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RESUMEN

De todas las patologias que se presentan en los perros y gatos, las de la piel son las mas
frecuentes, es por esto que los desordenes dermatoldgicos constituyen una de las
principales causas de consulta en la clinica de pequefios animales. Las dermatofitosis o
“tiflas” son infecciones cutaneas superficiales en humanos y animales causadas por
dermatofitos.

En el presente trabajo se evalud la eficacia antimicotica del propdleo contra Microsporum
canis con la finalidad de proporcionar las bases parar elaborar una nueva alternativa
terapéutica a base de propdleo que sea efectiva, con menor nimero de contraindicaciones y
efectos colaterales que se presentan con los farmacos de uso convencional.

Se determin6é de manera cualitativa que el extracto etandlico de propéleo (EEP) causé
inhibicidn del crecimiento sobre Microsporum canis por medio de la prueba de inhibicion
de crecimiento radial. Se obtuvo la concentracién minima inhibitoria (CMI) del propdleo
sobre la cepa de Microsporum canis por el método de dilucion en agar en placa de 24
pozos, siendo de 0.5 mg/ml. También se evalud el dafio celular de manera cualitativa y
cuantitativa sobre la cepa de Microsporum canis producido por el extracto etanolico de
prop6leo mediante microscopia 6ptica y anélisis de imagen, en la evaluacion de tipo
cualitativa se encontraron alteraciones de tipo morfologicas en las caracteristicas del
citoplasma de M. canis tratado con EEP a diferencia de M. canis sin tratamiento, en donde
no se hallaron esas alteraciones. En referencia a la evaluacién cuantitativa se comparo el
didmetro de los macroconidios de M. canis tratados con EEP y los de M. canis del grupo
control en donde no hubo una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.
Se determind la concentracién fungicida minima (CFM) del EEP para M. canis siendo de
1.5 mg/ml a partir de las 5 horas de incubacion asi como también a una concentracion de
0.5 mg/ml a partir de las 30 horas de incubacién.

Estos resultados demuestran la existencia de un efecto fungicida del propdleo vy
proporcionan un panorama muy alentador para la realizacion de futuros estudios en relacion
al tratamiento con propdleo en casos de dermatofitosis animal y humana.



INTRODUCCION
1. LA PIEL

La piel es el 6rgano més grande del organismo vy realiza una gran variedad de funciones
vitales para el mantenimiento de la homeostasis corporal, *>>* constituye la barrera
anatémica y fisioldgica entre el animal y el medio ambiente. *** Al ser parte de un sistema,
constituye un reflejo del funcionamiento de 6rganos internos y procesos patolégicos.*

1.1 Funciones de la piel

La piel desarrolla diversas funciones tales como: termorregulacién, barrera envolvente
(evitando la pérdida de agua y electrolitos), proteccion de dérganos internos, da forma al
cuerpo y permite movimiento al mismo, produce estructuras queratinizadas como pelo,
ufias y el estrato cérneo de la epidermis, funciona como reservorio (agua, electrolitos,
vitaminas, grasas, carbohidratos, proteinas y otras sustancias), percepcion sensorial,
inmunorregulacion, pigmentacion: secrecion y excrecion de sustancias, produccion de
vitamina D y control hemodinamico.****

El aspecto de la piel, su color, elasticidad, grosor, irrigacién sanguinea, inervacion y
textura, dependen de diversos factores tales como: especie, raza, sexo, edad, region
anatémica, nutricion y estado fisiolégico, entre otros.>® El pH de la superficie cutanea, en el
perro y el gato es generalmente 4cido (variando de 5.5 a 7.5).%**

1.2 Estructura de la piel

Anatomicamente la piel esta formada por dos capas: la epidermis o capa externa y la dermis
0 capa interna, estos dos componentes son interdependientes. La hipodermis corresponde al
tejido subcutaneo sobre el cual descansa la piel.****** La piel, el pelo y el tejido subcutaneo
representan el 24% del peso corporal de un cachorro recién nacido y cuando el animal
alcanza la madurez, estas estructuras constituyen sélo el 12% del peso corporal.™ (ver
figura 1).
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Figura 1: Estructura de la piel (Vera, 2009)
1.2.1 Epidermis

La epidermis es un epitelio escamoso estratificado queratinizado que cubre todo el cuerpo y
estd unido a las mucosas que cubren las cavidades corporales. Su grosor varia de una zona a
otra, oscilando entre 0.1 y 0.5 mm, se compone de cuatro capas que son, de profunda a
superficial:

* Estrato basal.

* Estrato espinoso.

* Estrato granular.

« Estrato corneo. >

Cada estrato se compone de una a varias células de grosor en funcién de la localizacion
anatomica. Los queratinocitos son las principales células de la epidermis (85%), el resto
son células dendriticas epidermales residentes: células de Langerhans (5-8%), melanocitos
(5%) y células de Merkel (3-5%). Otras células como linfocitos, eosinéfilos y neutrofilos
pueden encontrarse en la epidermis pero no son células residentes.**>*



1.2.2 Dermis

La dermis es el mayor componente estructural de la piel. Proporciona una matriz
constituida por tejido conjuntivo para las estructuras de soporte y las secreciones que
mantienen e interaccionan con la epidermis y sus anexos. En esta capa se encuentran vasos
sanguineos y linfaticos, nervios y receptores glandulas sudoriparas, sebaceas, Yy
componentes celulares. Es una estructura termorreguladora y sensorial importante, que
contribuye significativamente al almacenamiento del agua en el cuerpo. Los foliculos
pilosos también se encuentran en esta capa, los cuales son invaginaciones de la dermis.***

a) Glandulas sebaceas

Las glandulas sebaceas son glandulas simples, alveolares con un conducto que se abre
directamente a la superficie cutanea. Su densidad y tamafio depende del lugar anatomico
donde se localicen, son méas abundantes alrededor de las uniones mucocutaneas, espacios
interdigitales, en el cuello, en el lomo, en la cola y en la barbilla. Estan ausentes en el plano
nasal y en las almohadillas plantares.*

b) Glandulas sudoriparas

Las glandulas sudoriparas son glandulas tubulares simples y en espiral. En algunas
especies, existen glandulas sudoriparas especificas que estan implicadas en la produccién
de olor. EI sudor protege la piel; mantiene su flexibilidad, y proporciona defensas
antimicrobianas a traves de la presencia de inmunoglobulinas, citoquinas, transferinas y
clorur:?0 de sodio. El sudor no juega un papel importante en la termorregulacion en perros y
gatos.

1.2.3 Hipodermis

La hipodermis, también conocida como subcutis, aponeurosis superficial o fascia
superficial es la capa de tejido sobre la cual descansa la piel, a la cual une con las
estructuras subyacentes del organismo, como musculos y huesos. Esta constituida por tejido
conectivo laxo, infiltrado con tejido adiposo.”*®>* La grasa que se almacena en la
hipodermis sirve como barreara térmica contra el frio, como depdsito energético y soporte
estructural. Las grandes masas de grasa que forman una almohadilla o cojin reciben el
nombre de paniculo adiposo. Estas masas se encuentran en los cojinetes plantares y en los
cojinetes digitales, donde funcionan como amortiguadores.'*#>*

1.2.4 Anexos de la piel
a) El pelo

Los pelos son hilos de queratina, elasticos, largos y finos. * Son integrantes especificos de
la piel de los mamiferos y su funcién es proteger al individuo de diferentes maneras,
proporciona una barrera fisica, microbiana y quimica y ayuda al camuflaje y a la
sefializacion entre animales. La longitud y la densidad del pelo proporcionan aislamiento
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térmico, mientras que el color y el brillo tienen un papel termorregulador. Los pelos tactiles
especializados son capaces de percibir estimulos tactiles.*

El pelo se forma a partir del foliculo piloso en el ciclo del crecimiento del pelo. Este
proceso tiene 3 etapas: anagén, catagen y telogén. La etapa llamada anagén, del ciclo
folicular, corresponde al crecimiento activo del pelo y se divide en 6 estadios: Proanagén
abarca del estadio 1 al 4, mesanageén estadio 5 y metanagén estadio 6. La etapa catagénica
es la fase de transicion entre las fases de crecimiento y de reposo. La etapa telogenica es la
fase de reposo del foliculo piloso.* (figura 2).

Misculo ploarector

4 )
Papda ?
dermeca
lEmcil s Catagen Telogen

Figura 2: Ciclo del crecimiento del pelo (Lloyd y Patel, 2008)



El pelo en el gato y en el perro es reemplazado en picos que se dan en primavera y en

otofio, el reemplazamiento estd influenciado por factores, tales como el fotoperiodo,

temperatura, estimulos hormonales, nutricion, estado de salud general y la genética entre
30

otros.

Cada foliculo primario estd asociado a un masculo piloerector, una glandula sudoripara y
una glandula sebacea que, juntos, forman la unidad pilosebacea. Los foliculos agrupados,
como los que se encuentran en el perro y en el gato, se refieren a foliculos en los cuales un
pelo primario estd asociado a varios pequefios pelos secundarios, cada uno de ellos
desembocando en la dermis por la misma apertura. La proporcién y distribucién entre los
pelos primarios y los secundarios determina los diferentes tipos de capa que se encuentran
en las distintas especies y razas. Los pelos conocidos como tactiles o bigotes, son los pelos
rigidos que estdn asociados a un seno endotelial vascular y actian como
mecanorreceptores.®

b) La uiia

Esta es una estructura cornea que rodea la falange distal y sus origenes como
modificaciones locales de la piel estan reflejados en su mantenimiento de las laminas de la
epidermis, la dermis y el subcutis (si bien, posiblemente en una forma muy alterada).*®

Las ufias sirven en primer lugar para proteger los tejidos subyacentes pero todos ellos se

usan también con otras finalidades tales como arafiar, escarbar o como arma de defensa y
18

ataque.

c) Glandulas Especiales
1.-Glandulas caudales o de la cola

Se encuentran grandes gandulas sebéceas y serosas en un area oval sobre la superficie
dorsal de la cola de algunos carnivoros, la piel sobre éstas glandulas frecuentemente se
distingue por su pelo més ralo y de color amarillento. Su actividad llega al maximo en la
época de celo. En los gatos, a diferencia de los perros, ésta area se encuentra a nivel de la
raiz de la cola. *°

2.-Glandulas circumanales

Estas glandulas sebaceas estan restringidas a la piel perianal de algunos carnivoros,
incluidos los perros, en los que drenan glandulas sudoriparas especiales. Es probable que su
secrecion excite la atencion particular que presentan a la regién anal cuando los perros se
encuentran. Se ha sugerido que algunas de estas glandulas tienen una funcién endécrina. *°



3.- Glandulas de los sacos anales

Se encuentran glandulas sebaceas y serosas en las paredes de los sacos anales, que son
bolsas cutdneas que se abren a ambos lados del ano de los carnivoros, la secrecion que es
particularmente hedionda y desagradable se lleva a cabo durante la defecacion y
aparentemente sirve como marcador. *°

4.-Glandulas ceruminosas de la oreja

El conducto auditivo externo contiene glandulas sebaceas y glandulas ceruminosas. Las
glandulas ceruminosas son simples glandulas tubulares en espiral que se asemejan a las
glandulas sudoriparas, se localizan en la dermis profunda debajo de las glandulas sebéceas,
aumentan en numero en la parte proximal del conducto auditivo externo, y sus conductos
desembocan en foliculos del cabello o sobre la superficie del canal auditivo externo.*?

El cerumen es una emulsién que recubre el conducto auditivo. Esta compuesto de células
escamosas epiteliales queratinizadas descamadas junto con las secreciones de las glandulas
sebaceas y ceruminosas. Este material es de naturaleza acida y por lo tanto, disminuye el
pH del canal auditivo, creando un medio desfavorable para el crecimiento de los
microorganismos. El nimero de glandulas sebaceas y glandulas ceruminosas varia con la
raza. Las razas de pelo largo tienen més tejido glandular que las razas de pelo corto.*?

Como ya hemos explicado, la piel no sélo es un 6rgano con sus propios patrones de
reaccion sino que también refleja el medio externo al que esta expuesto, por tanto, en la piel
se pueden localizar un sinnimero de lesiones.

De todas las patologias que se presentan en los perros y gatos, las de la piel son las méas
frecuentes y a la vez las que el duefio descubre con mayor facilidad, es por esto que los
desdrdenes dermatoldgicos constituyen una de las principales causas de consulta en la
clinica de pequefios animales.*®



2. DERMATOFITOSIS
2.1 Definicion

Las dermatofitosis o “tiflas” son infecciones cutaneas superficiales en humanos y animales
causadas por hongos de los generos: Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton, los
cuales invaden el estrato cérneo de la piel y de otros tejidos queratinizados. *1317:3>:3641.47:48

2.2 Etiologia

En los pequefios animales la dermatofitosis se debe generalmente a la infeccion por una de
las siguientes especies de hongos: Microsporum canis, Microsporum gypseum y
Trichophyton mentagrophytes. Siendo las mas comunes causadas por M. canis.™

2.3 Clasificacién de los dermatofitos

Cada uno de los distintos dermatofitos son habitantes naturales en distintos medios, por
tanto una manera de clasificarles es acuerdo con su habitat pudiendo ser:

e Zoofilicos: aquellos que se encuentran principalmente en animales, pero que pueden
ser transmisibles a otros animales y al humano (Microsporum canis, M. nanum M.
gallinae, Trichophyton mentagrophytes var mentagrophytes, T. equinum y T.
verrucosum ).

e Antropofilicos: que se encuentran principalmente en humanos y son trasmitidos a
otros humanos y muy rara vez a animales (Microsporum audouinii, T. rubrum, T.
tonsurans, T. mentagrophytes var interdigitale, T. violaceum, T. concentricum y E.
floccosum)

e Geofilicos: aquellos dermatofitos que se encuentran principalmente en el suelo y de
esa fuente se infectan animales y humanos (Microsporum gypseumy T. terrestre)’

3. DERMATOFITOSIS CAUSADA POR Microsporum canis
3.1 Caracteristicas de Microsporum canis

Microsporum canis (del griego mikrds-pequefio y sporos-semilla o espora y del latin canis-
perro) es un hongo filamentoso del tipo zoofilico, se dice ha evolucionado gradualmente
através del tiempo por cambios en su nicho ecolégico ya que en un principio su héabitat fue
el suelo y después pasé a los animales domésticos y de ahi al hombre,*® pertenece al
Phylum:  Ascomycota Clase: Euascomycetes Orden: Onygenales Familia:
Arthrodermataceae.’*?

La descripcion del género Microsporum inicié en 1843 cuando Gruby identificdé M.
audouinii. Afos después, en 1902 Bodin describié M. canis, el cual ha recibido desde
entonces varios sinénimos como M. felinum, M. equinum, M. lanosum, M. pseudolanosum
y M. obesum.*®



Se han descrito tres subespecies M. canis. En 1954 Dimenna y Marples describieron la
primera como M. canis var. distortum y en 1968 Rivalier y Badillet describieron M. canis
var. pulverulentum. Algunos autores mencionan a M. canis var. obesum como otra
subespecie, sin embargo no existe bibliografia que apoye su existencia.*®

Microscépicamente presenta macroconidios abundantes y grandes (35-110 x 12-25 um)*
sin embargo otros autores refieren que miden de 7-20 pum de ancho por 30-60 pm de
largo,* fusiformes con doble pared gruesa (2 pm) y rugosa de extremos afilados con o sin
equinulaciones, pluriseptados, (de 6 a 12 septos® aunque también se refiere que pueden
llegar a ser hasta quince) con tabiques transversales que circunscriben amplias celdillas.
Posee microconidios piriformes (1-2 pum) habitualmente escasos, en breves racimos o
libres, que brotan lateralmente de la hifa. Se observan hifas en forma de raquetas, escasas
espirales y clamidosporas e hifas pectinadas en los cultivos viejos.*® Las colonias de M.
canis se caracterizan por crecer rapidamente**® entre 7 y 14 dias®® a 25-30 °C* en agar
dextrosa Sabouraud con y sin antibidticos ademés, M. canis se distingue del resto de los
Microsporum porque crecen en medio de cultivo de arroz, que estimula la produccién de
macroconidios.® Las colonias son planas, vellosas* o algodonosas con micelio blanco; este
aspecto esta determinado por la abundancia del mismo, poseen bordes desflecados. Con el
tiempo, el centro de la colonia se torna pulverulento. El color del reverso varia con la edad
del cultivo y va de blanco a café amarillento y el reverso es amarillo-naranja o amarillo-
rojizo. "3414348 (ver figuras 3 y 4).

Se ha observado que M. canis presenta gran pleomorfismo en los subcultivos.”* En lo que
se refiere a la identificacion, las caracteristicas morfologicas de los cultivos de M. canis
tienen altos porcentajes de concordancia (90%) con pruebas confirmatorias como lo son las
de biologia molecular.*



Figura 3.- Cultivo de M. canis, agar Borelli (Unidad de Investigacién Multidisciplinaria,
Laboratorio de Microbiologia — Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM)

Figura 4.- M. canis, tincién azul de algodon 40x Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria, Laboratorio de Microbiologia — Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan - UNAM)
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3.2 Epidemiologia

Microsporum canis tiene una distribucién mundial,*® es un agente productor de tifia en
humanos y animales puede ser también un colonizador del pelaje de los animales pero sin
causar sintomatologia.***® Se sabe que las dermatofitosis son mucho menos frecuentes en
perros que en gatos.” Diversos autores coinciden en que la especie de dermatofito mas
frecuentemente implicado en los casos de dermatofitosis en perros y gatos es M. canis,
(aproximadamente entre el 85%"%y el 90%°" de las dermatofitosis son producidas por M.
canis) y siendo menos frecuentes otras especies, entre las que destacan Trichophyton
mentagrophytes y Microsporum gypseum.®+1341

Se han demostrado variaciones de la incidencia de la dermatofitosis en diferentes partes del
mundo. En general, la incidencia en perros del hemisferio norte se puede resumir como

H 15
sigue:

e M. canis es mas frecuente entre octubre y febrero y menos comun entre marzo y
septiembre.

e M. gypseum es comun entre julio y noviembre y tiene baja incidencia entre
diciembre y junio.

e T. mentagrophytes esté presente todo el afio y tiene incidencia pico en noviembre y
diciembre.

En general, la incidencia en gatos se resume a continuacion™:

e M. canis tiene poca variacion durante todo el afio.
e M. gypseum y T. mentagrophytes son hallazgos raros en felinos, pero se puede
observar un ligero incremento durante el verano y el otofio.

Se sabe que rara vez la dermatofitosis canina y felina se debe a infeccién simultanea con
dos hongos diferentes.’®

Las tifias son importantes no s6lo por el hecho de que afectan la piel en perros y gatos sino
que también pueden ser transmitidas a otros animales y a los humanos siendo una zoonosis
potencial.*****® E| gato se considera como el principal reservorio de M. canis.®*>* Ia
dermatofitosis felina por tanto constituye la principal zoonosis de origen felino.™

Cuando se transmite al ser humano es una especie muy contagiosa que da lugar a brotes
epidémicos familiares o escolares. Provoca tinea capitis (Tifia de la cabeza) y tinea
corporis (tifia del cuerpo) principalmente en nifios (ver figura 5). En México en nifios de
entre 6 y 11 afios, M. canis ocasiona tifia de la cabeza en el 60-80%" de los casos, donde el
contacto con animales domésticos es la fuente de infeccion hasta en un 83%, de igual
manera en adultos en Meéxico, M. canis ocupa el segundo lugar en frecuencia (25,4%)
después de T. rubrum como causante de tifia del cuerpo. La incidencia de onicomicosis y
tifia de los pies por M. canis es s6lo de un 3%. ***®En los pacientes con SIDA las lesiones
pueden ser extensas, mientras que puede ser invasor de la dermis en personas en
tratamiento inmunosupresor.*
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Figura 5: Presentaciones clinicas de tifia producida por M. canis Figura A: Tifia de cabeza
de tipo inflamatorio o querion. Figura B: tifia seca de la cabeza caracteristica del género
Microsporum. (Bonifaz, 2010)

3.3 Factores predisponentes

Estos factores predisponentes incluyen factores tanto del hospedador como del entorno. Los
perros y gatos pueden sufrir de tifia a cualquier edad. Los animales jovenes, ancianos e
inmunocomprometidos son mas susceptibles a la infeccién. Los gatos con virus de
inmunodeficiencia felina (FIV) o leucemia viral felina (FeLV) y los animales que reciben
quimioterapia pueden tener alto riesgo, también los que se encuentran en estados de estrés,
por ejemplo durante la gestacion o lactacién, la susceptibilidad genética también puede ser
un factor predisponente importante especialmente en los gatos de raza Persa** e Himalaya®
y en los perros de raza Yorkshire terrier.® Otros factores de riesgo incluyen, mal nutricion,
sobrepoblacién animal y la falta de un periodo adecuado de cuarentena para los animales
infectados.™ Se cree que la eliminacién mecénica de las esporas mediante el acicalamiento
de los gatos puede proporcionar una defensa natural contra la infeccion y que en general en
los animales de pelo largo o enredado es dificil esta eliminacion por medio del
acicalamiento.®*!

Por otro lado, a nivel ambiental, la temperatura y la humedad son factores predisponentes
importantes que explican la elevada incidencia de esta enfermedad en las zonas geograficas
donde el clima favorece el crecimiento fungico. Las esporas presentes en el entorno pueden
ser una fuente constante de infeccion, ya que permanecen viables durante afios bajo
condicion4ef naturales y desempefian una funcion importante en la diseminacion de la
infeccion.
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3.4 Patogenia

Los dermatofitos son patdgenos primarios que invaden el tejido queratinizado como el pelo,
el estrato cérneo de la piel y las ufias. Las infecciones por dermatofitos se adquieren por
contacto con artrosporas procedentes de fomites, tierra infectada y animales infectados. El
primer paso en el proceso de la infeccion es la adherencia de las artrosporas al estrato
corneo. El segundo paso en la germinacion de la espora y la produccion de hifas, que
secretan queratinasa e invaden el estrato corneo y los tallos de pelo en la fase
anagén.®>**>4LE| pelo que esta en un estadio de reposo no es invadido ya que se necesitan
de nutrientes esenciales para el crecimiento flngico y en este estadio no estan presentes 0
su produccién es muy pobre.™

La dermatofitosis es una enfermedad contagiosa, la infeccion puede darse entre especies
por contacto directo como indirecto si las condiciones predisponentes son favorables.*

3.5 Cuadro Clinico

Los signos clinicos de las dermatofitosis son muy variables,® es importante sefialar que el
cuadro clinico de los perros son diferentes de las de los gatos clinicamente hablando. Se
sabe que en los perros las tifias producen lesiones mientras que en los gatos los signos
clinicos no son siempre evidentes. En gatos, es posible cultivar dermatofitos en animales
clinicamente sanos que acttian sélo como acarreadores de conidios sin estar infectados.™

La dermatofitosis felina puede presentarse no sélo con distintas lesiones, sino también con
distintas patrones de reaccion. La alopecia puede ser circunscrita, difusa o con zonas de
descamacidn, hiperpigmentacion, eritema y formacion de comedones, y pustulas foliculares
que pueden observarse en la cabeza o extremidades, en ocasiones el pelo de los bordes de
las lesiones pueden estar rotos®***" y puede haber o no prurito.*® (ver figuras 6y 7).
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Figura 6: Infeccion por M. canis, causando un patron difuso de alopecia y descamacién en
el dorso de un gato (Harvey, 2001)

Figura 7: Lesion causada por M. canis que produce alopecia y descamacion focalizada en
la pata de un gato (Harvey, 2001)
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En los perros, los signos clinicos aunque son variables se asocian principalmente a la
pérdida de pelo. Las lesiones pueden distribuirse de forma localizada o difusa. Pueden
observarse zonas circulares de alopecia, descamacion, eritema hiperpigmentacion, costras
y/o péapulas en la cabeza y extremidades. Generalmente las lesiones estan bien delimitadas
en los perros se observa una lesién denominada como querion (lesion blanda localizada de
tipo inflamatorio proliferativa y eritematosa). Normalmente hay un borde bien demarcado
entre la piel afectada y la piel sana.** (ver figura 8).

Figura 8: Infeccion por M. canis, en una perra
de tres meses de edad (Delgadillo, 2006)
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3.6 Diagnostico

Antes de utilizar cualquier prueba diagndstica, es de suma importancia aproximar el
diagnostico mediante una correcta y detallada anamnesis acompafiada de la exploracion
clinica®® El diagnéstico de laboratorio, en lo que a dermatofitosis se refiere, es muy
sencillo y se realiza por medio de examenes directos que nos revelan la presencia de
estructuras fangicas y los cultivos son confirmatorios.’

a) Examenes directos

Dentro de la clasificacion de los examenes directos encontramos los examenes de pelo
(tricografia) y/ o escamas por medio de la observacion directa con hidroxido de potasio
(KOH) al 10 6 20%. Esta prueba consiste en colocar la muestra en un portaobjetos y
colocar sobre ésta una gota de KOH la cual acttia como solucion aclarante. Se dejar reposar
la muestra de 15 a 20 minutos y finalmente se observa al microscopio. Los pelos infectados
se ven parasitados por esporas y en ocasiones por algunos filamentos. La infeccion del pelo
por M. canis se clasifica dentro del grupo ectotrix del tipo microsporico esto es, que se
observan numerosos microconidios de 2 a 6 pm de didmetro fuera del pelo”*. En el caso
de las escamas, al observarlas podemos encontrar filamentos largos y delgados.”*! Con esta
prueba se pueden observar las estructuras fungicas antes mencionadas, pero nunca
macroconidios cuya visualizacion es imprescindible para la identificacion del dermatofito,
éstos solo se observan mediante el examen microscépico del cultivo una vez haya
esporulado. Es dificil observar las artrosporas e hifas en el examen directo, no sélo porque
se necesita mucha practica para ello, sino también porque no todos los pelos del animal se
encuentran infectados, incluso la observacion directa de una muestra adecuada lleva a
muchos errores de diagndstico por lo que no se aconseja como Unico método diagnéstico.*®

b) Cultivos

Los medios rutinarios para el primoaislamiento de los dermatofitos son: agar dextrosa
Sabouraud® y agar Sabouraud més antibi6ticos (que ayuden a prevenir el sobrecrecimiento
de hongos saprobios o bacterias), las colonias se desarrollan en un tiempo promedio de 10 a
15 dias, incubadas a una temperatura de 25 a 28 °C, también se recomienda usar otros
medios como extracto de levadura y papa dextrosa agar. "**® Sin embargo, se conocen
otros medios que son especificos para inducir la esporulacion y poner en evidencia la
produccién de pigmento y de esta manera facilitar la identificacion de la especie, como el
medio de cultivo de arroz *°y el agar Borelli (también llamado Lactrimel)®

Existe un medio para dermatofitos Illamado DTM (dermatophyte test medium) que esta
formado de una base de dextrosa, fitona y antibidticos (ciclohexamida, gentamicina y
cloranfenicol) mas un indicador de pH llamado rojo fenol; se trata de un medio selectivo
para dermatofitos; sin embargo las caracteristicas macro y microscopicas de las colonias asi
como los pigmentos no se detectan bien por lo que sélo se recomienda para uso en el
consultorio debido a que el crecimiento del dermatofito hace virar el indicador amarillo a
rojo con una precision del 90 a 95%. "** El mayor inconveniente del DTM es que algunos
hongos saprobios pueden virar el medio a rojo, y en ocasiones se dan casos de colonias de
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M. canis que no producen el cambio de color. La confirmacion del diagndstico se realiza
mediante la identificacion microscopica de los macroconidios del hongo a partir de la
colonia obtenida en el cultivo.*

El cultivo tiene valor epidemiolégico y confirma con certeza el diagndstico de
dermatofitosis. La identificacion de la especie es en ocasiones determinante en la eleccion
del tratamiento antiftingico.*’

c) Lampara de Wood

La lampara de Wood es un recurso que se puede utilizar para el diagnéstico en el
consultorio. El fundamento de esta prueba es que las hifas de algunas especies del género
Microsporum producen un metabolito llamado pteridina, y es secretada cuando el hongo
estd en crecimiento, ésta sustancia absorbe la luz ultravioleta y emite fluorescencia
visible.”® Existe en inconveniente de que no todos los agentes productores de tifia producen
fluorescencia, s6lo los que son ectotrix como M. canis, por lo tanto el examen directo y los
cultivos son los que confirman el diagnéstico.’

Es importante sefialar que esta prueba con frecuencia puede conducir a errores
diagndsticos, pudiendo dar falsos positivos ya que la suciedad y la descamacion de la piel y
ciertos medicamentos topicos puede producir fluorescencia, y falsos negativos, si la
infeccion estd ocasionada por otras especies de dermatofitos que no tengan la caracteristica
de producir fluorescencia.”***® Sélo debe ser considerada sospechosa la fluorescencia de
color verde y que aparece en la zona medial de los pelos. Siempre se debe confirmar el
diagndstico realizando cultivos a partir de la zona en la que se observa la fluorescencia.*®

Los datos que arrojo el estudio realizado por Betancourt y colaboradores en el afio 2009
muestran que s6lo en uno de cada cinco gatos con M. canis se observé fluorescencia con la
lampara de Wood, de manera que podemos concluir que esta prueba no es suficiente para
dar un diagnéstico definitivo.’

d) Examen histopatoldgico

En muestras de tejidos provenientes de lesiones leves solo se observa hiperqueratosis.
Cuando la lesion es grave se puede observar las siguientes alteraciones:*®

Hipertrofia de la epidermis
Infiltrado linfocitario en la dermis
Destruccion de foliculos pilosos
Reaccion granulomatosa

En ocasiones, el diagnostico histopatolégico de la dermatofitosis es dificil, ya que los
cambios morfoldgicos son minimos, y el unico hallazgo es al engrosamiento del estrato
coérneo (hiperqueratosis). En estos casos se deben realizar tinciones especiales para detectar
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las estruguras fangicas, tales como la de acido peryodico de Schiff (PAS) o la de Grocott-
Gomori.

Podemos concluir que el diagnostico micoldgico no s6lo ayuda a la aplicacion de una
correcta terapia sino que permite una aproximaciéon a la situacion socio-cultural de la
poblacién afectada y a las medidas profil4cticas, con base a las especies aisladas.*’

3.7 Diagnostico diferencial

Debido a la variabilidad de los signos clinicos, los diagndsticos diferenciales posibles
incluyen varias enfermedades. Deben considerarse alteraciones que provoquen
encostramiento, descamacion y alopecia, como: foliculitis bacteriana, furunculosis, estados
de  hipersensibilidad, = demodicosis, enfermedades encostrantes  autoinmunes,
distrofia/displasia folicular y pustulosis eosinofiica estéril (enfermedad de Ofugi). Los
principales diagnésticos diferenciales son los siguientes.'

Para la dermatofitosis producida por M. canis en el gato debe hacerse el diagndstico
diferencial con queiletielosis y demodicosis. Para el caso del perro el diagndstico
diferencial sera con pioderma superficial, demodicosis y pénfigo folidceo.**

3.8 Tratamiento

Actualmente se mantiene el protocolo terapéutico clésico, el cual incluye la combinacion de
tratamiento topico y sistémico en el paciente, asi como la eliminacion del material
contaminado del ambiente, aunque se ha incrementado el conocimiento sobre la efectividad
de los métodos empleados. La terapia tdpica sirve para eliminar el material infectivo y
prevenir su diseminacion al ambiente; la sistémica acorta el tiempo de infeccion en el
animal; y el control ambiental tiene por objeto prevenir que la infeccidn recurra y evitar que
se contagie a otros animales o personas.*

a) Tratamiento sistémico

La griseofulvina sigue siendo el antifangico de eleccion en el tratamiento sistémico de la
dermatofitosis del perro y el gato, 3*° aunque se ha introducido para ciertos casos el uso de
azoles, como el ketoconazol®**'e itraconazol®** y la terbinafina que es un antifiingico
perteneciente al grupo de las alilaminas.** El ketoconazol sélo se debe usar en las escasas
dermatofitosis debidas a Trichophyton mentagrophytes que a su vez sean resistentes a la
griseofulvina, no recomendandose en los procesos causados por Microsporum canis,
debido a la frecuente resistencia del mismo.*®

En los casos de tifias por M. canis resistentes a la griseofulvina se recomienda la
administracién de itraconazol,® el cual ofrece la ventaja de presentar menos efectos
secundarios no deseados, siendo tan efectivo o mejor que el ketoconazol.***
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Algunos autores sugieren combinar la griseofulvina con un tratamiento tdpico,
generalmente con enilconazol,® otros recomiendan la combinacion de ketoconazol por via
sistémica y enilconazol tpico.’ Para cualquiera de los casos debe considerarse que
Microsporum canis responde mal al tratamiento con azoles.*’

En resumen, el manejo de la enfermedad sélo por via sistémica con griseofulvina o
itraconazol suele ser efectivo aunque, como se ha mencionado anteriormente, la
combinacién de un tratamiento topico adecuado puede disminuir el tiempo de curacién.*
Por otro lado, la sola aplicacion de antifingicos tépicos suele ser ineficaz 3 y puede
predisponer a infecciones crénicas y recurrentes.*

b) Tratamiento tépico

El tratamiento topico debe abarcar toda la superficie de la piel, no es recomendable tratar
solo las lesiones localizadas ya que el farmaco aplicado en las mismas no tienen ningln
efecto en hifas o esporas que puedan estar presentes en cualquier otra parte del cuerpo del
animal en las que no haya lesiones.®*® Se admite que el mejor producto tépico en
dermatofitosis canina es el enilconazol; en gatos también es efectivo pero se citan casos de
toxicidad, posiblemente por ingesta debida al acicalado; esta toxicidad no es predecible,
incluso se ha documentado un caso mortal.*® Para una mejor aplicacién del tratamiento
topico, asi como para disminuir la carga de esporas sobre el animal y reducir la
contaminacion del entorno, se recomienda cortar el pelo sin llegar a rasurarlo, ya que los
pequefios traumatismos en la piel debidos al rasurado favorecen la diseminacion de la
infeccion.*"*® Se sugiere dar bafios de enilconazol al 0.2%"' realizandose dos veces por
semana.’ También se puede bafiar al animal con gluconato de clorexhidina al 1% ° aunque
ésta parece menos efectiva que el enilconazol.*

Parece ser que la eficacia del uso de antifungicos tépicos depende de su combinacion a
farmacos sistémicos. Asi, la sola aplicacion de clorhexidina durante 18 semanas, sin
tratamiento sistémico en un estudio realizado, no modifico la evolucion de la enfermedad
en gatos, respecto de los controles no tratados tdpicamente, sin embargo, el bafio semanal
con un shampoo a base de clorhexidina y miconazol consiguié disminuir el tiempo de
curacién en gatos con dermatofitosis que también recibian griseofulvina.*®

A manera de resumen podemos decir que el tratamiento, topico y sistémico, debe continuar

unas semanas después de la curacion de las lesiones, de preferencia hasta la obtencién de

cultivos fangicos negativos,’ es decir hasta la cura micolégica y no sélo hasta la cura
[ 41

clinica.
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¢) Tratamiento de los animales en contacto con animales enfermos

Esta es otra etapa del tratamiento que no debe omitirse, ya que ciertos animales pueden
albergar de forma pasiva esporas de dermatofitos y dar origen a una recontaminacion del
animal enfermo. Si éstos animales presentan un cultivo positivo, se deben considerarse
infectados y deben ser tratados igual que al animal enfermo; si el cultivo es negativo, deben
ser separados del animal infectado y ser tratados sélo topicamente, por ejemplo con bafios
de clorhexidina.™

d) Desinfeccion del ambiente

En los casos de dermatofitosis, la contaminacion del ambiente con estructuras fungicas
juega un papel importante en la patogenia de la enfermedad,®® es por esta razén que la
disminucion de material infectado es un factor importante en el tratamiento, impidiendo asi
las recontaminaciones, ya que se ha demostrado que las esporas de M. canis persisten en el
entorno hasta 18 meses.™>*!

La desinfeccion del ambiente se ha realizando tradicionalmente con productos que, a pesar
de considerarse fungicidas, no son eficaces del todo ya que dentro de los pelos o escamas
infectadas por M. canis que se encuentran en el ambiente hay estructuras fungicas, las
cuales no tienen contacto directo con los desinfectantes.*® Se podria resumir que, en la
préactica, s6lo son efectivos el hipoclorito de sodio (diluido al 1/10), los aerosoles de
enilconazol, las soluciones esterilizantes para instrumentos médicos (a base de
glutaraldehido o de didxido de cloro estabilizado) y un desinfectante comercial (Virkon
S®) para uso en locales donde residen animales de compafifa.*°

Adicionalmente se recomienda confinar al animal infectado en un cuarto de servicio o0 en
una zona que pueda descontaminarse facilmente todos los dias, se sugiere aspirar las
alfombras y muebles tapizados (debe desinfectarse el recipiente para el polvo) asi como
desimj&ctar los utensilios de acicalamiento con hipoclorito de sodio (diluido al 1:10 en
agua)

La descontaminacion del entorno debe continuar hasta que se obtengan dos o tres cultivos

micoldgicos negativos del animal afectado. No deben introducirse nuevos animales en la
casa hasta no terminar con el tratamiento.*
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3.8.1 Efectos adversos de los antifungicos utilizados en el tratamiento de la
dermatofitosis

Un factor a considerar al elegir el antifingico a utilizar, debe ser el de los efectos adversos
y contraindicaciones de dichos farmacos, en el caso de la griseofulvina, debido a sus
efectos toxicos en gatos'** debe reservarse contra infecciones graves en que no exista otra
alternativa, debido a que su efecto es impredecible. Al parecer, los efectos tdxicos en gatos
se deben a la susceptibilidad individual mas que a la dosis. No se recomienda para el
tratamiento de infecciones menores, que puedan ser autolimitantes, y que respondan a un
tratamiento local.”* La griseofulvina es teratgena****' en humanos y animales. De
manera general no debe administrarse en animales gestantes de ninguna especie. En
referencia a los gatos, en especial cuando se administra en el primer tercio de la gestacion;
entre los efectos de esta indole estan malformaciones del cerebro y de los huesos, espina
bifida, anoftalmia y atresia anal. En gatos adultos se asocia la presentacion de anemia con
dosis altas. Otros signos de toxicosis en gatos son anorexia, vomito, ataxia, anemia,
leucopenia, depresion, prurito, ictericia y pirexia. Algunos de estos signos son reversibles,
en tratamientos prolongados. Se pueden presentar trastornos gastrointestinales como
diarrea, meteorismo, ndusea y vomito. En ocasiones ocurren algunas modificaciones de la
conducta, efectos leves sobre SNC, fatiga, mareo y fotosensibilidad.® Puede causar
supresion de la médula 6sea que produce anemia™*" y pancitopenia'’ Especialmente en
gatos que tienen virus de inmunodeficiencia felina (FIV)* Es importante sefialar que
neutropenia es la causa méas com(n de muerte en gatos.™

También se le ha intentado relacionar con algunos casos de oligospermia después de su uso
a largo plazo, pero esto requiere demostracién experimental.>*

El ketoconazol puede producir dafio hepético,'* estd contraindicado en pacientes con
insuficiencia hepética o trombocitopenia; es teratbgeno y embriotdxico en ratas. Los efectos
adversos mas comunes son anorexia, vomito y diarrea. Se informa que puede producir
hepatotoxicosis e incremento en las enzimas hepaticas, disminuye la sintesis de hormonas
esteroideas (testosterona y cortisol).*****! Hay aumento en las concentraciones de
progesterona en perros; esto no se encontrd en gatos. Se ha observado inapetencia, prurito,
alopecia y aclaramiento del pelo.™*

Suministrando itraconazol en gatos se observan efectos a nivel gastrointestinal (anorexia,
pérdida de peso y vémito),** los cuales se deben a sobredosis; éste es menos toxico que el
ketoconazol administrando la misma dosis. En perros, el efecto adverso més significativo es
la hepatotoxicosis. El dafio hepatico se determina al incrementarse la actividad de enzimas
hepéticas. También puede provocar anorexia. Algunos perros desarrollan Glceras en la piel,
vasculits y edema cuando se administra la dosis mas alta. En animales de laboratorio, se ha
observado que produce fetotoxicosis y teratogenicidad, ademés de que llega a leche
materna, por lo que se recomienda no administrarlo en animales gestantes.**>*

En referencia al miconazol, sabemos que tiene la desventaja de que el vehiculo que se
requiere para su inyeccion intravenosa es toxico, por lo que se limitd su uso a la
administracion local.™
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De igual manera el clotrimazol se ha reservado su uso para administracion topica. Puede
ocasionar irritacion local, ardor, eritema, edema, vesicacién, descamacién y prurito.™

3.9 Prevencién

Las medidas preventivas estrictas son importantes, en especial cuando hay un miembro de
la familia inmunocomprometido. Estas medidas consisten en la limpieza del entorno y el
control en las mascotas. En criaderos o casa con varios animales se deben realizar cultivos
con el cepillado de McKenzie a los animales nuevos sobre todo si son gatos y mantenerlos
en cuarentena hasta determinar su estado, y mientras tanto bafiarlos semanalmente.®*

a) Vacunacion

La bdsqueda de una vacuna eficaz para la prevencion de la dermatofitosis en perros y gatos
producida por M. canis sigue siendo un tema de investigacion.™ En Estados Unidos® y en
algunos paises europeos se ha autorizado una vacuna muerta para M. canis, no previene la
infeccion, pero se ha demostrado que disminuye la gravedad de las lesiones tras la
infeccion por M. canis. Si la vacuna se utiliza posterior a la infeccién, acelera la resolucion
de las lesiones pero no la curacion micoldgica. Esta vacuna puede tener alguna utilidad en
los criaderos de gatos*"*® No hay informacién acerca de la comercializacion de esta vacuna
en México. (ver figura 9)
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Figura 9: Vacuna inactivada contra Microsporum canis. Biocan® M Plus. Laboratorios
Bioveta, a. s.
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4. EL PROPOLEO
4.1 Generalidades

El término propdleo o prépolis deriva del griego: "pro” que significa en defensa de; y
"polis" que significa ciudad (o colmena)*? haciendo referencia al uso que le dan las abejas
al colocarlo en los accesos de la colmena.®

El propoleo es el nombre genérico que se le da a la resina cérea, de composicion compleja y
consistencia viscosa, que las abejas elaboran a partir de particulas resinosas de diferentes
vegetales y que utilizan en la construccién, reparacién y proteccién de la colmena,®
disminuyendo asi la entrada del viento, lluvia y frio, también lo emplean para reducir el
tamafo de la entrada a la colmena, para cerrar grietas o para embalsamar pequefios
animales muertos dentro de la misma, los cuales las abejas no pueden sacar debido a su
tamafio y peso.?*>*° El prépolis es también responsable de la sanidad de los panales, en
especial contra microorganismos.” Geopropolis es el equivalente del propéleos de abeja
melifera, producido por himendpteros (Himendptera: Meliponinae) el cual contiene
materiales arcillosos del suelo.** (Ver figura 1)

Las abejas son los intermediarios entre las plantas y los propéleos.®® Su recoleccién
responde a un patron de forrajeo, donde las abejas pecoreadoras extraen el propoleo de las
yemas valiéndose de sus mandibulas y del primer par de patas que poseen, durante este
proceso la secrecion del &cido 10-hidroxidecenoico por las glandulas mandibulares permite
el ablandamiento y trituracion del propdleo para facilitar su transporte en los cestillos de
polen de las patas traseras. Al ingresar a la colmena, se dirigen inmediatamente al lugar
donde éste es requerido y permanecen quietas, dejando que las abejas propolizadoras,
tomen algunas particulas de la sustancia, para comprimirla, agregarle cera y proceder al
propolizado.”>* Las abejas son indispensables para la formacién de los propéleos, ya que
algunos compuestos quimicos de origen vegetal son modificados quimicamente por las
enzimas presentes en su saliva.*®

Los propoleos son una mezcla diversa de compuestos quimicos que le confieren una
consistencia resinosa, aromatica y pegajosa. Su color es variable, verde, amarillo-verdoso,
rojo o café oscuro, dependiendo de sus constituyentes y su madurez. Es insoluble en agua y
soluble en alcohol. A temperaturas de congelacion se cristaliza como un caramelo y a
temperaturas altas toma una consistencia chiclosa.*®
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Figura 10: Propdleo en trozos, recolectado del apiario de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan.

4.2 Antecedentes Histoéricos

El propdleo, desde tiempos remotos, es conocido y empleado por sus propiedades
terapéuticas, Diversas culturas los han utilizado en su medicina folklérica para el
tratamiento de diversos padecimientos desde tiempos inmemoriales. Entre sus aplicaciones
medicinales se encuentra la de curar y prevenir diversas infecciones.®® La referencia mas
antigua data del antiguo Egipto, sus sacerdotes usaban el prop6leo para embalsamar a los
faraones, cuyas momias se conservan hasta nuestros dias.***“° En el papiro de Ebers
(escrito aproximadamente en el 1700 a.C.), se mencionan la cera y el propoleo (cera negra)
como medicamentos. En la Biblia se hace referencia al propdleo, en el libro de Génesis, los
profetas hebreos lo mencionan como bélsamo de Galaad o Judea, o simplemente le Ilaman
resina para uso médico (tsori), y se hace referencia a que era un importante producto en el
comercio de los antiguos reinos de Juda e Israel. Aristételes, Plinio y Avicena han citado en
sus escritos sus cualidades curativas y cicatrizantes en heridas,***° También hay registro de
que Hipécrates (460-377 a.C.) prescribia su uso para ayudar a curar las tlceras.***® Los
incas lo utilizaban cuando se presentaba un cuadro de infecciones febriles y en el
continente europeo fue utilizado por los franceses en los siglos XIV y XVIII para el
tratamiento de llagas.**° En la Edad Media, el conocimiento popular los recomendaba en
enjuagues bucales para curar infecciones localizadas.®® Su méximo empleo se dio durante
la guerra de los Boers, en Africa del sur, alrededor de 1900, en el tratamiento de heridas
infectadas y como sustancia cicatrizante. Su uso fue intensificado durante la Segunda
Guerra Mundial por la ex-URSS para el tratamiento de heridas. **** y en pleno siglo XXI,
ante la falta de acceso a la medicina moderna, algunas culturas de Europa Oriental
mantienen el uso de propdleos para aliviar la gastritis, faringitis, infecciones en heridas y en
quemaduras.®®
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4.3 Composicion quimica

En las Gltimas tres décadas un gran interés ha surgido en relacion a la composicion quimica
y actividades terapéuticas del propoleo por lo que ha sido objeto de numerosos estudios
quimicos y farmacolégicos.®®

La composicion quimica de los propdleos es compleja y depende de varios factores como
son: la region geografica, el clima, el relieve, la vegetacion natural y las cuencas
hidrogréficas entre otros. La vegetacion que rodea a la colmena es de importante
consideracién ya que es a la que recurren las abejas.? algunos ejemplos de éstas fuentes
vegetales son: el pino, abeto, sauce, abedul, varias especies de dlamo, fresno, roble, entre
muchos otros que encuentren cerca de sus colmenas.*® Es por esto que los propéleos de
diferentes zonas geograficas poseen efectos similares pero difieren en su composicion.?

Entre estos componentes encontramos ceras, resinas, balsamos, aceites esenciales,
aminoacidos y azlcares. El propdleo es rico en elementos inorganicos, algunos de ellos
involucrados en los sistemas enzimaticos fundamentales, podrian estar asociados con sus
actividades biologicas. Llama la atencién la prevalencia de flavonoides como la
pinocembrina, galangina, pinobanskina y al éter bencil del éster fenetil de acido caféico
entre otros compuestos y derivados del acido cinamico, a los cuales se asocia la actividad
bioldgica del propolis.**4#2334454% £ |3 siguiente tabla se muestran los componentes mas
significativos del propdleo. (Tabla 1)
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Componentes Ejemplos

Acidos OTganicos Como el acido benzoico,CsHs-COOH galico. C;H;0s
. N Acidos cafeico CoHzO4. cindmico C Hy;sNO,S,. pumarinico,
Acidos fenolicos
msofenilico y fenilico.
Aldehidos - _ -
_ Vainilling CsHg O 1sovainillina CeH:0;.
aromaticos
Cumarinas Esculetol CgHgOj. escopuletol.
Flav : Pinocembrina C15H1304, galaugm C15H1u05, piﬂﬂbﬂﬂkﬁiﬂﬂ
C15H1205
Acacetina C;5H;;0;, cresina amanlla, pectolinaringenina
Flavonas
C17H120s, tectocrisina CysHi20y,
IZE]qi]liﬂi'i, k:iempfmdu CmHuDﬁ, quf:rceﬁna Clsqu]D]',
Flavonoles -
renmociinna.
Flavononas Pinostrobina CgH,40.. sakmraneting CysH;20;.
Pinobanksina, ferilico. los sesquiterpenos v 1as flavononas
Flavononoles - _
(principalmente las galangina CjsHioOs)
Alumimio. plata, bario, boro, cromo, cobalto, cobre, estafio, hierro
Minerales magnesio. manganeso, molibdeno, niquel, plomo, silicio, estroncio,
fitanio, vanadio, zinc.
Vitaminas Provitamina A y vitamina B3

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

Las propiedades terapéuticas del prop6leo dependen de la calidad de éste, asi como de las
proporciones de los elementos que lo constituyen y no sélo de una sustancia en
particular,®? estos componentes se relacionan directamente con su origen geografico.?

Los compuestos identificados en propdleos de colmenas ubicadas en emplazamientos
cercanos entre si no difieren significativamente, aunque desde el punto de vista cuantitativo
pueden ser variables. Ello implica que los propoleos deban ser estudiados y normatizados
en funcién de la zona geogréfica de ubicacion de las colmenas.®

26



4.4 Propiedades terapéuticas

El propoleo ha sido utilizado especialmente por sus propiedades antimicrobianas, aungue
éste posee otras cualidades terapéuticas. Estd documentada la actividad del propoleo contra
bacterias, hongos, protozoarios, virus y parasitos, asi como actividad cicatrizante y
regeneradora de tejidos, antiinflamatoria, antioxidante, analgésica, hepatoprotectora,

inmunomodulador, antitumoral, citostatica, hepato y cardioprotector entre
OtraS.14'22'23'27'44'49

Es precisamente por estas propiedades que se ha motivado el uso terapéutico del propdleo
en diversas ramas de la medicina como ginecologia, odontologia, dermatologia,
otorrinolaringologia, oftalmologia entre otras ramas de la medicina tanto humana como
veterinaria.*

4.5 Actividad antimicrobiana
a) Mecanismos de accion antimicrobiana del propéleo.

Se ha demostrado que la actividad antimicrobiana del propoleo se da gracias al sinergismo
de sus componentes y no de un s6lo componente. Los flavonoides y los compuestos
fenolicos se consideran como los principales componentes bioactivos de los propdleos. Los
flavonoides: pinocembrina, galangina y pinobanksina se les atribuye la mayor actividad
bacteriostatica y bactericida.”®

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

citoplasma, provocando una bacteridlisis parcial acompafado de inhibicion en la sintesis de
proteinas.?®

En lo que se refiere a la galangina se sabe que provoca un incremento considerable en la
pérdida de potasio lo cual se atribuye al dafio causado directamente en la membrana
citoplasmatica o bien, podria llevarse a cabo un dafio indirecto por un debilitamiento de la
pared celular y una lisis como consecuencia de un choque osmético. Se ha determinado que
la quercetina inhibe la ADN girasa de manera parcial.®

El propdleo es el producto de abeja con la mayor actividad antimicrobiana, la cual ha sido
confirmada por numerosos estudios cientificos, se ha demostrado su actividad del propéleo
en contra de los siguientes microorganismos: ®

Bacterias Gram-positivas °

Bacillus cereus, Bacillus mesentericus, Corynebacterium diphtheriae, Diplococcus
pneumonae, Enterococcus spp., Mycobacterium sp., Mycobacterium tuberculosis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus: S. critecus, S. epidermis, S. faecalis, S. mutans,
S. pyogenes, S. viridians y S. sobrinus.
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Bacterias Gram negativas®

Branhamella catarrhalis, E. coli, Helicobacter pylori, Klebsiella ozaemae, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella: S. choleraesuis, S. dublin, S. enteritidis,
S.exneri, S. gallinarum, S. pullorum, S. paratyphi-A, S. paratyphi-B, S. typhi, Shigella:
S. dysinteriae y S. sonnei.

Hongos®

Aspergilus sp., Candida: C. albicans, C. guilliermondi, C. parapsilosis, C.tropicalis,
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Microsporum: M. audoinini, M. canis,
M. distortum, M. gypseum; Phialophora jeanselmei, Saccharomyces sp. Trichophyton: T.
mentagrophytes, T.rubrum, Trichosporon cutaneum.

Virus®
Adenovirus, Herpes simple, virus Influenza A y B, virus Newcastle, Polio virus, Rotavirus;
Virus de Estomatitis Vesicular, Coronavirus.

Paréasitos®
Cholomonas paramecium, Eimeria: E. magna, E. media, E. perforans, Giardia lambia,
Trichomonas vaginalis, Trypanosoma cruzi.

b) Efecto antimicdtico del propdleo

Las propiedades antimicéticas del propdleos han sido estudiadas por numerosos
investigadores, quienes aseveran que tal actividad depende tanto del origen del propdleo
asi como del solvente usado para su extraccion.®* Se han identificado compuestos como:
pinocembrina, galangina, 4&cido benzoico, &cido salicilico, vainillina, mono vy
sesquiterpenos, los cuales son responsables de sus propiedades fungicidas.®

En un estudio realizado por la facultad de ciencias veterinarias en Argentina se llego6 a la
conclusién de que el extracto alcohdlico de propéleos es capaz de inhibir el desarrollo de
M. pachydermatis, (aislada de un caso clinico de otitis canina). Resta aun determinar,
mediante técnicas microbioldgicas, la concentracion fungicida minima, para asi poder
extrapolar estos valores a una forma farmacéutica aplicable en la terapéutica de otitis
crénicas resistentes a otros tratamientos.*

Otro estudio in vitro realizado recientemente en ese mismo pais ha determinado la actividad
antifingica del propdleo contra diversos dermatofitos por medio de la técnica de
microdilucidon. Los dermatofitos desafiados fueron fuertemente inhibidos por diferentes
extractos de propoleo, donde las especies méas susceptibles fueron: Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes, y Trichophyton rubrum, obteniendo concentraciones
Minimas inhibitorias (MIC) que oscilaban entre 16 y 125 pg/ml. Los compuestos
bioactivos principales fueron 2 ,4-dihidroxi-3 metoxycalcona 2 y 2 *, 4'-dihidroxicalcona 3.
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4.6 Usos del propoleo en medicina veterinaria

Diversos estudios se han realizado para conocer la actividad biologica del propdleo en
animales, por ejemplo, propoleos de Turquia fueron probados en su capacidad para curar
una infeccion ocular experimental en conejos. Las gotas oftdlmicas de propoleos
presentaron la misma eficiencia para curar la infeccion en comparacion con el antibiético
ciprofloxacino. En Polonia, un balsamo de propdleos fue superior para curar quemaduras
experimentales en cerdos, en comparacion con el antibacteriano sulfadiazina de plata.*®

Se han utilizado con éxito linimentos de propdleo en vacas con mastitis, en enfermedades
ginecologicas se han aplicado bolos de propdleo obteniendo buenos resultados. Se ha
utilizado como suplemento alimenticio y como profilaxis en las enfermedades
gastrointestinales y respiratorias en cerdos y becerros débiles, alimentandolos con 0,5% de
propdleos en la leche. Suplementando la alimentacion de terneros con 5 ml de extracto
etanolico al 20% se mejord la ganancia de peso y hubo reduccion de diarreas. A manera de
profilaxis contra la fiebre paratifoidea de los patos mediante la alimentacion con extracto
acuoso de propdleos al 50%. Se logré la correcta cicatrizacion de heridas por medio de la
aplicacion de propdleo al 5%. Se ha utilizado como un anestésico local en cirugia: 1 a 10%
de extracto etanolico de propdleo, también ha sido empleado a manera de estimulante para
el crecimiento de los corderos, cerdos y terneros en paises subdesarrollados, asi como en el
tratamiento de la fiebre aftosa en cerdos y vacas como también de la neumonia enzootica en
cerdos.® El propéleo es una alternativa también en el tratamiento de oftalmopatias en aves
ornamentales siendo eficaz y sin efectos colaterales, de igual manera, en perros y gatos se
ha empleado en el tratamiento de oftalmopatias, donde un 90% de los animales tratados con
la suspension oftalmica de propoleo respondieron positivamente en tan solo un tratamiento
de 5 a 7 dias; mientras que los animales que cursaban con cuadros crénicos requirieron un
tratamiento de entre 10 y 15 dias para mejorar® y en el tratamiento de otitis micéticas en
perros por M. pachydermatis por medio del uso de gotas 6ticas a base de propéleos.®

4.7.- Propéleos Mexicanos

A diferencia de otros paises como, Argentina, Brasil, Honduras, China y Turquia entre
muchos otros, en México no se han estudiado a profundidad el origen boténico o quimico
de nuestros propéleos.?

El objetivo de este trabajo no es profundizar en las caracteristicas de cada uno de los
propbleos mexicanos, sin embargo vale la pena mencionar que recientemente se han
analizado distintos propéleos provenientes de diversos estados de la republica, para llevar a
cabo su caracterizacion y la evaluacion de su actividad bioldgica, entre ellos estan los de
Sonora,”® Distrito federal,”” Estado de México,” Jalisco,> Campeche, Guanajuato,” y de
San Luis Potosf.'?
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4.7.1 Propdleo de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

La FES-C Campus 4 esté localizada en el municipio de Cuautitlan Izcalli perteneciente al
Estado de México, latitud: 19° 40’ 50°° N, longitud: 99° 12° 25’ O, altitud: 2,260 msnm.
Entre la flora predominante se encuentran: ahiles, jacarandas, 4lamos blancos, colorines,
fresnos, eucaliptos, encinos, pirules, capulines, sauces y ahuehuetes, entre otros.?®

Gutiérrez en el afio 2011 analiz6 una muestra de propéleo proveniente de los apiarios de la
facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, (FES-C) recolectado en el otofio del afio 2009.
De acuerdo al analisis quimico realizado por medio de cromatografia de gases, se
contabilizaron 33 compuestos, correspondiendo el 3.293% a flavonoides totales, siendo
detectadas la naringenina en un 1.006% y pinocembrina 2.290%. La mayoria de los
compuestos de ésta muestra fueron de tipo terpénico.”

Es importante sefialar que el nimero de componentes de un propdleo no necesariamente es
significativo de su actividad antimicrobiana, sino que la naturaleza quimica de los
componentes asi como la concentracion de ellos en cada muestra es la que le confiere dicha
propiedad.?®
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Analizar la actividad in vitro del propdleo de la FES-C contra una cepa de Microsporum
canis.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1) Determinar cualitativamente la inhibicion causada por el propoleo sobre Microsporum
canis con la prueba de inhibicion del crecimiento radial.

2) Obtener la concentracién minima inhibitoria (CMI) del propoleo sobre la cepa del hongo
por el método de dilucién en placa de 24 pozos.

3) Evaluar el dafo celular sobre el dermatofito causado por el extracto etandlico de
propoleo (EEP) mediante microscopia Optica y analisis de imagenes.

4) Obtener la concentracion fungicida minima (CFM) del propdleo para M. canis
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HIPOTESIS.

El extracto etandlico de propdleo (EEP) de la FES Cuautitlan tiene actividad inhibitoria del
crecimiento de microorganismos, por lo tanto deberd inhibir el crecimiento de
Microsporum canis.
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DISENO EXPERIMENTAL
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MATERIALES Y METODOS

Propoleo: Para la elaboracion del extracto etanélico de propdleo (EEP) se empled propdleo
bruto o en grefia (tal cual se obtiene de la colmena) proveniente del apiario de la FES
Cuautitlan UNAM, recolectado en el mes de octubre del 2011. Posterior a esto se procedid
a retirarle las impurezas, tales como trozos de madera, abejas, piedras y trozos de cera y se
cortd en pequefios trozos. Se pesaron 100 g y se depositaron en un frasco de vidrio &mbar,
se le agregaron 300 ml de alcohol absoluto. Se mantuvo en maceracion durante 10 dias con
agitacion frecuente.

Cuando concluyé el periodo de maceracion, se procedié a decantar y posteriormente a
filtrar mediante el uso de papel filtro, el extracto obtenido se destil6 con un rotovapor
(Blchi R-205 B-490) con unas constantes de 85 revoluciones de rotacién, una temperatura
del vapor de 27°C y con una temperatura del bafio de 55°C obteniendo asi el extracto
etandlico de propdleo (EEP).

Por ultimo, el extracto etandlico se llevé a sequedad por evaporacion en campana de vacio
por un periodo de 24 horas dias, se peso, se envaso en un frasco &mbar de vidrio y se
almacend a temperatura ambiente protegido de la luz hasta su utilizacion.

Microorganismos: Se empled una cepa de Microsporum canis donada por el laboratorio de
Micologia Médica de la Facultad de Medicina de la UNAM.

1.-Prueba de inhibicién de crecimiento radial (Modificado de Ye, 1999 y Wang y Bun,
2002)

Se sembr6 Microsporum canis en placas de agar Borelli y se incubé a 28° C durante 15 dias
hasta que se aprecid el desarrollo de la colonia en la superficie del agar.

Se cortaron discos de 5 mm de diametro de papel Whatman No. 5, se esterilizaron en
autoclave. Posteriormente se prepararon 2 soluciones stock, una de 120 mg/300 ul y otra de
360 mg/300 pl utilizando etanol al 70% como solvente, de las cuales se tomo la cantidad
equivalente a las concentraciones de 4, 8, 12, 16 mg respectivamente y después se
impregnaron varios discos con cada una de las concentraciones antes mencionadas, y a
manera de control se impregnaron discos con 10 pl etanol al 70% ya que fue el solvente
utilizado para la solucion stock.

De ese cultivo maduro se tom6 un in6culo de 5 mm de diametro y se colocd en el centro de
una caja de Petri (100 x 15 mm) con 20 ml de agar Borelli. Posteriormente se colocaron
alrededor del inoculo a una distancia de 1.5 cm del limite micelial, los discos impregnados
con el extracto etandlico de propd6leo a concentraciones de 4, 8, 12 y 16 mg, asi como
discos de ketoconazol (BIORADG62866,50 pg) y clotrimazol (BIORAD62816, 50 pug) vy los
de etanol al 70% como controles.
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Se incubaron las placas durante 15 dias a 25° C hasta que la superficie del agar estuvo
cubierto por el micelio y se observaron zonas de inhibicion con forma de medias lunas.

2.- Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por medio del
método de dilucion en agar en placa de 24 pozos (Londofio, 2010)

En esta prueba se desafiaron las siguientes concentraciones de propdleo: 3.0, 2.5, 2.0, 1.5,
1.0, 0.50, 0.25 mg/ml. Se prepard una solucién stock de propoleo de 100 mg en 400 ul de
etanol al 70% y de esa solucion se tomé el volumen equivalente a cada una de esas
concentraciones. Se preparo agar PDA (DIBICO, 1059-A), en tubos de vidrio, del cual se
retiraba con la micropipeta el mismo volumen que posteriormente se le agregaria de la
solucion stock de propdleo, para cada una de las concentraciones. Se emplearon placas de
24 pozos de fondo plano (EVERGREEN) adicionando a cada pozo 1 ml de medio PDA
adicionado con la concentracion especifica de propoleo. Se consideraron tres pozos para
cada concentracion, asi como para los controles con medio PDA sin propdleo. Una vez que
la placa paso la prueba de esterilidad se inoculé el centro de cada pozo con un fragmento
del cultivo de Microsporum canis de 1.6 mm de didmetro. Se incubaron las placas a 25°C
durante 7 dias hasta el desarrollo total de los controles sin extracto. Posterior a esto se
realiz6 la lectura de la prueba, se observo cada pozo para determinar en cual hubo o no
crecimiento del hongo y con estos datos se determind la concentracion minima inhibitoria y
finalmente se midi6 el diametro de las colonias para determinar el porcentaje de reduccion
de crecimiento de la misma.

3.- Evaluacion del dafio celular (Modificado de Londofio, 2010)

Se sembraron 4 placas de 90 x 15 mm de agar Borelli con M. canis y se incubaron por 10
dias a 25°C. Una vez que se desarrollaron las colonias, se procedié a cosechar las mismas
agregando 4 ml caldo dextrosa Saboraud por caja, desprendiendo suavemente con un asa
micoldgica la colonia del agar, recuperando el caldo con una micropipeta. La cosecha se
almacend en un tubo de vidrio estéril, se homogeneizé utilizando el vortex (Agitador vortex
Genie-2) y se igual6 con el tubo correspondiente al 0.5 del nefelémetro de McFarland.

Posteriormente con la micropipeta se tomd de la cosecha ya estandarizada y se llenaron tres
tubos para microcentrifuga (Eppendorf) estériles con 1 ml cada uno. Conjuntamente, se
elabord una solucién patron que contenia 30 mg del EEP en 1 ml de etanol al 70% para
inocular al hongo a diferentes concentraciones, de tal manera que el tubo nimero 1 se dej6
sin tratamiento a manera de control, al tubo ndmero 2 se le agreg6é 1.0 mg/ml de EEP y al
tubo nimero 3 se le agregd una concentracion de 1.5 mg/ml y se incubaron en la estufa
microbioldgica a 25°C.

Se realizaron observaciones de la preparacion de M. canis de cada uno de los 3 tubos, el
control, el de 1.0 mg/ml y el de 1,5 mg/ml de EEP, se homogeniz6 la preparacion con el
vortex antes de tomar cada muestra, se tomo una gota de la misma y poniéndola sobre un
portaobjetos, inmediatamente se tifié con azul de algodon para su observacién empleando
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un microscopio (Carl Zeiss, Axioscop 40) teniendo acoplado una Camara Evolution VF
Cooled Color Media Cybernetics.

Se llevd a cabo la observacion de 5 macroconidios para cada concentracion y para el
control a diferentes tiempos, la primera a las 0 horas, la segunda a las 5 horas, la tercera a
las 10 horas, la cuarta a las 24 horas y la quinta a las 30 horas.

Adicionalmente para esta prueba se realiz6 la observaciébn con microscopio de
fluorescencia utilizando la tincién de blanco de calcofltor ya que es de gran utilidad para el
estudio morfoldgico ya que tifie la pared celular y permite complementar la observacion
realizada con la coloracion tradicional de azul de algodon. Esta se emple6 Ginicamente para
observar el control de M. canis y para M. canis tratado con 1.5 mg de extracto etanolico de
propdleo (EEP) ambos a las 30 horas de incubacion, Para lo cual primeramente
homogenizamos las preparaciones en el vortex, tomamos una gota y la colocamos en el
portaobjetos y posteriormente le agregamos una gota de blanco de calcoflior (M2R Sigma,
preparado al 0.1%) y se procedio a la observacion en 40x utilizando el microscopio de
fluorescencia.

Las iméagenes fueron analizadas con el Sofware Q Capture Pro 6.0. Por medio del cual se
llevaron a cabo las observaciones a detalle de las caracteristicas microscépicas de la
morfologia de M. canis, las mediciones de los macroconidios y la captura de imagenes.

Una vez recabados los datos obtenidos de las pruebas, se capturaron y fueron analizados
por medio del método de ANOVA con el programa para analisis estadisticos Graph Pad
Prism version 4. El cual nos permitio asi mismo graficar dichos resultados.

4.-Determinacion de la concentracion fungicida minima (CFM) del extracto etandlico
de propdleo (EEP) para M. canis. (Soares, 2001)

Esta prueba se realizd simultaneamente con la de dafio celular utilizando la misma cosecha
del hongo y la misma solucién patron del EEP. Se realizaron preparaciones del hongo
tratados con el EEP a las siguientes concentraciones: 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 25y 3.0
mg/ml, ademés de una preparacion sin tratamiento que fue nuestro control. Cada
preparacion del hongo tratado fue elaborada en un tubo de microcentrifuga estéril y
homogenizado en el vortex.

Se tomd con una micropipeta 5ul de cada preparacion del hongo para ser inoculada en una
placa Petri de 60 mm con agar Borelli, cada concentracion se inoculd por duplicado en una
placa individual y se incubaron a 28°C en la estufa microbiol6gica, estas placas fueron
identificadas como hora 0. Se inoculdé nuevamente cada preparacion del hongo en otras
placas Petri con agar Borelli a las 5, 10, 24 y 30 horas, esto con el objetivo de evaluar el
efecto del EEP sobre la cepa de M. canis a diferentes horas de exposicion al propoleo.

Observamos el crecimiento del hongo en las placas control a los 7 dias de la prueba, se
procedié entonces a medir el didmetro de las colonias que se desarrollaron.
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RESULTADOS

1.- PRUEBA DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO RADIAL

Las cajas inoculadas con M. canis se incubaron hasta que se aprecié el desarrollo del
micelio desde el centro de la placa hasta la distancia en donde se habia colocado el disco de
control de etanol al 70%, se observo que el microorganismo crecid alrededor y sobre el
disco con etanol, evidenciando que el etanol no causa inhibicion en el crecimiento de la
cepa de M. canis (Figura 11).

Figura 11.- Control etanol, se aprecia el crecimiento del hongo con abundancia de micelio
sobre el agar y el disco control de etanol, mostrandonos que el etanol no tiene efecto
inhibitorio sobre M. canis.
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En la caja de los controles de ketoconazol y clotrimazol se observaron grandes halos de
inhibicion, siendo mayor el de ketoconazol en comparacion con el de clotrimazol, lo que
muestra que esta cepa de M. canis es sensible a ambos antifungicos (Figura 12).

Ketoconazol Clotrimazol

Figura 12.- Se observan los halos de inhibicién dados por el ketoconazol y clotrimazol
sobre la cepa de M. canis.
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En las cajas en donde se colocaron los discos impregnados con EEP se observo la
formacion de medias lunas alrededor de los discos de 4, 8, 12 y 16 mg y se determino
cualitativamente que el propoleo de la FES-C a dichas concentraciones presentan actividad
antifungica ya que inhibio el crecimiento de la colonia de M. canis, también se observo que
la densidad de micelio fue menor que la que se desarroll6 en el control con etanol (Figura
13)

Figura 13.- Se muestra la formacion de medias lunas alrededor de los discos impregnados
con EEP a 4, 8, 12 y 16 mg. Nétese la reduccion de la densidad del micelio.

Con estos resultados obtenidos determinamos cualitativamente que el propdleo produjo
inhibicién del crecimiento radial sobre M. canis, se observo que el etanol no causo efecto
alguno en el crecimiento de misma cepa y que esta cepa en particular es sensible a
ketoconazol e itraconazol.
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2.- DETERMINACIQN DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(CMI) DEL PROPOLEO PARA M. canis POR MEDIO DEL METODO DE
DILUCION EN AGAR EN PLACA DE 24 POZOS.

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y el porcentaje de
reduccion de crecimiento, una vez que hubo crecimiento total en los controles (a los 7 dias)
se midi6 el diametro de cada colonia, se observé que M. canis solamente crecié en los
pozos controles y en los que tenian una concentracién de 0.25 mg/ml de EEP con una
reduccion del tamario de las colonias en relacion a los controles y a partir de 0.5 mg/ml ya
no hubo crecimiento (Figura 14) posterior a esto se obtuvieron los promedios del diametro
de las colonias desarrolladas y el porcentaje de reduccidén de crecimiento (Tabla 1) y
finalmente se procedio a graficarlos (Gréfica 1)

=

e ————
/-‘ N
= Y

Figura 14.-Se muestra la placa a los 7 dias de incubacion, notese el desarrollo total de los 3
controles, la reduccion en el crecimiento de las colonias en los pozos de 0.25 mg/ml y la
inhibicion del crecimiento que hubo a 0.5 mg/ml en adelante.
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Concentracion | Promedio del didmetro % de inhibicion del
de la colonia (cm) crecimiento de la colonia
Control 2.0 0
0.25 mg/mi 1.43 28
0.5 mg/ml 0 100
1.0 mg/ml 0 100
1.5mg/mi 0 100
2.0mg/ml 0 100
2.5mg/ml 0 100
3.0mg/ml 0 100

Tabla 2.- Datos obtenidos de las mediciones del diametro de las colonias, se puede ver que

hubo desarrollo completo de los controles, a la concentracion de 0.25 mg/ml hubo una
reduccién del crecimiento en un 28% y a partir de 0.5 mg/ml ya no hubo crecimiento,

siendo la reduccion del crecimiento en un 100%.
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Dilucion en placa de 24 pozos M. canis

N
]
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Concentraciones de EEP (mg)

Grafica 1.- Se muestra la reduccion del crecimiento de M. canis, ndtese que a partir de
0.25 mg/ml hubo reduccién del diametro de la colonia 'y a partir de 0.5 mg/ml no hubo
crecimiento.

Analizando los datos anteriores concluimos que a una concentracion de 0.25 mg/ml hubo
una reduccion del crecimiento de las colonias en un promedio de 28% y que a partir de 0.5
mg/ml no hubo crecimiento de M. canis, siendo ésta Ultima la concentracion minima
inhibitoria (CMI).
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3.- DETERMINACION DE DANO CELULAR
Esta evaluacion se llevo a cabo de manera cuantitativa y cualitativa.
a) Anadlisis Cuantitativo
Para la evaluacion cuantitativa se realizaron mediciones del didmetro de 5 macroconidios

de M. canis por campo, tanto del control como de los tratados con EEP a 1.5 mg/ml a las 0,

10 y 30 horas respectivamente, se obtuvieron los promedios, arrojando los siguientes datos
(Tabla 2).

Promedio del diametro de los
macroconidios

0 horas 10 horas 30 horas
Control 20.15350 19.69078 18.80177
1.5mg 18.60736 16.84631 18.20082

Tabla 3: Promedio del didmetro de los macroconidios de M. canis en pm.

Se procedié a analizar estadisticamente los datos obtenidos por medio del programa Graph
pad version 4 utilizando el método de ANOVA, y obtuvimos un valor de P> 0.05 lo cual
indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre el diametro de los
macroconidios de M. canis control y de los macroconidios de M. canis tratado con
propoleo. Dichos datos se graficaron y se visualizan de la siguiente manera (ver Gréfica 2).
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Diametro de macroconidios M. canis
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Graéfica 2-Se muestra comparativamente los didmetros de los macroconidios de M. canis
del los controles a las 0, 10 y 30 horas respectivamente en relacion con los tratados y Al
realizar el andlisis estadistico (P>0.05) se concluye que no hay una diferencia
estadisticamente significativa entre ellos en cuanto a didmetro se refiere.

Al analizar estos datos pudimos observar que no hubo una diferencia estadisticamente
significativa entre el diametro de los macroconidios del control a las 0, 10 y 30 horas y los
de M. canis tratados a las mismas horas, por lo tanto el EEP no causo efecto en el diametro
de los macroconidios.
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b) Analisis cualitativo

En lo que se refiere a la evaluacion de las caracteristicas cualitativas, realizamos la
observacion de 5 macroconidios para cada una de las concentraciones y para el control a las
0, 5 10, 24 y 30 horas respectivamente. Hallamos diversas alteraciones en los
macroconidios tratados con EEP, las cuales se iban acentuando con el paso del tiempo y
también conforme al aumento de la concentracion de propdleo, estas alteraciones son:
reduccion del citoplasma, citoplasma de apariencia espumosa, células sin contenido
citoplasmatico e hifas con apariencia de estar vacias (Tabla 3). En los controles no se
observaron esas alteraciones (ver Figuras 15, 16 y 17) asi mismo se observo que el nimero
promedio de macroconidios tratados con EEP a las diferentes horas y concentraciones no
vario en relacion al control correspondiente.

Asi mismo para la tincion de blanco de calcofltor para el control de M. canis y para M.
canis tratado con 1.5 mg ml de EEP a las 30 horas de incubacién se observaron las mismas
alteraciones antes mencionadas.

Reduccion del Citoplasma Células Hifas
citoplasma espumoso vacias vacias
0 horas - - - -
5 horas - - - -
Control 10 horas - - - -
24 horas - - - -
30 horas - - - -
0 horas - X X -
5 horas X X - -
1.0 mg/ml 10 horas - X X X
24 horas X X X -
30 horas X X X X
0 horas X XX X X
5 horas - XX X X
1.5 mg/ml 10 horas X XX X -
24 horas X XX X X
30 horas X XX X -

Tabla 4.- Registro de las alteraciones halladas en las observaciones al microscopio donde
X= alteracién presente, XX= alteraciéon muy marcada.
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Figura 15. A. Se muestra un macroconidio del control de M. canis y en la figura B se
aprecia un macroconidio alterado de M. canis tratado con propéleo en el que se ve el
citoplasma de aspecto espumoso, ambas fotografias se tomaron en 40x.

Figura 16.- A. Se ve una hifa, del control de M. canis, el contenido se ve de aspecto
homogéneo y no se observan fragmentos sin contenido a diferencia de la hifa que se
muestra en la figura B. la cual pertenece a M. canis tratado con EEP, ésta se observa vacia
en algunas partes y con un poco de contenido espumoso en otras, ambas fotografias fueron
tomadas en 40x.
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Figura 17.- Podemos ver en las figuras A, B, Cy D tomadas en 40 X, las alteraciones
encontradas en los macroconidios tratados con EEP. En la figura Ay B la reduccion o
contraccion del contenido citoplasmatico y en las figuras A, Cy D se puede ver la
alteracion de la estructura del macroconidios después de haber sido tratados.
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Figura 18.- A. Se muestra un macroconidio proveniente del control de M. canis. B. Un
macroconidio de M. canis tratado con 1.5 mg de EEP, ambos a las 30 horas de incubacién,
en un aumento de 40x. Nétese el desarrollo de la hifa en el control y el aspecto homogéneo
del contenido celular, en donde se aprecian con claridad los septos a diferencia del tratado

con propoleo, en el cual no hay presencia de hifas y el aspecto del contenido
citoplasmatico es irregular, en algunas porciones pareciera no haber contenido celular y no
se observan con claridad los septos.

Para la evaluacion cualitativa de las caracteristicas de los macroconidios, encontramos que
los tratados con EEP tuvieron alteraciones en su estructura celular, de igual manera las
hifas tuvieron alteraciones en comparacion con las hifas de M. canis del control.
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4.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Una vez incubadas las placas durante 7 dias y al observar el desarrollo de las colonias de M.
canis de los controles se procedio a observar y realizar la medicion del diametro de las
colonias que se desarrollaron en las diferentes placas. De manera general todas las cajas de
los controles se desarrollaron normalmente y para fines comparativos se tomo el
crecimiento total del control de cada hora como el 100% y de ahi se observo que habia una
disminucion gradual del didmetro de las colonias conforme el tiempo avanzaba y la
concentracion de extracto etandlico de prop6leo (EEP) era més alta (Tabla 4).

Se observo que a las 0 horas en todas las placas inoculadas hubo crecimiento desde el
control hasta la placa que se inoculé con M. canis tratado con 3.0 mg/ml, sin embargo
hubo una disminucion gradual en el diametro de las colonias, ya que conforme aumentaba
la concentracion de propdleo, las colonias eran méas pequefias.

A las 5 horas el control de se desarroll6 normalmente y hubo una reduccion gradual del
didmetro de las colonias conforme la concentracion de EEP iba aumentando y a partir de la
concentracion de 1.0 mg/ml ya no hubo crecimiento.

A las 10 horas se repitié la misma metodologia y se encontr6 que de igual manera el control
de M. canis se desarroll6 normalmente y a partir de la concentracién de 1.5 mg/ml de EEP
ya no hubo crecimiento.

A las 24 horas, el control de M. canis crecié de manera normal, gradualmente el diametro
de las colonias disminuy6 y se observo que a partir de la concentracién de 1.0 mg/ml de
EEP no se registrd crecimiento.

A las 30 horas el control crecié de manera normal, en la caja que se sembré con M, canis
tratado con 0.25 mg/ml hubo crecimiento pero las colonias presentaron una reduccion de
tamafio muy significativa y a partir de la concentracién de 0.5 mg/ml de EEP ya no hubo
crecimiento (Figura 19).
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30 horas M. canis

Figura 19.- Se muestra la serie de cajas sembradas con M. canis tratado con cada una de
las concentraciones de EEP a las 30 horas, obsérvese el desarrollo de las colonias
pertenecientes al control y la reduccion considerable del tamafio de las mismas a la
concentracion de 0.25 mg/ml y que a partir de
0.5 mg/ml ya no hubo crecimiento.
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0 horas 5 horas 10 horas 24 horas 30 horas
Promedio | Porcentaje | Promedio | Porcentaje | Promedio | Porcentaje | Promedio | Porcentaje | Promedio | Porcentaje
del de del de del de del de del de
Concentracion diametro reduccién diametro reduccion diametro reduccién diametro reduccion diametro reduccion
de EEP (mg/ml) de la de la de la de la de la
colonia colonia colonia colonia colonia
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Control 4.3 0% 8.5 0% 3.2 0% 2.9 0% 2.6 0%
0.25 3.0 30 % 2.5 29 % 1.9 41 % 1.3 55 % 14 46 %
0.5 3.0 30 % 2.2 37 % 1.7 47 % 1.0 66 % 0 100 %
1.0 2.8 35% 0 100 % 1.3 59 % 0 100 % 0 100 %
15 3.1 28 % 0 100 % 0 100 % 0 100 % 0 100 %
2.0 1.9 56 % 0 100 % 0 100 % 0 100 % 0 100 %
2.5 1.6 63 % 0 100 % 0 100 % 0 100 % 0 100 %
3.0 2.2 49 % 0 100 % 0 100 % 0 100 % 0 100 %

Tabla 5.- En esta tabla se muestran las mediciones del diametro de las colonias de M. canis en centimetros, donde vemos que el
porcentaje de reduccion del mismo se da de una manera gradual conforme aumenta el tiempo y la concentracion de EEP

Una vez que se analizaron los datos anteriores concluimos que el EEP tuvo un efecto fungicida a una concentracion de 1.5mg/ml a
partir de las 5 horas de incubacion y a partir de las 30 horas a una concentracién de 0.5 mg/ml una concentracién de 0.5 mg/ml, siendo
éstas las concentraciones fungicidas minimas (CFM).
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DISCUSION

En base al los resultados de todas las pruebas realizadas, encontramos que esta cepa de
Microsporum canis en particular fue susceptible al extracto etandlico de propoleo de la FES
Cuautitlan.

Aunque Moreno (2009) recomienda el medio SDA vy agar arroz para el cultivo de M. canis,
observamos que esta cepa tuvo un crecimiento muy lento y en ocasiones nulo en esos
agares, sucedio lo mismo con el medio PDA. Se optdé por utilizar agar Borelli para las
diversas pruebas realizadas, al utilizar este agar como lo propone Betancourt (2009) se
favorecio el crecimiento y esporulacion del hongo asi como la produccién del pigmento
caracteristico de M. canis, lo que permitié una buena apreciacion del crecimiento del hongo
al realizar la lectura de las pruebas, ain cuando en la metodologia se indicaba la utilizacion
de medio PDA (Wang y Bun, 2002).

En relacion a la prueba de inhibicion del crecimiento radial se observé que el extracto
etanolico de propoleo (EEP) causo una disminucién en cuanto al espesor del micelio que se
desarroll6 en la caja en donde se pusieron los discos impregnados con propéleo en
comparacion con la caja control de M. canis en donde se colocé el disco de etanol (ver
figuras 11 y 13). Asi mismo el EEP inhibid el crecimiento del hongo en todos los discos
impregnados con el EEP. Comparando el tamafio de los halos de inhibicion producidos por
el propdleo con los controles de ketoconazol y clotrimazol, fue muy evidente la diferencia
ya gue los halos de éstos dos ultimos fueron mucho mas grandes, a pesar de que cada disco
de esos antifungicos contenia una concentracion mucho menor, siendo de 50 pg (0,05 mg)
y los de propdleo tenian 4, 8, 12 y 16 mg respectivamente. A pesar de ello se demostro que
el propdleo causé inhibicion sobre el crecimiento de M. canis, determinandose asi que ésta
cepa en especifico es altamente sensible al ketoconazol y al clotrimazol a diferencia de lo
que sefiala Rejas (1998) en su publicacion, en donde menciona que es comdn que M. canis
desarrolle resistencia al ketoconazol, y Rubio (1999) quien afirma que M. canis responde
mal a los tratamientos con los azoles en general.

Para la prueba de determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) no
encontramos referencias de trabajos previos en los que se haya determinado la
concentracion minima inhibitoria de propdleos mexicanos para M. canis, encontramos una
publicacion en la cual se menciona que la CMI de un EEP proveniente de Azerbaiyan
Occidental probado contra M. canis, M. gypseum y otros dermatofitos, estuvo dentro de un
rango de 62.5-500 pg/ml (Ownagh, 2010) hallandose asi concordancia con la CMI que
obtuvimos en este trabajo que es de 0.5 mg/ml, lo que es equivalente a 500 pg/ml.

El didametro de los macroconidios, en la prueba de evaluacion cuantitativa de dafio celular,
no tuvo una variacion estadisticamente significativa entre M. canis tratado y el control
(P>0.05), el diametro de los macroconidios de ambos grupos entraban dentro del rango de
lo establecido, ya que Pontdn (2002) establece un rango de 12-25 pum de didmetro
concluyendo de esta manera que no hubo efecto del propo6leo en cuanto a un aumento o
reduccion del diametro de los macroconidios. Para la evaluacion de tipo cualitativa
hallamos que los macroconidios y las hifas tratadas con EEP en la gran mayoria se vieron
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afectadas en su morfologia, principalmente en las caracteristicas de su citoplasma, esto lo
pudimos apreciar tanto con la tincion de azul de algodén como con la de blanco de
calcofluor. No sabemos con exactitud a que se deben dichas alteraciones en el citoplasma
de los macroconidios y de las hifas, Gutiérrez (2011) menciona que el acido cindmico y
algunos flavonoides presentes en el propdleo causan una desorganizacion del material
citoplasmatico, pero hacen falta méas estudios para poder profundizar mas acerca de la causa
y el mecanismo de este tipo de alteraciones. Para obtener méas datos acerca del efecto del
propéleo en M. canis mediante ésta prueba, se sugiere estandarizar el inoculo del
dermatofito contabilizando el nimero de macroconidios por medio de una cadmara de
Neubauer para poder determinar si el EEP causa una reduccion en el numero de
macroconidios después del tratamiento del hongo con dicho extracto.

En lo que se refiere a la determinacion de la concentracion fungicida minima (CFM)
determinamos que hubo un efecto fungicida a una concentracion de 1.5 mg/ml de EEP
sobre M. canis a partir de las 5 horas y para la concentracion de 0.5 mg/ml de EEP a partir
de las 30 horas también se observo un efecto fungicida. En lo que respecta a la
concentracion de 1.0 mg/ml los resultados fueron inesperados ya que a las 5 horas no hubo
crecimiento pero a las 10 horas si y posteriormente a partir de las 24 horas ya no se
presentd crecimiento nuevamente, este resultado pudiera ser explicado por un fendmeno
Ilamado efecto Eagle o efecto paradojal, el cual ha sido descrito en bacterias (Lovesio
2001), levaduras y hogos filamentosos (Azanza 2008), es un fendmeno poco explicable en
el cual la proporcion de células sobrevivientes aumenta significativamente a medida que la
concentracion del antibidtico aumenta por encima de la concentracion bactericida minima
(CBM) en bacterias. Este efecto es particularmente comudn con agentes activos contra la
pared bacteriana, se ha planteado como hipoétesis que las concentraciones elevadas podrian
Ilegar a desinhibir mecanismos de resistencia de las bacterias, hongos y levaduras frente a
estos antibioticos, aunque hasta la fecha no ha podido sefialarse la repercusion practica de
este fendbmeno ya que este fendmeno sélo se presenta in vitro.

La dermatofitosis por M. canis no es importante s6lo porque afecta a los animales, sino que
a su vez es un serio problema de salud pablica ya que es una de las principales zoonosis,
principalmente en nifios, en adultos mayores y personas inmunocomprometidas tal como lo
refiere Sumano (2006) y Segundo (2004), puesto que también la labor del Médico
Veterinario Zootecnista es salvaguardar la salud humana por medio de la salud animal, al
incursionar en la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas de origen natural para los
animales, como lo es el propdleo, pudieran establecerse asi mismo las bases para traspolar
estas nuevas alternativas para el tratamiento de las dermatofitosis en humanos, en virtud de
que éste producto de la colmena ha sido utilizado ampliamente desde tiempos inmemoriales
y hasta la fecha por diversas culturas alrededor del mundo por sus abundantes propiedades
terapéuticas.

Los resultados obtenidos en este trabajo son alentadores y podemos decir que el propoleo
puede ser una buena alternativa efectiva y natural para el tratamiento de las dermatofitosis
producidas por M. canis, ya que los farmacos que se utilizan actualmente para dicho fin, a
pesar de ser efectivos en la mayoria de los casos, representan por otra parte un riesgo para
la salud de los pacientes pediatricos, geriatricos, gestantes, con dafio renal o hepatico e

53



inmunocomprometidos al presentarse diversos efectos colaterales y toxicos durante su uso
como lo sefiala Sumano (2006). La mayoria de los autores concuerdan en que la
griseofulvina es el tratamiento de primera eleccion para las dermatofitosis a pesar de los
efectos adversos que se presentan en los pacientes, principalmente en los gatos, sin
embargo Patel (2010) refiere que en el Reino Unido, la griseofulvina ya no esta disponible
como tratamiento autorizado para los animales de compafiia y que sélo el itraconazol es el
unico farmaco autorizado para los gatos dado que su toxicidad es menor a la de los demas
antifngicos.

Como ya hemos mencionado, existen trabajos previos que muestran que el propdleo tiene
actividad antifungica contra los dermatofitos, y se sabe que es efectivo contra M. canis
(Bogdanov, 2011) pero aun no se sabe cual es el mecanismo de accion. Al concluir este
trabajo de investigacion pudimos ampliar el conocimiento acerca de la eficacia del propoleo
mexicano sobre este dermatofito, ya que hay muy poca informacion de los propoleos de
nuestro pais, también obtuvimos la concentracibn minima inhibitoria (CMI), la
concentracion fungicida minima (CFM) y describir los dafios morfoldgicos causados por el
propdleo en M. canis, tanto en los macroconidios como en las hifas.

A diferencia de otros paises, en México no existe una normatividad que asegure la calidad
del propoleo asi como su obtencién, procesamiento, elaboracion de subproductos y
comercializacion, es por eso que es de suma importancia el elaborar una normativa
mexicana que garantice la calidad de cualquier propdleo que se pretenda utilizar
terapéuticamente, ademas de que se podria impulsar ain mas a los apicultores mexicanos a
conseguir un ingreso extra con este subproducto de las abejas, ya que en las Ultimas
décadas los productos naturales han tenido una mayor demanda.

Se sugiere continuar con esta linea de investigacion para determinar el mecanismo de
accion del propéleo sobre este dermatofito, poder determinar una dosis terapéutica y
posteriormente llevar a cabo pruebas en animales de laboratorio, reproducir la enfermedad
y de esta manera implementar un tratamiento adecuado con algin producto a base de
propdleo con la finalidad de evaluar su eficacia, ademas de determinar el nivel de inocuidad
o toxicidad con este tipo de tratamiento para conocer si el efecto in vitro del propoleo es el
mismo una vez gque es implementado in vivo.
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CONCLUSIONES

1) Se analizo la actividad in vitro del propoleo de la FES-C contra una cepa de M. canis
comprobando en todas las pruebas realizadas que éste microorganismo fue sensible al
extracto etanolico de propéleo (EPP).

2) Se demostrd de manera cualitativa que el propdleo de la FES Cuautitlan inhibi6 el
crecimiento de la cepa de Microsporum canis por medio de la prueba de inhibicion de
crecimiento radial.

3) Se obtuvo la concentracion minima inhibitoria (CMI) del propéleo que fue de 0.5 mg/ml
sobre la cepa de Microsporum canis por el método de dilucion en placa de 24 pozos.

4) Se evaluo el dafio celular sobre la cepa de Microsporum canis causado por el extracto
etanolico de propoleo mediante microscopia optica y analisis de imagen, se encontraron
diversas alteraciones morfoldgicas en el citoplasma de los macroconidios e hifas de M.
canis tratado con EEP a diferencia de M. canis sin tratamiento. En el analisis cuantitativo
no hubo diferencia estadisticamente significativa en cuanto al diametro de los
macroconidios entre ambos grupos.

5) Se determinaron las concentraciones fungicidas minimas del EEP para M. canis, 1.5

mg/ml a partir de las 5 horas de incubacion y 0.5 mg/ml a partir de las 30 horas de
incubacion.
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RECOMENDACIONES

e Se sugiere continuar con esta linea de investigacion para determinar el mecanismo de
accion del extracto etandlico de prop6leo contra Microsporum canis.

e Llevar a cabo la observacion de M. canis tratado con propdleo usando microscopia
electrénica para determinar con mayor precision el tipo del dafio producido y las
estructuras celulares en las que se produce.

e Incluir pruebas en modelos bioldgicos para establecer una dosis terapéutica y
comprobar su efectividad e inocuidad a nivel clinico.

e Se propone establecer una normatividad en México que regule la calidad de los
propdleos que salen a la venta, a fin de estandarizarlos para asegurar su calidad y
eficiencia.
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