynosa et al ,2015)

La reproduccion sexual supone la formacion de estructuras de morfologia complicada, lo
gue facilita la fecundacion y la consiguiente fusién nuclear y da por resultado la produccion
de esporas especializados llamados cigotos (por ejemplo: 00Sporos, ascosporos y

cigosporos). El hongo que presenta fase sexual se denomina hongo perfecto.

Los imperfectos son los que no muestran fase sexual; en ellos las esporas son producidos
directamente por el micelio o a partir de él. El tipo de espora que producen y la forma en
que se efectla la esporulacién es importante para la identificacion de los diferentes hongos.

(Reynosa, et al, 2015).Figura 6
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Figura 6. Esquema de hongos pluricelulares y unicelulares (Reynosa, et al, 2015)

Cultivo

El agar glucosado Sabouraud es un medio que puede ser utilizado para el aislamiento,

identificacion y conservaciéon de hongos sapréfitos y patégenos.

Es un medio nutritivo cuya alta concentracién de glucosa y el pH acido acttan inhibiendo el
desarrollo bacteriano. El agregado de antibiéticos aumenta la selectividad del medio y
permite eliminar bacterias y hongos saprofitos indeseables a partir de muestras
contaminadas. Los antibiéticos que frecuentemente son utilizados son estreptomicina (100
ug/l), cloranfenicol (500 mg/l) y cicloheximida (0.5 mg/l) los cuales son agregados al medio

de cultivo ya estéril y fundido a 45-50°C.

Algunos cultivos no esporulan ni producen pigmento en agar de Sabouraud. Para favorecer
esto, han resultado utiles los medios especiales, como el agar con papa y dextrosa, el agar
con papa y zanahoria, el agar con harina de maiz, agar arroz, o agar de Sabouraud con el

agregado de tiamina e inositol. (Reynosa, et al, 2015).
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Observacion macroscépica de la colonia

El examen macroscopico se realiza a partir de una “macrocolonia” obtenida por sembrado
de la especie fungica en estudio en la parte central de una placa con medio de cultivo (Agar
Glucosado Sabouraud). Para ello se emplea una aguja aplanada en uno de sus extremos
en forma de espétula. Las placas son luego incubadas a temperatura ambiente (entre 20 y
30 °C) durante 3 a 15 dias con observaciones diarias.

De esta colonia gigante se describira:

a. Velocidad de crecimiento: es el tiempo que tarda la colonia en ocupar las 2/3 partes de

la placa

[0 Rapido: entre 1y 2 semanas.

[1 Moderado: entre 2 y 3 semanas.

0 Lento: entre 3y 4 semanas.

b. Topografia de la colonia:

0 Forma: circular, irregular, filamentosa

[J Elevacion: plana y extendida, elevada y limitada, umbilicada

00 Margen: entero, lobulado, desflecado, rizoide

0 Superficie: plegada, con surcos radiados, cerebriforme

c. Pigmentacion en anverso y reverso de la colonia o pigmento difusible en el medio.
d. Textura: granulosa, pulverulenta, vellosa, aterciopelada, algodonosa.

e. Tamafo: crecimiento limitado o crecimiento invasivo. (Reynosa, et al, 2015) Figura 7.
Observacion microscépica

Esta técnica se utiliza para detectar el tipo de forma reproductiva (esporas), observando al
microscopio: forma, tamafo, agrupamiento, color, etc. También se describiran las
caracteristicas de las hifas: presencia o ausencia de tabiques, grosor, hifas en raqueta,

hifas en espiral.

17



M.V.Z Marysol Carmona Chavez

Tal observacion puede realizarse a partir de los cultivos en placa, mediante una lupa o con
el objetivo 10X del microscopio, empezando desde el fondo hasta la parte superior de la
colonia. Luego se hacen observaciones posteriores tomando, con un gancho, una pequefia
muestra del micelio en desarrollo, la que se coloca en una gota de lactofenol (Fenol
cristalizado, 20g; Acido lactico, 20g; Glicerina, 40g; Azul algodon, 0,05g o Tinta Parker
diluida al 40%, Agua destilada c.s.p. 20 ml.) u otro liquido de montaje (lugol, azul de
metileno) que colorea las estructuras y favorece el contraste. El preparado se observa en
microscopio optico con aumento de 10x y 40x. Una manipulacién de este tipo rompe y
desorganiza las estructuras del organismo, pues la disposicion caracteristica de la que
depende la identificacion se pierde y no es posible clasificarlo, por ello el método
recomendado por examinar los hongos es la técnica de cultivo en portaobjetos o
microcultivo, ya que permite manejar y observar la especie sin modificar su desarrollo, y el

arreglo y acomodo de sus partes permanecen intactas. (Reynosa, et al, 2015)

Figura 7. Colonia Microsporum canis tomada en LASAP FESC
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2.4 Dermatofitosis

Es una micosis o infeccion superficial de la capa cérnea de la piel, que puede afectar a

distintas partes del cuerpo y recibe distintos nombres en funcién de la zona afectada:

. Tifia de la cabeza: afecta principalmente al cuero cabelludo, pelo y anexos (cejas
0 pestafias) de nifios.

. Tifla corporal: afecta principalmente al tronco, abdomen, extremidades y cara.

. Tifla crural (tifia de la ingle, tifia inguino-crural o tifia inguinal): afecta a la region
inguinal, aunque puede alcanzar los genitales, la regioén pubiana y la piel de las zonas

perineal y perianal. Se da principalmente en varones adultos.
. Tifia de la barba (sicosis de la barba o sarna de los barberos).

. Tifia de las manos: afecta a las palmas de las manos, principalmente de varones

adultos con trabajos manuales.
. Tifia de pies (pie de atleta).

Las manifestaciones clinicas son lesiones eritematosas-escamosas y pruriginosas; a veces,
formacion de abscesos, vesiculas y papulas. En general, la enfermedad no es grave y se

cura con el tiempo.

Muchos tratamientos tienen el propésito de tratar estas enfermedades, pero muchos de
ellos han resultado ineficientes o han causado efectos colaterales. Los nuevos tratamientos
antimicéticos han incorporado componentes naturales como el propéleo. (Tovar, et al,
2014).

En México, las tiflas se consideran entre las 10 dermatofitosis mas frecuentes, constituyen
entre 70 y 80% de todas las micosis y tienen una frecuencia de 5% en la consulta
dermatoldgica. Las topografias de donde se aisla mads comunmente a M. canis son tifia de
la cabeza y del cuerpo, ambas predominan en los nifios. En el Instituto Dermatol6gico de
Jalisco se realizé un estudio epidemioldgico de las dermatofitosis, durante 10 afios (1984-
1993), en el que se encontrd6 que estas infecciones representan 4% de la consulta
dermatoldgica; el agente causal mas importante es Trichophyton rubrum, seguido de M.

canis.
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En los ultimos afios se incrementaron las tifias de tipo zoofilico por tener animales dentro
del hogar, a menudo éstos son portadores asintomaticos de esporas de dermatofitos y
pueden ser importantes fuentes de una infeccion, portadores o ambos. Entre las especies
mas aisladas en México estan Microsporum canis. Esta especie ha evolucionado
gradualmente a través del tiempo por cambios en su nicho ecoldgico, porgue en un principio
su habitat fue el suelo y después pasé a los animales domésticos y de ahi al hombre.
(Mayorga, 2016)

2.4.1 Diagnostico
Desde el punto de vista del diagnéstico, es muy importante realizar una toma correcta del
material. Cuando la lesién afecta a la piel lampifia, hay que efectuar una limpieza y

desinfeccién con alcohol de 70% y rascar con bisturi estéril la periferia de la lesion.

Si afecta a los espacios interdigitales, deben rasparse ambos lados y la base de cada
espacio interdigital y debe tomarse muestra siempre del cuarto espacio interdigital, ya que

puede encontrarse alli el dermatofito a pesar de no existir lesion ninguna.

Cuando la lesién afecta al pelo, hay que tomar con unas pinzas los pelos enfermos de pocos
milimetros de longitud, a veces mezclados con escamas, y desechar los pelos largos sanos.
Se puede examinar el cuero cabelludo en una habitacién oscura con luz de Wood. La piel
normal muestra un color azul y las zonas infectadas una fluorescencia verde brillante. Tan
solo es positiva en M. audouinii, M. canis, Microsporum ferrugineum, Microsporum distortum
y T. schoenleinii; por el contrario, es negativa en T. tonsurans, T. violaceum y otras especies
de Trichophyton. En el caso de las onicomicosis por dermatofitos, se debe rascar la parte
mas profunda de la cara interna de la ufia. Todas las muestras obtenidas se remitiran en

una placa Petri o contenedor estéril al laboratorio, para su procesamiento.

La identificacion se efectla, en primer lugar, por examen microscoépico directo, para lo cual
colocaremos una gota de KOH al 10-20% en un portaobjetos y mezclaremos con una
pequefia cantidad del material a examinar (piel, raspado de ufias o pelos). A continuacion,
se pasa suavemente el portaobjetos a través de una llama baja de un mechero Bunsen,
para facilitar el aclaramiento, pero evitando que hierva. También puede utilizarse azul de
lactofenol, no siendo necesario en este caso el calentamiento. Para ello, colocar la muestra

en un portaobjetos y dejar reposar a temperatura ambiente (durante unos minutos,
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dependiendo de la cantidad de queratina de la muestra) antes de proceder a su

observacion.

Cuando la lesion es producida por un dermatofito se observan hifas septadas y artrosporas.
Existen distintos tipos morfologicos: microspoérico, microide, megaspoérico y favico,
dependiendo del tamafio de las esporas (caso de estar presentes), o por la disposicion en
el interior o en la superficie del cabello: ectotrix y endétrix

El medio universalmente utilizado para el aislamiento de los dermatofitos es el agar
glucosado de Sabouraud, pH 5,6, al que se le pueden afiadir antibioticos (cloranfenicol,
gentamicina, tobramicina), o antifingicos (cicloheximida), para inhibir el crecimiento de
bacterias y hongos contaminantes, por lo general presentes en este tipo de muestras
clinicas. Otro medio que se usa con mucha frecuencia es el DTM (Dermatophyte Test
Medium), que vira a color rojo como consecuencia de la alcalinizacion producida en el medio
por el crecimiento del hongo. También pueden usarse el agar Mycosel o el Mycobiotic. Para
facilitar la esporulacion se usa el medio de Borreli, y para pruebas bioguimicas se emplea
el agar Trychophyton. La prueba de la ureasa se realiza con el medio de agar urea de
Christensen. Otra prueba que puede usarse es la de perforacién in vitro del pelo, para

diferenciar T. rubrum de T. mentagrophytes.

Las muestras se siembran sumergiendo las escamas de piel, fragmento de ufias o pelos
por debajo de la superficie con un gancho de alambre o asa de inoculacion. Todos los
medios de cultivo sembrados para dermatofitos se incuban a 22-25 °C, o a temperatura
ambiente. Cuando se sospeche la implicacién de T. verrucosum, se incubard otra placa a
30°C.

Los cultivos se mantendran en incubacion, al menos, durante 30 dias antes de descartarlos
como negativos, examinandolos cada 5 dias. Generalmente, la esporulacion se produce a
los 7-10 dias de incubacion; aproximadamente a las dos semanas es el mejor momento
para observar el aspecto caracteristico de las colonias y su morfologia microscépica.
(Koneman, et al, 1884).
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2.5 Microsporum canis

Microsporum spp. es un hongo filamentoso perteneciente al filo Ascomycota,
macroscépicamente es de crecimiento rapido a 25°C-30°C. Las colonias son de aspecto
lanoso, con bordes desflecados, de coloracién amarillenta o parduzca, con el tiempo van

adquiriendo tonalidades mas pardas y un aspecto pulverulento en el centro.

Microscépicamente presentan abundantes y grandes macroconidios, con forma de huso,
de pared gruesa, rugosa, con hoyuelos o prominencias que semejan tubérculos y
multiseptados (de 5 a 15 septos transversales). Los microconidios son piriformes o con

forma de maza, en cortos racimos o sésiles y brotan lateralmente de las hifas.

Son frecuentes las hifas en raqueta, las clamidosporas y las hifas pectinadas en los cultivos

viejos.

Microsporum spp. y Trichophyton spp. Son hongos con reproduccién asexual en su forma
parasitaria y con reproduccion sexual en su forma sapréfita en la naturaleza, conocida como

forma perfecta o teleomorfa (Arhroderma spp).

Los hospedadores son canidos (perros), félidos (gatos), caprinos, ovinos, bovinos, equinos,

porcinos, camélidos, humanos, primates no humanos, etc.

Microsporum pertenece a un grupo de hongos denominados dermatofitos, normalmente
asociados a las zonas del cuerpo con gqueratina como: piel, pelo, plumas y ufias. Se
clasifican en tres grupos en funcién de su principal reservorio, bien sea animal (zoofilico),

humano (antropofilico) o el suelo (geofilico).

Las esporas infecciosas sobreviven en distintas superficies, en la ropa, en el suelo, en el

agua dulce y salada y, durante meses, en escamas de la piel a temperatura ambiente.

La transmision se produce por el contacto directo o indirecto. Contacto cutaneo con las
formas infectantes del hongo (artrosporas o conidios) presentes en la piel, el pelo o las
lesiones de personas o0 animales enfermos o portadores, principalmente gatos y perros
(zoonosis),(Figura 8), o bien presentes en la tierra, el polvo y las herramientas o las

superficies contaminadas con escamas o pelos afectados (fomites).

Las corrientes de aire facilitan la dispersion de las esporas o formas infectantes.
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La transmision de los dermatofitos geofilicos es del suelo a los animales y al hombre; la de

los zoofilicos es de los animales al hombre.

Es uno de los agentes causales méas frecuentes de dermatomicosis en todo el mundo,
especialmente en Europa, (incluido el Mediterraneo y Europa central), Asia, Africa y
Ameérica Latina. Sin embargo, en América del Norte y el Reino Unido la tifia del cuerpo es
causada principalmente por Trichophyton tonsurans.

El principal reservorio de M. canis son los gatos y perros, asi como algunas otras especies
de mamiferos, incluidos los conejos. Se han descrito infecciones de humano a humano en

neonatos que se encuentran en cuidados intensivos, cuya causa, al parecer, fue una

enfermera infectada.

Figura 8 Lesiones dermatoldgicas ocasionadas por Microsporum canis en caninos ( Reynosa, et al ,2015)
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2.6 Antimicoticos

Las drogas antimicéticas pueden clasificarse segin su mecanismo de accién. Pueden
agruparse, también, de acuerdo con su indicacién, en antimicoticos, para tratar micosis
sistémicas y/o superficiales. A pesar del gran aumento en la incidencia de micosis
sistémicas, debido a la pandemia del SIDA y a la inmunosupresién dada por los trasplantes,
no se han introducido nuevos farmacos para uso sistémico en los Ultimos afios. (Vives et
al, 2004)

2.6.1 Azoles: imidazoles y triazol

Existen varios antimicoticos derivados azoles, que pueden ser utilizados por via topica y
algunos por via sistémica (oral o i.v.). Los imidazoles y los triazoles se consideran juntos
porque comparten el mismo espectro antimicético y el mismo mecanismo de accion, aunque
los triazoles sistémicos se metabolizan mas lentamente y tienen menores efectos sobre la

sintesis de esteroides end6genos que los imidazoles
a.Imidazoles:

*Ketoconazol (Orifungal) oral
*Econazol (Micolis) tépico
*Butoconazol

*|soconazol (Mupaten) tépico
*Sulconazol

*Bifonasol (Mycospor) topico
*Miconazol (Daktarin) tépico, i.v.
*Clotrimazol (Empecid) topico
b.Triazoles:

*Terconazol

*[traconazol (Sporanox) oral

*Fluconazol (Triflucan) oral,i.v.
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Desde la aparicion de estos compuestos (1978) la terapéutica de las dermatomicosis ha
cambiado, debido a que estos agentes poseen amplio espectro antimicético, su gran
potencia redujo la duracién del tratamiento de las micosis (por ejemplo, las micosis
vaginales se trataban por 3 semanas, ahora, con los azoles 1-3 dias; también se redujo el

namero de aplicaciones a 1 por dia (antes 2-4 aplicaciones/dia).

Quimica: Los imidazoles mas importantes y los 1,2,4-triazoles poseen un sustituyente
aromético heterociclico con un atomo de N en posicion 3. Los imidazoles poseen 2 4tomos

de N en el anillo azol y los triazoles poseen 3 atomos de N en el anillo azol.

Espectro antimicético: Los azoles son de amplio espectro antimicético, sobre todos los
hongos patégenos para el hombre y animales. Incluyendo hongos que causan infecciones
superficiales como las formas mucocutaneas de candidiasis, Tinea pedis, capitis, cruris y
versicolor y muchos hongos que causan infecciones sistémicas como coccidiodomicosis,
criptococosis, blastomicosis, histoplasmosis y paracoccidiodomicosis (Blastomicosis
Sudamericana). Se ha demostrado que los nuevos triazoles (ltraconazol, Fluconazol) son
clinica y microbiologicamente mas activos que el ketoconazol contra hongos como
Aspergillus, Candida albicans, Blastomyces dermatitides,Coccidiodes inmitis, Crytococos
neoformans, Histoplasma capsulatum, Microsporum canis, Paracoccidiodes inmitis,
Sporotrix schenkii y especies de Trichophyton. No tienen actividad antibacteriana o

antiparasitaria, excepto contra el protozoo Leishmania major.

Mecanismo de accién: Inhiben la enzima esterol 14-alfa-desmetilasa, una monooxidasa
dependiente del citocromo P450. De este modo los imidazoles y triazoles deterioran la
sintesis del ergosterol de la membrana del hongo y se acumulan 14 - metilesteroles. Estos
metilesteroles pueden romper la unién estrecha de los fosfolipidos, afectando las funciones
de las enzimas de membrana e inhibiendo el crecimiento fangico. Algunas epoxidaciones
también estan involucradas en la biosintesis del colesterol de mamiferos, lo cual trae
efectos toxicos en estos, sin embargo, esta demostrado que los azoles tienen mucho mayor

afinidad por las enzimas del hongo.

Resistencia: Las raras cepas mutantes obtenidas en pacientes se hallaron en tejidos

superficiales y aparentemente no causan enfermedad invasora profunda.

Captacion del azol: después de 15-20 min. hay un maximo de captacion intracelular del
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compuesto azol, permanece en el hongo por mas de 120 hs. Esto llevaria a una prolongada
inhibicién de la biosintesis del ergosterol y como consecuencia una marcada pérdida de la

virulencia in vivo.

2.6.2 Ketoconazol

Es un imidazol activo por via oral, a diferencia del clotrimazol y miconazol que son activos
solo por via tépica, este Gltimo también puede utilizarse por via i.v. pero es sumamente

toxico.

Farmacocinética: Se absorbe en forma variable por via oral. El ketoconazol requiere un
medio acido para absorberse, por ello los pacientes que reciben antihistaminicos
blogueadores de los receptores H2 (cimetidina, ranitidina, famotidina) o antidcidos pueden
tener dificultades en la absorcién. La ingestion de alimentos no interfiere la absorcion. La
distribucion es limitada y penetra poco a liquido cefalorraguideo, se elimina por leche
materna. La vida media aumenta con la dosis, si es de 200 mg es de 4hs. Y con una dosis
de 800 mg pude llegar a 7-8 hs. El ketoconazol se metaboliza extensamente y los

metabolitos inactivos se eliminan por las heces.

El ketoconazol llega en concentraciones adecuadas a los queratinocitos y en liquido vaginal
la concentracién es similar a la plasmatica. La rifampicina disminuye la concentracién de
ketoconazol a un 50% por induccidon enzimatica hepatica. El ketoconazol interacciona
ademas con ciclosporina interfiriendo con el metabolismo de esta que puede llegar a niveles

téxicos y producir nefrotoxicidad. También puede potenciar el efecto de la warfarina.

Efectos colaterales: Los mas frecuentes son nauseas, anorexia y vomitos y son dosis
dependientes (10% de los pacientes), se los puede reducir administrando la dosis con
alimentos, al acostarse o en dosis divididas. Un 4% de pacientes puede sufrir reaccién
alérgica. Como vimos, el ketoconazol inhibe la sintesis de esteroides del hongo y de células
del paciente en menor grado, mediante la inhibicién de enzimas dependientes del citocromo
P450, cerca del 10% de las mujeres presentan irregularidades menstruales, en los hombres
se ha observado ginecomastia, disminucion de la libido y la potencia. Dosis de 400 mg/dia
pueden causar disminucion de los niveles plasméaticos de testosterona, c-17R3-estradiol
libres, también puede disminuir la hidrocortisona plasmatica estimulada por ACTH. Se han
evaluado dosis de 800-1200 mg/dia para inhibir la liberacién de hidrocortisona en pacientes

con Cushing o la de testosterona en pacientes con carcinoma prostatico. En pacientes en
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condiciones de stress (traumatismos, grandes quemaduras, cirugia) es prudente suspender
el ketoconazol para evitar la aparicién de enfermedad de Addison. Un 5-10% de pacientes
pueden sufrir aumento de aminotransferasa plasmatica que ceden espontdneamente. Es
poco frecuente la aparicion de hepatitis sintomatica, pero es potencialmente grave, los
sintomas son semejantes a los de la hepatitis A, aunque también puede aparecer un cuadro
colestasico o mixto. En casos de sospecha de afeccion hepatica deben hacerse controles
estrictos. El ketoconazol es teratogénico en ratas (produce sindactilia), por lo que esta
contraindicado durante el embarazo y la lactancia, debido a que se elimina por la leche

materna.

Dosis: La dosis usual para adultos es de 400 mg/dia, nifos mayores de 2 afios pueden

recibir 3,3 a 6,6 mg/kg en una sola toma diaria.

Usos terapéuticos: El ketoconazol es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la
blastomicosis, histoplasmosis, coccidiodomicosis, pseudoallescheriasis y paracoccidiodes
no meningeas (debido a su pobre penetracion al LCR), también en pacientes que no estan
enfermos de gravedad y que son inmunolégicamente competentes (debido a que esta droga
es de respuesta lenta). Es el agente de eleccidn en las candidiasis mucocutaneas crénicas.
Es util en las candidiasis oral y esofagica, aunque no da resultados en pacientes
inmunodeprimidos. El ketoconazol es Util en la tifia resistente a griseofulvina y también en

la tina versicolor diseminada.

El ketoconazol es un agente eficaz, sin embargo, su indicacibn en esporotricosis

linfocutanea, criptococosis pulmonar y cromomicosis no dio buenos resultados.

No esté indicado en la mucormicosis ni en las micosis meningeas. (Valsencia, 1993).
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2.7 Antecedentes del uso de propdéleo en caninos

2.7.1 Neoplasias

Se ha utilizado el EEP contra células de Tumor Venéreo Transmisible, la cual es una
neoplasia contagiosa y de transmision sexual principalmente en investigaciones cientificas
brasilefias en las cuales expusieron in vitro a células de TVT obtenidas a través de biopsia
de perros con este padecimiento, se les adicion6 propdleo a diferentes concentraciones y
se evaluo el efecto a las 6, 24 y 48horas. Después de 6 horas se observd una significante
actividad antiviral a bajas concentraciones, sin embargo, esto disminuia conforme

aumentaba el tiempo (Bedascaburre,et al 2006).

2.7.2 Microorganismos

a) Bacterias

Se analizaron extractos etanélicos de propéleo a concentracion de 20% y 40% siendo esta
tltima la mas efectiva contra S. aureus, (causante de piodermas) sin embargo, también se
observd que no fue mejor la inhibicion que este ejercia sobre la bacteria al comparar la

respuesta de sensidiscos impregnados con penicilina.
b) Levaduras

La otitis externa es una inflamacién del conducto auditivo que puede ser causada por
parasitos, hogos, alergias o cuerpos extrafios y es una de las principales razones por las
gue los perros se presentan a consulta. Se ha demostrado la eficacia de la aplicacion topica

de extracto de prop6leo como una nueva terapia para las otitis en perros. (Cruz, et al, 2014)

2.7.3 Inmunoestimulante

Se ha comprobado que el EEP en combinacién con vacunas de Parvovirus canino y
Coronavirus canino mejora la produccion de anticuerpos después de la inmunizacién luego
de la tercera dosis, a los 21 dias se midi6 en suero IgG y se comprob6 que la
coadministracion de EEP mejor0 significativamente la especificidad sérica de IgG como
respuesta a Parvovirosis en animales inoculados con las mas altas concentraciones del

antigeno y no tuvo influencia en los niveles de anticuerpo contra coronavirus.(Nufiez, 2018)
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2.7.4 Oftalmopatias

Se ha comprobado su eficacia en perros y gatos que padecian de blefaritis, conjuntivitis de
origen infeccioso, edemas corneales, obstruccion de conductos lagrimales,
gueratoconjuntivitis secas, Ulceras corneales y glaucoma como se observa en la Tabla 1
(Tovar, 2016)
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Pseudomona spp
Preoteus spp

E.coli

Efecto Enfermedad Experimental
Otitis canina: Clinico
Malassezia pachidermatis
Antimicético Candida spp.
Dermatofitos: Clinico
Microsporum canis
Microsporum gypseum
Antineoplésico TVT In vitro
Osteosarcoma
Enfermedad de Cushing Clinico
Bactericida S.aureus In vitro

Inmunoestimulante

Distemper canino

Parvovirus canino

In vitro e In vivo

Oftalmico Blefaritis Clinica
Conjuntivitis
Queratoconjuntivitis
Glaucoma

Paradontal (llewiks, 1979) Gingivitis Clinica
Parodontitis

Metabdlico Enfermedad del higado Clinica

Antiparasitario Giardiasis In vivo
Tripanosomiasis In vivo

Tabla 1 Perspectivas del uso de propdleo in vivo e in vitro (Tovar, 2016)
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2.7 Herramientas para el estudio estructural de Microsporum canis

La microscopia de fluorescencia se basa en el siguiente principio: un atomo en un
estado excitado puede perder energia y regresar a su estado base de diferentes
formas y al hacerlo emitir luz de longitudes de onda mas grandes pero en menor
intensidad que las absorbidas anteriormente y que lo estimulan. Cuando los atomos
absorben la luz, los electrones de los mismos realizan una transicion hacia niveles mas
altos de energia. La energia de los fotones absorbidos es inversamente proporcional a la
longitud de onda de la luz e igual a la diferencia entre el nivel menor de energia (estado
base) y el estado al que lleg6 el electron cuando se excitdé. La diferencia entre la
energia del estado base y el mas alto depende de la estructura del atomo y

corresponde a su espectro de absorcion .

Los fluorocromos son sustancias que tienen la propiedad de emitir un fotén de una longitud
de onda determinada cuando son excitados por otro foton de una longitud de onda

caracteristica.

El blanco de calcofluor (CF) es un fluorocromo ampliamente utilizado en hongos para
tefiir paredes celulares de levaduras e hifas; se utiliza normalmente a
concentraciones tipicamente mayores a 25 yM que interfieren con la sintesis de
quitina y el crecimiento celular . EI CF se une a las paredes celulares de hongos al
intercalarse en cadenas nuevas de quitina, previniendo el ensamblaje de otras microfibras

de quitina

También se utiliza yoduro de propidio (PI) también es un fluorocromo afin al ADN. El PI
se adhiere al ADN por intercalacién entre las bases con pequefia o nula preferencia
por conjuntos de 4-5 pares de bases de DNA. También se adhiere al ARN, pero

se requiere un tratamiento con nucleasas para distinguir entre ARN y ADN (Segura, 2008)

31



M.V.Z Marysol Carmona Chavez

3. JUSTIFICACION

Dada la escasa informacion que se tiene de los propoleos de abejas nativas, tanto en su
uso como agente antimicotico, como en la terapéutica veterinaria, este trabajo justifica
continuar con la investigacion de los antimicéticos, ya que en la actualidad nos encontramos

con una alta resistencia a los mismos, siendo de uso cotidiano en la practica clinica.
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4. HIPOTESIS

Dado que el propoleo ha probado tener actividad antimic6tica, al utilizarlo como tratamiento

in vitro en las infecciones por Microsporum canis tendré un efecto antimicotico igual o mayor
que el ketoconazol.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicotica in vitro de propoleo procedente de abeja sin aguijon
Scaptotrigona mexicana contra Microsporum canis, y comparar su efectividad contra

ketoconazol

5.1 Objetivos particulares

1. Obtencion de propéleo de Scaptotrigona mexicana
2. Obtener el extracto etandlico del propéleo (EEP)

3. Determinar el perfil quimico del extracto etandlico mediante lo que dicta la NOM-003-
SAG/GAN-2017.

4. Evaluacion de cromatografia de gases masa
5. Evaluacion del efecto antimicético del EEP mediante las siguientes pruebas:
a. Método de difusién en agar

b. Determinacién de la concentracién fungicida minima mediante el método de 24 pozos en

agar modificado
6. Evaluar el dafio estructural que causa el EEP a Microsporum canis mediante:
a. Microscopia Optica

b. Microscopia de fluorescencia (prueba de blanco de calcoflour y yoduro de propidio).
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6. Disefio experimental (Figura 9)

Propdleo

Obtencion de
extracto etanolico
de propoleo

Determinacion
del perfil
quimico

Pruebas cualitativas
y cuantitativas en
base ala NOM

Cromatografia de
gases masa

Figura 9 Diseiio experimental

Pruebas de
inhibicion de
crecimiento
cualitativas

Prueba de difusién
en agar

Microsporum
canis

Pruebas in Identificacion
vitro y cultivo

Determinacion de

) PrUEba de cambios estructurales
inhibicion de en células fiingicas
inhibicipon mediante microscopia

cuantitativas opticay de

fluorescencia

Método de dilucién
de 24 pozos
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Propdleo

Se obtuvo un propdleo en grefia de Scaptotrigona mexicana Procedente de Cuautitlan del
Parral, Yecuautla, Veracruz de la Llave México, a 520 msnm y se encuentra en las
coordenadas GPS Longitud (dec) 96 775556 Latitud (dec) 19 865000 (Figura 10) al cual, se
le realizo el procedimiento para procesarlo a extracto etandlico como nos marca la NOM-
003-SAG/GAN-2017 (Propdleos, produccion y especificaciones para su procesamiento y

posteriormente a este extracto se le realizaron las pruebas cualitativas y cuantitativas).
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Figura 10. Georreferencia del propdleo

Preparacion del Extracto Etandlico de Propoleos (EEP).

Se pes6 una cantidad de 500 gramos del propdleo en bruto, previamente acondicionado,
se afiadi6 etanol al 70% en propdleo: disolvente 1:3 y se dejé macerar por un periodo de
72 horas, se extrajo con bafio ultrasénico por 20 min a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo se filtrd y el filtrado se concentrd con un rotovapor, se paso el extracto a un envase
ambar, empleando la minima cantidad de etanol al 70%, y se dej6 a sequedad utilizando
una bomba de vacio. Se conservé en refrigeracion y protegida de la luz hasta el momento
de realizar el andlisis.
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7.1.1 Especificaciones fisicas

1. Determinacion del color: Se coloco la muestra sobre una superficie blanca y se
comparo con una escala de colores; realizandose en un ambiente con buena iluminacion.
Se utilizé un microscopio estereoscopico para visualizar definidamente los colores
presentes utilizando el Catalogo Internacional de Colores.

2. Determinacion del aroma: Se retir6 una porcion de la muestra a fin de que el envase no
interfiera en la percepcion olfativa.

3. Determinacion del sabor: Se coloc6 una porcion de la muestra en la parte media de la
lengua y se analiz6 mediante la comparacién de sus atributos de sabor con los que mejor
se distingan.

4. Consistencia a temperatura ambiente: Se retird una porcién de la muestra y se coloco
en un vidrio de reloj, hasta que alcance la temperatura ambiente. Se determiné la
consistencia tocandola con los dedos y comparandolo con el atributo que mejor la
describa. Suave y maleable a temperaturas entre 20 y 40 °C y rigido a temperaturas
inferiores a 20 °C. (Tabla 2)

Parametros Caracteristicas
Color Rojo, amarillo-rojizo, amarillo-obscuro, verde castafio, pardo o negro, variando
conforme a su origen botanico.
Aroma Resinoso (olor a madera) o balsamico (olor a cera), dependiendo de su origen
botanico
Sabor Variable, de suave balsamico, a fuerte y picante, dependiendo de su origen botanico.
Consistencia A temperatura ambiente maleable o rigido, dependiendo de su origen botanico.

Tabla 2 Especificaciones fisicas del propdleo
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7.1.2 Pruebas cualitativas de EEP

Flavonoides

Se utiliza Hidroxido de sodio al 20%: Un color amarillo intenso es caracteristico de

presencia de flavonoides
Fenoles

La mayor parte de los fenoles dan coloraciones fuertes (azul, verde, violetas y marrones),
para la deteccidn se utiliza cloruro férrico hexahidratado al 10%

7.1.3 Pruebas cuantitativas de EEP

Fenoles

Se mide por espectrofotometria de absorcién UV-VIS con base a una reaccién colorimétrica
de o6xido- reduccién, para ello el agente oxidante que se utiliza es el reactivo de Folin-
Ciocalteu (mezcla de &cido fosfotungstico/fosomolibdico hexavalente): el cual se requiere

minimo un 5%.
Flavonoides

El principio basico del método colorimétrico de cloruro de aluminio es que ésta forma
complejos estables de acidos con el grupo cetona en C-4 o bien el grupo hidroxilo en C-3 o
C5 de flavonas y flavonoles. Ademas, también forma complejos labiles acidos con los
grupos hidroxilos en el anillo A o B de los flavonoides: minimo se requiere un 0.5% de

equivalente de quercetina.
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7.1.4 Cromatografia de gases masa

El andlisis cromatogréfico de los extractos etandlicos fue realizado en un cromatografo de
gases (6850) acoplado a un espectrometro de masas (Modelo 7890, JEOL MC-GC-Mate I,
Japon). La columna capilar fue una HP-5MS (30 m x 0.32 mm) y grosor de pelicula de
0.25um. Como gas acarreador se utilizé Helio. El tipo de inyeccién fue en modo Split y el
volumen de inyeccién de 1 uL. Las condiciones de separacion utilizadas fueron al inicio una
temperatura de 70 °C por 2 min con dos incrementos de rampa. El primero de 20 °C por
minuto hasta alcanzar los 230 °C; el segundo fue de 8 °C por minuto hasta llegar a los
290°C manteniéndose por 5 min. El tiempo total de analisis fue 21.25 min. El rango de masa
detectado fue de 35 m/z a 750 m/z, la muestra fue ionizada por impacto electrénico a 70 eV
y la temperatura alcanzada por la fuente de ionizacion fue de 230 °C. La identificacién de
los compuestos fue llevada a cabo por comparacion con la biblioteca de la base de datos
del equipo.

7.2 Evaluacion de la actividad antifungica
Microorganismo utilizado

- Se obtuvo la cepa de Microsporum canis del laboratorio de Micologia de la Facultad de

Medicina UNAM, por donacion de la Biol. Elva Esther Bazan encargada del cepario.

7.2.1 Prueba de sensibilidad cualitativa

Esta prueba de sensibilidad fue adaptada de Estrada et al., (2012)

a). Activacion de la Cepa. - Para su crecimiento se sembré en Agar SDA, esperando 7
dias de incubacién a temperatura ambiente en total oscuridad, para poder identificar y

corroborar que fuera M.canis (Figura 12 )
b). Técnica de microcultivo

1. Se corta un pequeiio blogue de agar SDA previamente vertido en una caja de Petri hasta
una profundidad de 4 mm. Esto puede hacerse usando una hoja de bisturi estéril o una

espatula con un borde cortante o un tubo de prueba recto estéril.
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2. Sobre una segunda caja de Petri estéril se coloca un papel de filtro y dos bases de
madera cortados de un tamafio tal como para encajar en la caja y sobre los mismos se

coloca un portaobjetos estéril.

3. Con ayuda de un asa o una porta estéril se coloca el bloque de agar en la superficie del
portaobjeto.

4. Con el asa se remueven porciones pequefias de la colonia de hongos que se desea
estudiar y se inoculan los cuatro cuadrantes del bloque de agar.

5. Luego de la inoculacién, se coloca un cubreobjetos estéril sobre la superficie del agar.

6. Los discos de papel de filtro en el fondo de la caja se mantienen himedos con agua

estéril durante el periodo de incubacion.

7. La colonia crecera por debajo de la superficie del cubreobjetos. Se examina el montaje
periodicamente a simple vista para determinar si la colonia ha madurado. Cuando es
evidente un crecimiento suficiente, se retira cuidadosamente el cubreobjeto con pinzas

estériles y se coloca en un portaobjetos con azul de algodon.
c). Tincion de azul de algodon.

Esta técnica se utiliza para detectar el tipo de forma reproductiva (esporas), observando al
microscopio: forma, tamafio, agrupamiento, color, etc. También para describir las
caracteristicas de las hifas: presencia o ausencia de tabiques, grosor, hifas en raqueta,

hifas en espiral.

Tal observacion se realizé a partir del cultivo en agar SDA, tomando, con un asa de
inoculaciéon, una pequefia muestra del micelio en desarrollo, la que se coloca en una gota
de azul de algodén (Figura 11), la cual colorea las estructuras y favorece el contraste. El
preparado se observa en microscopio éptico con aumento de 10x y 40x. Una manipulacion
de este tipo rompe y desorganiza las estructuras del organismo, pues la disposicion
caracteristica de la que depende la identificacion se pierde y no es posible clasificarlo, por
ello el método recomendado para examinar los hongos es la técnica de cultivo en
portaobjetos o microcultivo, ya que permite manejar y observar la especie sin modificar su

desarrollo, y el arreglo y acomodo de sus partes permanecen intactas.
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Figura 12 . Cepa de M.canis en agar SDA con 10 dias  Figura 11 vista microscépica de macroconidias con
tincion de azul de algodén

de crecimiento

7.2.2 Prueba de difusidén en agar

a) Preparacion de los discos

-Discos con EEP: Se emplearon discos estériles de papel Whatman N. 5 de 5mm de
didmetro impregnados con 10 microlitros de EEP a las siguientes concentraciones 16, 32,

64 y 128 mg/ml y se dejaron secar a temperatura ambiente
Dichas concentraciones se prepararon mezclando EEP con alcohol al 96%

- Discos con Ketoconazol se utilizd el mismo procedimiento que en los discos de EEP
pero aqui se utilizé una concentracion de 50mg/ml de preparado de ketoconazol

b) Realizacion de la prueba

A partir de la cepa reactiva que obtuvimos se tomé con una pipeta Pasteur de vidrio el
inoculo para poder obtener el mismo tamafio de cepa en todas las cajas de agar SDA,
posteriormente se colocaron los discos previamente impregnados con propéleo y
ketoconazol en las diferentes concentraciones y se colocaron a los lados del inéculo. Todas
las cajas se incubaron a temperatura ambiente por 10 dias. La prueba se realizé por
triplicado.
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7.2.3 Método de dilucion de 24 pozos.

En esta prueba se utilizaron las siguientes concentraciones de propéleo 128, 256, 512
mg/ml, se prepard una solucién stock de propéleo de 1500mg/3ml de etanol al 96%. Se
prepar6 agar SDA en tubos de vidrio el cual almacenaba 2 ml de solucién de cada

concentracion, realizando la prueba por triplicado.

Se emplearon placas de 24 pozos adicionando a cada pozo 1 ml del medio ya conteniendo

1ml de la solucion de propéleo

Para la parte de control negativo se comparé con ketoconazol a una concentracion de

50mg/ml haciéndolo de la misma manera y por triplicado

Los tres ultimos pozos se utilizaron como el control positivo solamente contenian el agar y

la cepa.

Se inocul6 en el centro de cada pozo un fragmento del cultivo de M. canis de 1mm de
tamafio. Se incubd la placa a total oscuridad en temperatura ambiente y monitoreamos

crecimiento a los 5, 15y 30 dias.

7.2.4 Determinaciéon del daio celular

Para la evaluacion del dafio celular de M. canis causado por el propéleo, se realiz6
la técnica descrita por Londofio 2010. Se utilizaron las preparaciones del hongo tratadas

con el EEP a las concentraciones de 128, 256 y 512 mg/ml.

Se tomé una alicuota de la suspensiéon del hongo para cada preparacion con un asa
bacterioldgica y se mont6 en un portaobjetos agregandole ademas una gota de azul de
algodony un cubreobjetos para la observacion al microscopio. A continuacion se
incubaron a 28°C las suspensiones del hongo para su posterior evaluacion a las 24

horas.

Alas 24 horas de la prueba se realizdé la tincibn con blanco de calcoflior (M2R
Sigma, preparado al 0.1%) y yoduro de propidio 2.4 mmol ( Sigma, Aldrich), a las 3
concentraciones de EEP. Esta tincion se realiz6 con el mismo procedimiento que la tincién
de azul de algoddn. El objetivo de esta tincion fue determinar si el prop6leo causé alguna
alteracion en la estructura de la pared celular del hongo. Esta tinciébn genera

fluorescencia, por lo tanto, se utilizé el microscopio de fluorescencia del Laboratorio del
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Servicio de Andlisis de Propdleos (LASAP) de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria

para su observacion.

Se tomaron fotografias del hongo tratado a las diferentes concentraciones
empleando un microscopio 6ptico (Carl Zeiss, Axioscop 40) teniendo acoplada una Camara
(Evolution VF Cooled Color Media Cybernetics)y procesadas por medio del Software
Q Capture Pro 6.0.

Con las imagenes obtenidas se evaluaron las diferencias en la morfologia de las hifas de
M. canis en las diferentes concentraciones al propdleo, asi como las alteraciones

encontradas por microscopia de fluorescencia
Andlisis estadistico.

Serealiz6 el andlisis estadistico del diametro de cinco hifas de M. canis de la preparacion
control, Ketoconazol a 50mg/ml y del hongo tratado a las 3 concentraciones del propodleo,
para esto se utilizé el programa Graph Pad Prism version 9, calculando con el programa el
analisis de varianza (ANOVA) (L6pez, 2012)
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8. RESULTADOS

8.1 Propdleo

El propdleo utilizado en el presente trabajo presentd un color amarillo a obscuro (Tabla3),
con un aroma resinoso (olor a madera), con sabor fuerte picoso y con una consistencia a

temperatura ambiente maleable.

8.1.1Especificaciones fisicas

Pardmetros Caracteristicas
Color Amarillo- Obscuro (Figura 10)
Aroma Resinoso (olor a madera)
Sabor Fuerte picoso

Consistencia A temperatura ambiente maleable.

Tabla 3 Caracteristicas fisicas del propdleo empleado

S
Ll b

Figura 13 Vista macroscopica del propodleo Figura 11.1 Vista macroscopica del propdleo

(Microscopio estereoscépico 10X)
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8.1.2Pruebas cualitativas
En la prueba cualitativa de propdleo se puede observar una coloracion café en la prueba
de fenoles, lo cual indica su presencia y en la prueba de flavonoides se observa una

coloracién amarillenta la cual es la esperada como se muestra en la Figura 14 y 15.

Fenoles / Flavonoides Fenoles / Flavonoides

Figura 14. Prueba cualitativa del propdleo mezcla Figura 15. Reaccion a los componentes
sin el reactivo
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8.1.3 Pruebas cuantitativas

a. Fenoles

La muestra utilizada en el presente trabajo contenia un 4.7% de &cido gélico (Tabla 4), sin

embargo la norma indica que se requiere un minimo un 5% de la presencia de 4cido galico

para considerarse un propéleo de buena calidad (NOM-003-SAG/GAN-2017 (Propdleos,

produccién y especificaciones para su procesamiento), y posteriormente a este extracto se

le realizaron las pruebas cualitativas y cuantitativas, lo cual nos indica que la muestra

contiene fenoles, pero no en gran cantidad para poder tener una alta actividad. La figura 14

muestra la curva de calibracion con la cual se pudo obtener la concentracion de acido galico

en la muestra, la cual considerd un rango de concentracion de 0.1 a 0.2 mg/ml.
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Figura 16. Curva de calibracion para obtener la concentracion de acido galico en la muestra de propdleo.

Se muestra también los valores de absorbancia (Abs en nm).

Muestra Abs (nm) Analito fen
(mg/g)
Bl.1 0.179 0.01
B1.2 0.162 0.0066
B1.3 0.188 0.0118
Promedio 0.095
SD 0.0026
CVv 0.28

Tabla 4 . Resultados de la muestra de extracto de propdleo que muestra la absorbancia y la concentracién

de fenoles del analito.
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b. Flavonoides

Minimo se requiere un 0.5% de equivalente de quercetina y la muestra obtuvo un 0.9% lo
cual nos reporta que la actividad antifingica es posiblemente gracias a los flavonoides ya
que lo tenemos sobre lo indicado en la NOM.

curva de Flavonoldes Concentraci{Absorbancia

1 0.094
- oo 00 2 0.119
% oao 3 0.108
§ow 4 0.143
fon 5 0.13
. 10 0.24
T 20 w 20 0.502
Concentracion 40 o. 905

Figura 17. Curva de flavonoides y totales

8.1.4 Cromatografia de gases masa

Los resultados del analisis de cada muestra de prop6leo mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se muestran en las Tabla 5 asi como en la
Figura 16 donde se indican los principales compuestos con una identificacion certera (=
90%) con relaciébn a la base de datos del equipo. Los compuestos con actividad
antimicrobiana encontrados fueron los sesquiterpenos, una cetona y un compuesto

heterociclico con grupos aldehido.
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Pico

Tiempo

de
Retencion

Compuesto propuesto

por la base de datos

Clasificacion Actividad

quimica biolégica

Referencia

8

(TR)

30.6

31.58

32.48

33.68

33.7

1,4-
Metanocicloocta[d]piri-
dazina,
1,4,4a,5,6,9,10,10a-
octahidro-11,11-dimetil-,
(1.alfa.,4.alfa.,4a.alfa.
,10a.alfa.)-

1,4-
Metanocicloocta[d]pyri-
dazina,
1,4,4a,5,6,9,10,10a-
octahidro-11,11-dimetill-
, (13,43,4a3,10a3)-

Fanersol

Isbmero a

Farnesol isdmero a
Etanona, 1-(1,3a,4,5,6,7-

hexahidro-4-hidroxi-3,8-

dimetil-5-azulenil)-

2H-1-
Benzoxaciclohexadecin-
16(18aH)-
ona,3,4,5,6,7,8,9,10,11,1
2,13,14-dodecahidro-
18,18a-dihdroxi-2-metil

Furan-2,5-dicarbaldehido

2,5-
Furandicarboxaldehydo

Piridazina Antioxidante
(compuesto

heterociclico)

Sesquiterpeno Antimicrobiano

Cetona Antimicrobiano

Sesquiterpénica

Macrociclo Actividad

no reportada

Compuesto Antioxidante
heterociclico con

grupos aldehido
Antimicrobiana

Urbizu et al., 2017

Delmondes et al., 2020

Fatnasi et al., 2011

Chen et al., 1977

Muriira et al.,2015

Otieno, 2016

Tabla 5. Constituyentes del propdleo de Scaptotrigona mexicana caracterizado por CG-EM
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Figura 18 Cromatograma de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) correspondiente al
propdleo de Scaptotrigona mexicana y los principales compuestos detectados.

49



M.V.Z Marysol Carmona Chavez

8.2 Prueba de sensibilidad cualitativas

8.2.1 Prueba de difusién en agar

Se encontrd una ligera inhibicién de Microsporum canis a una concentracion de 128 mg/mi
de extracto de propéleo (Figura 19-E), asimismo se nota como la cepa deja de crecer
redonda (D) del lado izquierdo y se hace un crecimiento recto, en contraste con la imagen

del ketoconazol en la cual se observa que la cepa crece recta (E).

Figura 19. Prueba de difusién radial con extracto etandlico de propdleo, concentraciones de 16 mg (A), 32
mg (B), 64 mg (C) y 128 mg (D), asi como con ketoconazol 50 mg (E).
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8.3 Prueba de sensibilidad cuantitativa

8.3.1 Método de 24 pozos en agar modificado

Esta prueba se realiz6 por triplicado monitoreando los resultados desde el dia de sembrado
(0), y dias 5, 15y 30, a las diferentes concentraciones utilizadas del propéleo, y se observo
inhibicion en los tres carriles de propéleo (Figura 20-B) y que al dia 30 ya se observa
crecimiento en los pozos que contienen el ketoconazol (Figura 20-D)

Figura 20. Prueba de 24 pozos en agar SDA se puso la muestra por triplicado se muestra en las filas de
izquierda a derecha: concentracion 128 mg, 256 mg, 512 mg, ketoconazol y grupo control. Se observa el
crecimiento de la cepa de M.canis desde el dia a) 0, b)5, c)15 y d) hasta el 30.
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8.3.2 Dafio celular

: Se observaron las imagenes obtenidas analizando 5 hifas por campo, a las distintas
concentraciones del EEP (128, 256 y 512 mg/ml) a las 24 horas de incubacién. (Figura 21)

En las preparaciones sin tratamiento (0 mg/ml de EEP) a las 24 horas, se observaron
hifas sin ninguna alteracion morfologica, lo cual presenta M.canis cuando este no tiene
alguna alteracion. Contrariamente, encontramos diversas alteraciones enla morfologia
de las hifas tratadas con EEP desde de las 24 horas, las cuales se iban acentuando
con el paso del tiempo. Las alteraciones que se encontraron en las hifas principalmente

fueron:

- EEP 128 mg/ml hifa ensanchada (D)

- EEP 256 mg/ml hifas mas pequefias (C)

- EEP 512 mg/ml hifas ensanchadas (E)

- Ketoconazol 50mg/ml hifas mas pequefas y quebradas (B)
- Control (A)
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Se realiz6 tincion de azul de algodon para hacer las observaciones.

Figura 21 Tincidn azul de algodén, cambio de hifas 24 horas después de aplicar las concentraciones de EEP
A) Control, (hifas sin cambio)B) Ketoconazol (Hifas adelgazadas)50 mg/ml, C) 256 mg/ml, D) 128 mg/ml,
E)512 mg/ml (hifas ensanchadas) (vista 100 X)

Determinacion del ancho de las hifas

Se realiz6 la medicion en micras del ancho de las hifas y se hizo prueba de ANOVA
empleando un nivel de significancia de P<0.05, observando que las hifas tratadas con el
EEP a 512 mg/ml tuvieron un ensanchamiento significativo comparado con las hifas control
y las hifas tratadas con ketoconazol. (Tabla 5)
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IHifas 128mg/ml 256mg/ml I512mg/m| IKetoconazoI IControl

1 3.405878 2.845719 2.995595 3.857853 2.995595
2 2.51936 2.646465 2.845719 3.857853 2.339167
3 2.845719 2.339167 14.61558 3.562913 1.479419
4 3.308082 2.51936 12.13665 4.024455 3.771793
|5 4.2105 2.646465 9.321514 3.373594 1.686797
|Promedio 3.2579078 J2.5994352 |8.3830116 [3.7353336 2.4545542

Tabla 5 . Medicion de ancho de hifas (micras) y promedios, (Se observa la gran diferencia comparando el
grupo control el cual tiene un ancho promedio de 2.4 micras a comparacién del grupo de EEP a 512 mg/ml

con 8.3 micras) y el grupo control el cual no tenia ninguin tratamiento .

Figura 22. Promedio de ancho de hifas, prueba de ANOVA empleando un nivel de significancia de P<0.05,
observando que las hifas tratadas con el EEP a 512 mg/ml (+++) tuvieron un ensanchamiento significativo
comparado con las hifas control y las hifas tratadas con ketoconazol
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Determinacion del dafio celular

La tincion de blanco de calcofltor presenta afinidad porla quitina, principal componente
de la pared celular de los organismos fungicos. Se observaron las hifas teflidas de color
azul , y para determinar su viabilidad se utilizé la tincion de yoduro de propidio, que es
considerado un eficiente indicador de viabilidad celular, por su afinidad al DNA, se
observaron hifas de color rojo, lo cual indica que el colorante atraveso la pared celular
debido al dafo provocado por el EEP.

En la tincion de blanco de calcofltor y yoduro de propidio observamos que hay dafio celular
en las hifas al aplicar el EEP , al igual que en ketoconazol se observa destrucciéon y
adelgazamiento de hifas como podemos observar en la Figura 23.
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Concentra- | Blanco de calcofluér Yoduro de Propidio BC/Y
cion /
Tincién
Control
Ketocona-
zol 50
mg/ml

EEP

128 mg/ml
EEP

252 mg/ml
EEP 512
mg/ml

Figura 23. Imagenes tomadas con microscopio de fluorescencia. En el grupo control (A) podemos observar una hifa sin dafio (flecha
roja), en el grupo de Ketoconazol ( E) podemos observar al enfocar con el yoduro de propidio como se marca de rojo el interior de la
hifa lo cual nos demuestra que el ketoconazol logro entrar a la hifa debido a la ruptura de la membrana, en los 3 grupos en donde se
utilizé el EEP a diferentes concentraciones en el 128 mg/ml (1) observamos vacuolas y que el yoduro logro entrar a la hifa, en el de 252
mg/ml (L) observamos lo mismo que en la concentracién anterior y las vacuolas mas grandes y definidas y en la concentracién 512
mg/ml (N) observamos adelgazamiento y ruptura de las hifas (Flecha azul )
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9. DISCUSION

El extracto de propdleo de la abeja Scaptotrigona mexicana, en su evaluacion in vitro, tuvo
actividad antimicotica, comprobando nuestra hip6tesis principal, lo que justifica su uso para

el tratamiento de las dermatofitosis contra Microsporum canis.

Se observo actividad antimicética a una concentracion de 128 mg/ml, lo cual es una dosis
alta, esto hace imprescindible realizar mas investigacion para medir la actividad antimicética

en concentraciones menores de propéleo de esta especie de abeja.

Esto significa que, al igual que otros propéleos ya explorados el de esta especie tiene,
también, cualidades tan importantes como las que nos presenta Cruz (2020) respecto a la

Apis mellifera frente a Candida albicans.

En la prueba de difusion agar SDA se utiliz6 el EEP en las siguientes concentraciones 16
mg, 32 mg, 64 mg, y 128 mg/ml, asi como ketoconazol y un grupo control. Se observé una
ligera inhibicién en la concentracién a 128 mg/ml, ya que la cepa dejé de crecer redonda
del lado izquierdo , comparandolo con la imagen del ketoconazol, en la cual se observé que
la cepa crecié recta, coincidiendo con lo que reportd Estrada (2012), donde se detect6 que
la caja de control con antifingicos tenia grandes halos con inhibicion, al igual, se observo
inhibicion en los discos con propo6leo en concentraciones de 4, 8, 12 y 16 mg/ml,
determinando que ese método no es adecuado para el prop6leo de S. mexicana pues no

hubo buena adhesion del propéleo a los discos.

Se observé que el ketoconazol tiene una funcion fungistatica ya que en la prueba realizada
para determinar la concentracibn minima inhibitoria por el método de 24 pozos en agar
modificado, se obtuvo que, al dia 15 post inoculacion, la cepa de Microsporum canis
comenzO a crecer, en comparacion, con el propdleo de Scaptotrigona mexicana, después
de 30 dias de incubacion no hubo crecimiento alguno observable en ninguna de las
concentraciones utilizadas (128, 256 y 512 mg/ml), resultado que es diferente a lo que
encontré Estrada (2012) con el EEP de Apis mellifera ya que su CMI fue de 0.25 mg/ml lo
cual indica que se tienen que bajar las concentraciones que se utilizaron para esta prueba
y asi poder encontrar la CMI del prop6leo de Scaptotrigona mexicana. Lo cual tal vez sea
un hallazgo importante de este trabajo donde se demuestra que el propdleo no origina

resistencia.
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En la prueba cualitativa de propdleo se puede observar una coloraciéon café en la prueba
de fenoles, lo cual indica su presencia y en la prueba de flavonoides se observa una
coloraciéon amarillenta la cual es la esperada como menciona en la NOM-003-SAG/GAN-
2017, la cual menciona que un color amarillo intenso es caracteristico de los flavonoides, y
gue la mayor parte de los fenoles dan disoluciones coloreadas (azul, verde, violeta, entre
otros). Si el color es amarillo débil (mismo que el reactivo), la reaccidon se considera
negativa. Algunos fenoles no dan coloracién, como la hidroquinona, ya que se oxidan con
el reactivo a quinona. Los 4cidos, a excepcion de los fendlicos, no dan la reaccion, aunque

algunos dan disoluciones o precipitados de color amarillento.

Las propiedades organolépticas que se encontraron en la muestra de propéleo fueron muy
parecidas a las propiedades que describe Viloria et al, (2012): Color amarillo- oscuro, aroma
resinoso con olor a madera, sabor fuerte picoso, consistencia maleable. También coinciden

con las propiedades fisicas que se mencionan en la NOM-003-SAG/GAN-2017.

En las pruebas cuantitativas del propéleo se encontré un 4.7 % de acido galico para la
prueba de fenoles, sin embargo, la norma indica que se requiere un minimo de 5%, lo que
significa que no hay suficiente cantidad de fenoles, lo que podria implicar que no tenga
propiedades antimicéticas. Por otra parte, se obtuvo que en la prueba de flavonoides
minimo se requiere un 0.5% de equivalente de quercetina y nuestra muestra obtuvo un
0.9% lo cual nos reporta que la actividad antifingica que estamos obteniendo es gracias a

los flavonoides ya que el porcentaje fue mas alto.

Muchos de los metabolitos identificados en el propéleo de abejas nativas se encuentran en
la literatura con diversas actividades biolégicas, incluidas las antimicrobianas,
antiinflamatorias, citotéxica, antioxidante, hepatoprotectora y antiulcerosas, entre otros
(Mohd, 2019). El extracto de propéleo estudiado presenta composiciones quimicas
considerablemente diferentes entre si. Si bien, en otros estudios la cantidad y diversidad de
compuestos encontrados son abundantes (Bakchiche, et al, 2020) en comparacion con los
resultados de este estudio para Scaptotrigona mexicana o en otras especies como Melipona
beecheii (Ramon, et al, 2019) y otras en el mundo (Bankova, et al, 2007) es importante
considerar que la diversidad floral, la estacion del afio de la recolecta, la especie de abeja,
son factores determinantes en la composicion de cada propéleo. Se detectaron
principalmente compuestos pertenecientes a los sesquiterpenos, a los que se les han

atribuido actividades antimicrobianas (Peng, et al, 2020).
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Para el caso de Scaptotrigona mexicana es pertinente mencionar que el furan-2,5-
dicarbaldehido, es un heterociclico con grupos aldehido, al realizar la busqueda
bibliogréafica del mismo, no se encontré el mismo compuesto, pero se reporta un compuesto
similar, el 2-acetil-5-metilfurano con actividad contra Escherichia coli, Candida albicans y

Staphylococcus aureus (Otieno,2016).

Se realizé el tratamiento con el EEP sobre Microsporum canis, con la finalidad de
comprobar el dafio celular causado sobre las hifas por el EEP mediante la técnica
de microscopia de fluorescencia con las tinciones de blanco de calcoflior y yoduro
de propidio. Para esto, se emplearon las concentraciones de EEP de 128 mg/ml, 254
mg/ml y 512 mg/ml, Ketoconazol 50 mg/mly paralelamente un control sin EEP, lo cual
permitié observar su efecto fungicida mediante su comparacion. El blanco de calcofltor
presenta afinidad por la quitina, principal componente de la pared celular de los
organismos fungicos(Ramos, 2006). Al utilizar el filtro UV, se pueden observar las hifas
tefiidas de color azul , aunque para determinar su viabilidad se utilizé la tincion de yoduro
de propidio, considerado un eficiente indicador de viabilidad celular, por su afinidad al DNA
(Rivera, 2017). Al colocar el filtro verde se observaron hifas de color rojo, lo cual indica que
el colorante atravesoO la pared celular debido al dafio provocado por el EEP. Se ha
observado que el propdleo tiene un efecto de desorganizacion de la pared celular,
membrana citoplasmatica y citoplasma. Posteriormente, se realiz6 la sobreposicion de las
iméagenes del mismo campo, para obtener una sola imagen y diferenciar hifas dafiadas .
Al igual que en el trabajo de Catalan (2019) con Candida albicans se observé dafio en la
pared celular y penetracion de la tincion de yoduro de propidio, el cual marco toda la hifa lo
cual no se esperaba ya que el yoduro de propidio solo marca el nucleo de las células y al
contraponer las imagenes nos damos cuenta que al romperse la membrana de la hifa

también marco el ADN ribosomal que se encontraba dentro de ella.

Se realiz6 la medicion en micras del ancho de las hifas y se hizo prueba de ANOVA
empleando un nivel de significancia de P<0.05, observando que las hifas tratadas con el
EEP a 512 mg/ml tuvieron un ensanchamiento significativo comparado con las hifas control
y las hifas tratadas con ketoconazol. A comparacion de lo que encontré Estrada en el 2012
ya que ellos al evaluar el propéleo de Apis mellifera no hubo una diferencia estadisticamente

significativa entre el diametro de los macroconidios

59



M.V.Z Marysol Carmona Chavez

10. CONCLUSIONES

1. El propdleo que se utiliz6 mostro tener sesquiterpenos y furan-2,5-dicarbaldehido, a lo

que se relaciona con la actividad antimicética encontrada.

2. Se encontrd que la prueba de difusién en agar no es la idénea para este tipo de propdleo
ya que no se obtuvo buena absorcién en los discos, por lo tanto, en el presente trabajo se
encontré una inhibicion en la dosis mas alta utilizada para esta prueba la cual fue de 128

mg/ml a comparacion de la inhibicién en el crecimiento con el ketoconazol.

3. Se observé que la determinacién de la concentracion minima inhibitoria por medio del
método 24 pozos en agar fue la prueba idonea para encontrar la CMI con el propdleo de

abeja nativa ya que aqui vimos que la inhibicion comienza desde 128 mg/ml.

4. La prueba que hasta el momento se ha encontrado seria la mejor eleccion para
determinar la CMI y el dafio celular del propéleo son las tinciones con blanco de calcofluor

y yoduro de propidio con microscopia de fluorescencia.

5. En la determinacién del dafio observamos claramente la perforacion que hay sobre la
membrana al utilizar el extracto etandlico de propéleo sobre la cepa de Microsporum canis,

provocando el ensanchamiento y vacuolas a lo largo de la hifa.

6. El prop6leo de Scaptotrigona mexicana tiene efecto antimicético sobre Microsporum

canis.

7. Los hallazgos fundamentan el desarrollo de una formulacién de uso tépico con propdleo
de abejas nativas como una alternativa para el tratamiento de las dermatofitosis, cuyos
beneficios son: ser un producto natural con actividad antimicética de baja toxicidad a

comparacion de los antimicticos comunes como el ketoconazol.
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