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I. Resumen

El propoleo es una resina cérea, de composicion compleja, que las abejas
elaboran y utilizan en la construccion, reparacion, aislamiento y proteccion de la
colmena. Actla como un antiséptico para prevenir infecciones microbianas de las
larvas, las reservas de miel y los panales. En cuanto a su composicion ésta es
susceptible a la ubicacion geogréfica, origen boténico, y las especies de abejas.
Los flavonoides son componentes importantes del propdleo, ya que se les ha
atribuido principalmente la actividad antimicética antimicrobiana, antiviral,
respuesta inmunomoduladora y antiinflamatoria.

El propdleo, actualmente ha sido utilizado como tratamiento alterno contra
infecciones micoticas en animales. Malassezia pachydermatis es una levadura
lipofilica saprofita, que suele encontrarse en la piel sana de perros y de gatos,
pero en casos donde el sistema inmune del paciente esta involucrado en alguna
otra patologia, la levadura se multiplica causando afectaciones en la zona donde
se encuentra. Esta levadura es la causa principal de la otitis canina externa,
padecimiento que se caracteriza por una inflamacion en el conducto auditivo
externo del perro, y que presenta eritema, aumento de la descarga o descamacién
del epitelio acompafiada de dolor y/o irritacion. La otitis canina externa es una
patologia comun en perros, que es tratada actualmente con agentes imidazdlicos,
0 en casos resistentes se utiliza itraconazol o ketoconazol a diferentes
concentraciones. Debido a la problematica que se presenta con la resistencia del
microorganismo al tratamiento y la permanencia de la enfermedad, mdultiples
estudios han propuesto el uso del prop6leo como tratamiento contra la otitis canina
externa producida por M. pachydermatis.

En este proyecto se evalué la actividad antimicotica de dos propdleos
provenientes del Estado de México, uno de Toluca y otro del estado de Morelos,
contra cepas clinicas de M. pachydermatis. Para ello se utilizaron los extractos
etandlicos de los propéleos (EEP), ocho cepas clinicas y una cepa de referencia
American Type Culture Collection 14522 (por sus siglas en ingles ATCC) de M.
pachydermatis. Se realizd la prueba de Inhibiciébn de Crecimiento Radial (ICR)
utilizando discos estériles con EEP, a concentraciones de 2, 4, 8,16 mg/mL, dos
pruebas cuantitativas, una para detectar la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM), y la otra para determinar la Concentracion Fungicida Minima (CFM); se
realizé también un perfil quimico para obtener la cantidad de fenoles y flavonoides
totales que contenian los dos propdleos. En la ICR para el EEP de Morelos, se
obtuvieron halos de inhibicién con un diametro de 18 mm mayoritariamente, en la
concentracion de 2mg/mL, y halos de 11 mm de diametro para el EEP de Toluca
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en la misma concentraciéon. En las pruebas cuantitativas se encontré que el
propdleo de Morelos presento una CIM promedio de 0.27 mg/mL y el propdleo de
Toluca una CIM promedio de 0.44 mg/mL, para la prueba de CFM el propdleo de
Morelos presenté una CFM promedio de 0.33 mg/mL y el de Toluca una CFM
promedio de 1.22 mg/mL. Esto puede indicar que el propdleo de Morelos es mas
efectivo contra M. pachydermatis que el propdleo de Toluca, lo cual se confirma
con la cuantificacion de fenoles y flavonoides (componentes principales que le
confieren actividad biolégica al propoéleo). EI EEP de Morelos presenté un valor de
27.64% en fenoles y un valor de 3.56% de flavonoides, y el EEP de Toluca
23.26% de fenoles y 3.47% de flavonoides.

Aunque el resultado obtenido refiere al EEP de Morelos como el mas efectivo,
ambos propodleos resultan una opcién para el tratamiento contra otitis canina
externa producida por M. pachydermatis.
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1. Propdleo

1.1 Generalidades

El término propolis (Propdleo) significa defensor de la ciudad. Es una resina cérea,
de composicion compleja y consistencia viscosa, que las abejas elaboran y utilizan
en la construccién, reparacién, aislamiento y proteccion de la colmena (Farré et
al., 2004). Ademas de su funcion de sellado, y blogueo de grietas, el propdleo
actlia como un antiséptico para prevenir infecciones microbianas de las larvas, las
reservas de miel y los panales. Debido a que las poblaciones de abejas son tan
confinadas y viven en estrecho contacto, la enfermedad en una abeja puede
propagarse rapidamente a toda la colmena. Sin embargo, las colmenas se
mantienen sanas porque las abejas fabrican su propio antibiético, es decir, el
propéleo, que reduce el crecimiento microbiano en las paredes de la colmena.
Esta sustancia ademas protege la colmena contra el flujo de aire incontrolado y
humedad externa, proporcionando una fina capa impermeable que limita el escape
de agua manteniendo la humedad constante dentro de la colmena (Kuropatnicki et
al., 2013).

Las abejas (Apis mellifera), recogen con sus mandibulas, particulas resinosas de
las yemas, bordes y peciolos de las hojas de diferentes vegetales (olmo, alamo,
sauce, abedul, castafio de Indias, pino, abeto, roble y algunas herbaceas) que,
una vez en la colmena, forman el propéleo, cuya produccion anual (10-300
g/colmena) difiere en funcion de la variedad de abejas, el clima, la flora y el
dispositivo de recogida. Durante la colecta de propdleos, las abejas mezclan cera
y las resinas con una enzima 13- glicosidasa presente en su saliva, provocando la
hidrélisis de los flavonoides glicosados en flavonoides agliconas. Posteriormente lo
transportan al interior de la colmena, para ser utilizado con los diferentes fines.
Debido a la participacion de la abeja, la composicion del propdéleo difiere de las
resinas vegetales, pudiendo considerarse, por lo tanto, un producto de origen
mixto, vegetal y animal (Lozina et al., 2010). Gracias a su contenido en aceites
esenciales, el propdleo suele ser aromatico y en funcion de su origen botanico y
de la época de recoleccion, difiere en color (de amarillo claro a castafio oscuro),
sabor (amargo, ligeramente picante o insipido) y consistencia (Farré et al., 2004).

En cuanto a sus propiedades fisicas, el propéleo a temperaturas elevadas es
blando, flexible y muy pegajoso; sin embargo, cuando se enfria y, en particular,
cuando se congela se vuelve duro y quebradizo (fig.1). Se vuelve liquido a 60-
70°C, pero para algunas muestras el cambio de fase sélida a liquida puede ser tan
alto como 100°C (Kuropatnicki et al., 2013).
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Fig. 1 Muestra de propdleo (Pérez, 2013). Tomado de
https://anamorin.wordpress.com/2013/06/25/usos-delpropoleo-
en-medicina-veterinaria/ (Consultada el 01 de diciembre 2016)

1.2Historia del propdleo

El propdleo es tan viejo como la miel y ha sido utilizado por el ser humano durante
varios siglos. Existen registros que sugieren el uso de este producto por parte de
egipcios, persas y romanos. Antiguos egipcios representaban a las abejas que
producian propdleos en jarrones y otros adornos y lo utilizaban para aliviar
muchos padecimientos. Los antiguos judios consideraban al tzori (la palabra
hebrea para propo6leo) como un medicamento. El tzori y sus propiedades
terapéuticas se mencionan en todo el Antiguo Testamento.

Se dice que Hipdcrates us6 propdleo para curar heridas y Ulceras, tanto externas
como internas. Pedanios Dioscérides, que vivio alrededor de 50 DC, describio los
usos médicos del propdéleo en su principal obra de materia Médica. Plinio también
describe el uso practico de esta sustancia, segun él, el propdleo tiene la propiedad
de extraer picaduras y todos los cuerpos extrafios de la piel y de disminuir dolores
de los tendones. En el siglo | DC, Cornelio Celsus escribié sobre prop6leo como
un farmaco para promover la supuracion, para cerrar heridas y para el tratamiento
de abscesos.

En la Edad Media el propéleo no era un tema muy popular y su uso en la medicina
tradicional pronto desaparecidé. Solamente sobrevivieron pocos manuscritos
relacionados con el propdleo. Algunas fuentes del siglo Xl describen las
preparaciones medicinales que se utilizaron para el tratamiento de infecciones
orales y faringeas, asi como caries dental.
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El interés en el propdleo volvié a Europa junto con la teoria renacentista. Gracias a
los médicos humanistas, algunos remedios y tratamientos viejos y olvidados
fueron redescubiertos y utilizados de nuevo. El propdleo se encuentra incluido en
las farmacopeas de Inglaterra desde el siglo XVII como ingrediente principal de
unguentos de curacion (Kuropatnicki et al ., 2013).

1.3Método de recoleccion

Aunque existen varios métodos de recoleccion de este material, se ha utilizado
principalmente el método tradicional de raspado y el empleo de mallas plasticas
(Fig 2 y 3). Generalmente, la recoleccion por raspado consiste en raspar con
palanca o con espatula todos los lugares de la colmena en los cuales las abejas
hayan depositado propdleo. Este método resulta inconveniente por la poca
productividad y la alta posibilidad de contaminacién y oxidacion de los compuestos
bioactivos en presencia de metales pesados (plomo, hierro y cobre), que pueden
provenir de la atmésfera o ser incorporados en la cosecha y la extraccion. Por su
parte, los propoleos en bruto obtenidos de las mallas, normalmente presentan
mejor calidad, con pocas impurezas y libres de contaminantes (Martinez et al.,
2012). La recoleccion se hace antes de la llegada del invierno en las regiones
templadas vy, en los climas tropicales, al inicio de la estacion lluviosa, cuando la
propolizacion parece ser mas activa. Tanto en la recoleccion como en el
procesado deben aplicarse rigurosas normas de higiene para evitar la
contaminacion y la subsiguiente pérdida del valor comercial del producto (Farré et
al., 2004).

Fig. 2 Método de recoleccion de propoleo por
raspado con espatula (Universidad Nacional de
Colombia, 2009). Tomada de http://agenciadenoti
cias.unal.edu.co/detalle/article/propoleos-con-gran
potencial-para-el-mercado-colombiano.html.
(Consultada el 22 de diciembre 2016)
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Fig. 3 Método de recoleccion de propdleo con
malla plastica (Pérez, 2011). Obtencion del
Propdleo. Tomada de http://durangoa. Anuncios
ya.com.mx/fotos/BXJ7 (Consultada el 22 de
diciembre 2016)

1.4 Composicion quimica

Aunque la composicién quimica del propoleo es susceptible a la ubicacién
geografica, origen botanico, y las especies de abejas, un andlisis primario de
cualquier muestra de propoleos permitird determinar, en lineas generales, la
presencia de cera intimamente mezclada en proporciones de 20-30%, resinas y
balsamos aromaticos (40- 50%), aceites esenciales (5-10%), polen (4-5%) e
impurezas mecanicas (10-30%). Cada regién presenta distinta flora, dependiendo
de la temperatura, las precipitaciones, el tipo de suelo, la humedad relativa, la
insolacion y la evapotranspiracion, lo que implica una variacion en la composicion
de los propoleos (Lozina et al., 2010).

Con el desarrollo de técnicas de separacion y purificacion tales como
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia en capa fina,
cromatografia de gases (GC), asi como las técnicas de identificacion, tales como
espectrometria de masas (MS), y resonancia magnética nuclear (RMN), mas
compuestos han sido identificados en el propdleo por primera vez, incluyendo
flavonoides, terpenos, fenoles y sus ésteres, azucares, hidrocarburos y elementos
minerales. Por el contrario, no se han reportado fitoquimicos relativamente
comunes, tales como alcaloides e iridoides.
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Flavonoides

Las propiedades antimicrobianas del propéleo pueden ser atribuidas,
principalmente, a los flavonoides, como la pinocembrina, galangina, pinobanskina
y alacido caféico éster feniletilo (CAPE), el cual es un componente activo del
propoéleo, que ejerce gran variedad de cambios bioldgicos en diversos sistemas,
como las respuestas inmunomoduladoras, antiinflamatorias, y antimitogénica
(Manrique et al., 2008).De acuerdo con la estructura quimica, los flavonoides en
propbéleos se clasifican en flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonol,
chalconas, dihidrochalconas, isoflavonas, isodihydroflavones, flavanos, vy
neoflavonoides (Shuai et al., 2014). Su estructura quimica se basa en dos anillos
fenilo, ligados mediante un anillo pirano, lo cual concluye en un esqueleto de
difenilpiranos: C6-C3-C6, comun en la mayoria de los flavonoides (Fig. 4).

Estructura basica 3 Isoflavonas

Flavonoles

Fig. 4 Estructura quimica basica de los flavonoides
y de las distintas subfamilias (Alvarez, 2003).
Tomada de http://www.elsevier.es/es-revista-offarm-
4-articulo-actividad-biologica-los-flavonoides-i-130
54406 (Consultada el 01 de Octubre 2017)
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La gran importancia de los flavonoides radica en su actividad antioxidante, ésta
resulta de una combinacion de sus propiedades quelatantes de hierro y
secuestradoras de radicales libres, ademéas de la inhibicion de las oxidasas
lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina oxidasa, evitando asi
la formacion de especies reactivas de oxigeno y de hidroxiper6xidos organicos.
Aunado a esto, se ha visto que también inhiben enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos (Escamilla et al., 2009).

Terpenoides

Representan solo el 10% de los componentes del propdleo, dandole la
caracteristica del olor resinoso y contribuyen en la actividad antioxidante y
antimicrobiana del propoleo. Los monoterpenos aislados de propdleo incluyen
aciclicos, monociclicos, monoterpenos biciclicos y sus derivados (Shuai et al.,
2014).

Los terpenoides se derivan de la fusion de unidades de cinco carbonos llamada
isopreno (C5) (Fig.5) y se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de
isopreno que los formen (Bankova et al., 2000).

CH,
CH,=C—CH=CH, )\/ ISOPRENO

Terpenos

Monoterpeno (2) !

Geraniol N Ao
Sesquiterpeno (3)

Farnesol N N a4

Diterpeno (4)

Fitol A N N R
Triterpeno (6)
Escualeno ~S B S o ke ki
T
i I R TR I B S s

Fig. 5 Estructura de Isoprenos y ejemplos de terpenos (Siari,
2014). Tomada de http://apuntesbioquimicageneral.blogspot.mx
/2014/03/lipidos- ivlipidos-insaponificables.html. (Consultada el 01
de Octubre 2017)
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Compuestos fendlicos

El propéleo contiene fenilpropanoides incluyendo el acido cinamico, acido p-
cumarico, acido caféico, el acido ferulico (Fig.6) y sus derivados. Estos
componentes tienen una relacién estrecha con la actividad antimicrobiana del
propéleo.

Acidos hidroxicinamicos

Acido feralico Acido caléico Acido cinémico

Acidos hidroxibenzoicos

Aclido Clorogénico

\ : » -
) N > . "

Acido sinémpico Acido p.Cinémico

oM
"o

2 Acido p-Hidrocibenzoico -
Acido galico Acido vanilico

e

Acido protocatéquico 3
Acido eldgico

Fig. 6 Estructuras quimicas de los &cidos fendlicos (Gomez, 2012).
Tomada de http://www.posgrado einvestigacion.uadec.mx/ Ciencia
Cierta/CC31/5.html (Consultada el 01 de Octubre 2017)

Azlcares

No hay mucha informacion de cémo es que se originan los azUucares en el
propodleo, se cree que el néctar y la miel son las fuentes de glucosa, fructosa y
sacarosa. Otros sugieren que proceden de glucoésidos flavonoides hidrolizados
en el propoleo, ademas de algunos mucilagos que contienen numerosos
azucares y alcoholes de azucares que se enumeran entre las potenciales
fuentes de azucar en el propodleo.
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Hidrocarburos

Los hidrocarburos son otros componentes basicos del propodleo. En los dltimos
afos, alcanos, alquenos, alcadienos, monoésteres, diésteres, ésteres aromaticos,
acidos grasos y esteroides se han identificado en muchos tipos de propdleos.
Estudios revelan que la composicidon de hidrocarburos solo depende de factores
genéticos de las abejas, no de las fuentes vegetales.

Minerales

Elementos traza (Ca, K, Mg, Na, Al, B, Ba, Cr, Fe, Mn, Ni, Sr y Zn) y elementos
toxicos (As, Cd, Hg y Pb) fueron descubiertos por espectrometria de
emisién/absorcion atdbmica en muestras de propoleos recolectados de diferentes
regiones croatas. Br, Co, Cr, Fe, Rb, Sb, Sm y Zn fueron identificados en
diferentes propoleos argentinos por andlisis de activacion de neutrones. Estos
estudios muestran que los perfiles de elementos traza pueden ser Utiles para la
identificacion de propdleos en funcion de su ubicacion (Shuai et al., 2014).

1.5 Parametros fisicos y quimicos

» Humedad, materia seca y cenizas: El contenido en agua de un prop6leo no
debe superar el 5%, para que no se produzcan reacciones que a su vez
generen productos no deseados, fermentaciones, crecimiento de levaduras,
etc.

» Ceras: La presencia de ceras resta pureza al propdleo. Se consideran
propéleos de calidad aquellos en los cuales el porcentaje de ceras no
supere el 25%.

» Resinas y Balsamos: Se define como una resina aquella sustancia organica
de consistencia pastosa, pegajosa, transparente o translicida, que se
solidifica en contacto con el aire y a un balsamo como una secrecion
resinosa que fluye de diversas plantas. El propdéleo puede clasificarse como
una gomorresina, con presencia de balsamos. El contenido de estos debe
encontrarse dentro del rango (50-60%). Cuanto mayor sea el valor de esta
fraccibn mayor sera también la calidad del producto final, ya que aqui se
encuentran todos los compuestos con actividad biologica.

» Impurezas mecanicas: Del mismo modo que ocurre con las ceras, las
impurezas mecanicas no contienen principios activos y su elevada
presencia deprecia el producto. Valores superiores al 25% reflejan la baja
pureza del propéleo a estudio.
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> Indice de oxidacion: Este parametro nos proporciona una idea de la
cantidad de compuestos oxidantes presentes en la muestra. A mayor
concentracion de este tipo de compuestos menor tiempo de decoloracién
del propéleo y por lo tanto mejor calidad del producto.

» Fenoles y Flavonoides totales: Los compuestos fendlicos, entre los cuales
se incluyen los flavonoides (compuestos farmacoldgicamente activos),
representan un indice inequivoco de la calidad del producto final. Cuanto
mayor sea el porcentaje de estas fracciones mayor sera también la pureza
y calidad del propoleo(Lacalle, 2008).

1.6 Actividad biol6gica

La actividad biolégica del propéleo se asocia principalmente con compuestos
fendlicos tales como flavonoides y derivados de acidos hidroxicinamicos.

La quercentina y otros flavonoides han actuado como agentes antiinflamatorios,
para prevenir la formacion de placas aterosclerdticas y la agregacion plaquetaria,
promueven la relajacion del musculo liso cardiovascular y muestra actividades
antivirales, carcinostaticas, antiulcerosas y anestésicas.

Ademas de los flavonoides, el propéleo también contiene otros compuestos
fendlicos, como los &cidos hidroxicindmicos, como el acido caféico (acido 3,4-
dihidroxicindmico) que se encuentran en casi todas las plantas y también son
potentes agentes antioxidantes, ademas del (CAPE), otro componente activo del
propéleo (De Castro, 2001).

1.6.1 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana del propoleo es compleja y puede ser atribuida al
sinergismo entre algunos de sus compuestos, tales como flavonoides, acidos
aromaticos, acidos grasos, ésteres, hidroxiacidos, sesquiterpenos y otros
compuestos fendlicos presentes en su composiciéon (Manrique A. J., 2011), asi
como también presenta actividad antimicrobiana el acido ferulico y el acido
caféico.

La actividad del propdleo y sus componentes frente a una amplia gama de
bacterias ha sido un tema de investigacion intensa y se ha encontrado que el
propéleo tiene mayor efecto contra las bacterias Gram (+), en menor efecto contra
las Gram (=) (De Castro, 2001).
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Algunos compuestos ya han sido identificados como principales inhibidores de
crecimiento antibacteriano, como el CAPE, la pinocembrina, pinobanksina-30-etilo
y la naringenina, que presentan actividad contra bacterias gram (+) (Velazquez et
al., 2007). A nivel molecular se ha demostrado que los compuestos presentes en
el propdleo que absorben en la region UV inhiben el ADN dependiente de la ARN
polimerasa de E. coli y Streptomyces aureofaciens (Simuth et al., 1986); los
flavonoides robinetina, miricentina y (-) epigalocatequina inhiben sintesis de ADN
en P. vulgaris, mientras que para S. aureus se inhibe la sintesis de ARN (Mori et
al., 1987).

Multiples efectos bacteriostaticos y bactericidas son reportados en la literatura,
principalmente el efecto antibacteriano de (-) -galato de epigalocatequina, que
modifica la bicapa lipidica, alterando la funcion de barrera y, en algunos casos, la
reduccion del espacio intraliposomal causando la fusion de membranas,
provocando fuga y agregacién de material intramembranoso (lkigai et al., 1993).La
guercetina y naringenina incrementan la permeabilidad y disipan el potencial de la
membrana bacteriana (fuerza motriz de protones), disminuyendo la resistencia
bacteriana a los antibiéticos (Mirzoeva et al., 1997). La pinocembrina, galangina y
CAPE causan bacteridlisis parcial, previniendo la division celular, desorganizando
el citoplasma y la pared celular, por inhibicion de sintesis de proteinas y ARN
polimerasa; ademas, la galangina incrementa la pérdida de potasio en algunas
bacterias, degradando la membrana citoplasmatica por lisis osmética (Ntondo et
al., 1994).

1.6.2 Actividad antimicotica

Los estudios de la actividad antifangica del propdleo se han restringido casi
exclusivamente al género Candida, considerando que los sesquiterpenos,
especialmente el bisabolol y flavononas (pinocembrina) son los principales
compuestos responsables de esta actividad (Lodofio et al., 2008).

Un trabajo publicado en 2008 describe el uso de un extracto etandlico de propdleo
procedente del apiario de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM
para probar su actividad antimicética contra Candida y encontraron que se
presentd un efecto fungistatico a concentraciones de a 0.55 mg/mL y un efecto
fungicida en concentraciones de 3 a 7 mg/mL (Quintero et al., 2008).

En Brasil, Freitas y colaboradores evaluaron la actividad antimicotica in vitro de un
extracto de propéleo a diferentes concentraciones sobre una cepa ATTC90112 de
Cryptococcus neoformans y demostraron que presentaba actividad fungistatica
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sobre el crecimiento del hongo en concentraciones que oscilaron desde 0.2 mg/mL
— 1.6 mg/mL (Freitas et al., 2007).

En 1999 en Konya, Turquia, se publicé un articulo que describe el uso de
extractos de propodleo en concentraciones de 0, 5, 1, 2, 3 y 4 % para inhibir el
crecimiento micelial de A. parasiticus, A. niger, A. Alternata, B. cinérea, F
oxysporum Melonis y P. digitatum (presentes en alimentos deteriorados,
principalmente almacenados). Como resultado encontraron que la concentracion
mas efectiva para inhibir el crecimiento era de 4%, en todas las especies
utilizadas. Tras el andlisis quimico de los extractos de propdleo, encontraron que
el acido caféico, el cumarato de bencilo, la pinobanksina y la pinocembrina eran
componentes en comun, y los definieron como los responsables de la actividad
antimicotica(Ozcan, 1999).

En Venezuela se llevd a cabo una investigacion donde evaluaron la accién
fungistatica del propdleo de Apis mellifera sobre cepas de Colletotrichum.
gloeosporioides que afecta frutos de aguacate, papaya y passiflora. Pineda y
colaboradores utilizaron propoleos provenientes de la estacion de Apicultura
Guaremal, realizaron extractos con etanol a diferentes concentraciones (0%, 15%,
20% y 30%) y al realizar las pruebas para evaluar la inhibicion del crecimiento
encontraron que la mejor concentracion fue de 30 %. Asi demostraron el efecto
supresor del propoleo sobre el crecimiento micelial de C. gloeosporioides vy le
atribuyen el efecto fungistatico a la presencia de flavonoides en el extracto (Pineda
et al., 2013).

1.6.3 Actividad antiparasitaria

Un estudio revelé6 que propdleos brasilefios presentaron actividad contra
Leishmania braziliensis en el estudio in vitro en donde enfrentaban un extracto
hidroalcohdlico contra promastigotes de Leishmania (dosis que van de 1 a 750
mg/mL) y amastigotes (10, 100, y 250 mg/mL), obtuvieron que el propdleo resulté
activo contra los promastigotes, sin embargo, resulté inactivo frente a sus
amastigotes (Pontin et al., 2008).

Otro grupo de investigadores evalué 2 extractos etandlicos de propoéleos
provenientes de Brasil y Bulgaria contra Trypanosoma cruzi y encontraron que los
extractos presentaban actividad contra los tripomastigotes, epimastigotes y
amastigotes del parasito. Aunque ambos extractos presentaron diferencias
notables en su composicion debido a la ubicacion geogréafica, se encontraron
compuestos considerados responsables del efecto antiparasitario, tales
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compuestos son los acidos aromaticos, y posiblemente la presencia de amirinas
(Salomao et al., 2004).

1.6.4 Actividad antiviral

El propdleo ha mostrado tener un importante efecto para controlar diversos
agentes infecciosos incluidos los virus. Un estudio realizado con diferentes
propdlleos provenientes de variados origenes geogréficos contra el virus de la
gripe aviar, mostré que las actividades de todas las muestras resultaron similares
a pesar de las diferencias en composicion quimica. Se encontrd0 que los
flavonoides y ésteres de acidos fendlicos son los principales componentes activos
contra el virus en la zona templada y aunque las muestras tropicales no contenian
las mismas sustancias, presentaban actividades similares (Kujumgiev et al., 1999).
En conclusion, este grupo de investigadores propone que el propdleo tiene el
efecto farmacolégico como una mezcla natural y no como una fuente de
compuestos separados.

Otro estudio sobresaliente evalud la accion antiviral de un extracto etandlico de
propoleo (EEP) proveniente del Estado de México, empleando monocapas de
células MDBK infectadas con virus de pseudorrabia (PRV) (Soto et al., 2008).
Como resultado se obtuvo que el propdleo tiene un uso potencial en la prevencién
de esta enfermedad viral, ya que por medio de microscopia electronica se
observaron particulas virales con alteraciones ultra-estructurales, ademas de la
presencia de dafio sobre las proteinas de la envoltura viral, lo que puede provocar
una desestabilizacion de toda la estructura del virus y, por lo tanto, afectar su
capacidad de penetraciéon y el desarrollo de su ciclo replicativo.

1.6.5 Actividad antioxidante

Las reacciones oxido-reductoras constituyen una parte esencial del metabolismo
aerobico en los organismos vivos y ocurren principalmente entre moléculas
organicas. Debido a estas reacciones, es comun que se formen sustancias
reactivas al oxigeno (ROS) a manera de intermediarios: oxigeno (O2) y peréxido
de hidrégeno (H202). Sin embargo, el organismo puede sufrir ciertos desequilibrios
gue conducen a la formacion de ROS con actividad de radicales libres, por la
transferencia de electrones desapareados, atacando los lipidos de las membranas
celulares, modificando proteinas estructurales, asi como carbohidratos y ADN.
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El propdleo contiene propiedades antioxidantes, especificamente debido a los
flavonoides y 4cidos fendlicos. La actividad antioxidante se lleva a cabo mediante
una transicion redox, a través de la cual la molécula antioxidante libera un atomo
de hidrogeno que puede ser captado por un radical libre, o permitiendo la
formacion de ligandos que faciliten la quelacién de iones metalicos (Fe?" Cu?*,
Zn?*) y la interacciéon con enzimas. Los flavonoides y acidos fendlicos tienen la
propiedad de interceptar y reaccionar con agentes oxidantes como enzimas,
metales y radicales libres.

Diversos compuestos fendlicos como CAPE, galangina y rutina han demostrado
tener alta afinidad por atrapar radicales libres y quelar iones metalicos, asi como la
capacidad para retardar la peroxidacion lipidica (Vargas et al., 2014).

1.6.6 Actividad antiinflamatoria

El propdleo ha ido ganando espacios importantes en el tratamiento de heridas por
su capacidad antibacteriana, por su notable capacidad cicatrizante y
antiinflamatoria.

Strehl, y colaboradores en 1994, estudiaron el efecto antiinflamatorio de un
propéleo al evaluar la capacidad inhibitoria del extracto sobre la enzima
dihidrofolato reductasa; al ocurrir esto, la producciébn de interleucinas vy
prostaglandinas disminuy6. El autor menciona que el acido caféico presente en el
propdleo es el responsable de dicha accion (Strehl et al., 1994).

Otro estudio realizado por Mirzoeva y colaboradores en 1996, de igual forma
atribuye la accion antiinflamatoria al acido caféico (CAPE).Encontraron que este
compuesto fue el modulador més potente de la cascada de &cido araquidénico
entre los componentes de propéleos examinados, lo que contribuye a la supresién
de la via de la lipoxigenasa del metabolismo del acido araquidénico durante la
inflamacion in vivo. De igual forma describen la accion del propéleo contra la
prostaglandina y la generacion de leucotrienos por macréfagos peritoneales
(Mirzoeva et al., 1996).

En1996 Ledon y un grupo de investigadores describe que otros componentes
como naftoquinonas, sesquiterpenos y fenoles (eugenol), identificados en el
propéleo rojo cubano por espectrometria de masas y cromatografia gaseosa, son
capaces de inducir el efecto antiinflamatorio (Ledon et al., 1996).
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1.6.7 Actividad antitumoral

La actividad antitumoral del propéleo ha sido estudiada por multiples cientificos y
han resaltado su gran efecto frente a diferentes células tumorales; en 1992,
cientificos sintetizaron tres ésteres del acido caféico, denominados cafeato de
metilo (MC), cafeato de feniletilo (PEC) y cafeato feniletil de dimetilo (PEMC) y
estudiaron su actividad frente a DMBA ( carcinbgeno mamario y de colon),
encontrando que se inhibia el crecimiento de células HT-29 de adenocarcinoma de
colon, ademas, encontraron que la ornitina descarboxilasa (ODC), enzima
experimentalmente indicadora de la proliferacion celular, y proteina tirosina kinasa
(TPK), enzima que fosforila restos de tirosina de las proteinas, siendo éste un
mecanismo por el cual los factores de crecimiento indican a las células que inicien
el crecimiento, estaban igualmente inhibidas.

Wei y colaboradores en 1993, indujeron carcinogénesis quimica en roedores con
acetato de 1-2-O-tetradecanoilforbolilo, posteriormente se les aplico6 CAPE a bajas
dosis (0.1-6.5 mmol), encontrando que a una concentracién de 0.5 mmol de CAPE
la explosion metabdlica oxidativa de los leucocitos polimorfonucleares disminuye
en un 50% y a altas dosis (1-10 mmol), se inhibe la actividad enzimatica de
ornitina descarboxilasa (ODC), por lo que se inhibe la promocion de crecimiento
del tumor (Wei et al., 1993).

1.7. Efectos adversos

La mayoria de los autores no reportan efectos adversos o secundarios con el uso
del propdleo, su toxicidad ha sido poco investigada, encontrandose una limitada
cantidad de estudios referentes al tema.

Uno de los problemas que ha sido tradicionalmente asociado con el propdleo y del
gue se hace referencia de forma frecuente, es la alergia que presentan algunas
personas y aunque el origen de la alergia es desconocido, diversos casos son los
que se han presentado. La respuesta alérgica ha sido documentada
presentandose como un enrojecimiento de la piel (en caso del uso directo) y una
guemazon o prurito de la misma. En menores casos se ha sospechado que tras el
consumo directo del propdleo, se presenta un cuadro diarreico (Salmon, 2014).
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En 2013 Tinoco y colaboradores realizaron un proyecto para evaluar el grado de
citotoxicidad in vitro que presenta el propoleo sobre leucocitos polimorfonucleares.
Utilizando poblaciones celulares de 12,000,000 leucocitos y controles de la
poblacion celular inicial, notaron que al utilizar propoleo se disminuyo la viabilidad
de las células, resultando repetitivo este resultado en las diferentes muestras
cuantificadas, sin haber diferencia a la hora y dos horas de exposicion,
corroborando con esto que el propéleo presenta una constante toxicidad sobre las
células empleadas (Tinoco et al., 2013).

2. Malassezia pachydermatis

2.1 Generalidades

Las especies de Malassezia spp. forman parte de los hongos comensales en la
piel de animales y humanos, son levaduras aerobias, no fermentativas, ureasa
positivas que crecen entre 35y 37°C.

En particular, la especie Malassezia pachydermatis es de importancia veterinaria.
Es una levadura lipofilica, saprdfita, que suele encontrarse en la piel sana de
perros y de gatos normales. Puede encontrarse en areas ricas en glandulas
sebaceas. La regién anal, el conducto auditivo externo, los labios y la piel
interdigital de los perros son frecuentemente colonizados por esta levadura (Quinn
et al., 2011).

2.1.2 Caracteristicas fisicas

La levadura es de tamafio pequefio, de forma oval y mide aproximadamente 2-3
pum de ancho y 4-5 um de largo, su pared celular mide hasta 0.25 um. Se presenta
como células levaduriformes, semiglobosas y/o elipsoidales, que se reproducen en
forma asexuada mediante brotes unipolares sobre una base ancha, produciendo
blastoconidios por gemacion monopolar repetida con base larga de union. Su
forma caracteristica en microscopia 6ptica es llamada “botella de Perrier’ o “huella
de pie” (Fig.7)(Chen & B-Hill, 2005).
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Fig. 7 Estructura microscopica de la levadura
Malassezia pachydermatis (Rejas, 2004).
Tomada  de http://dermatologiaveterinaria.
unileon.es/casos_clinicos/caso_  13_respuesta.
htm (Consultada el 05 de mayo 2017)

En cultivo se observan colonias elevadas, convexas, palidas, con superficie lisa de
textura suave (Fig 8). Esta especie no es lipido dependiente, puede aislarse y
mantenerse en medios de cultivo convencionales, por lo que la morfologia colonial
ha sido descrita en agar dextrosa Sabouraud. Su color es crema, y se han
reportado aislamientos rosados (Cérdova et al., 2015).

Fig. 8 Colonias de Malassezia pachydermatis (Paz
K, 2016). Fotografia tomada en Laboratorio 6 de
Bioprospeccion Microbioldgica en la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM. 29



M. pachydermatis es una de las causas mas comunes en la cronificacion de las
OEC (otitis externa crénica) en perros. En multiples estudios se hace referencia a
esta levadura como el microorganismo mayoritario aislado de casos de otitis
cronicas, con porcentajes que llegan al 90%.

La OEC es considerada como una serie de cuadros caracterizados por inflamacion
recurrente o continua del conducto auditivo externo, durante un periodo igualo
superior a 6 meses (Martin et al., 2001).

2.2 Anatomia canina

Los oidos de los perros pueden ser la causa de muchos problemas clinicos,
incluyendo hematomas, mordeduras, y algunas infecciones, siendo la infeccion
(otitis externa) la molestia auditiva mas frecuente; dicho padecimiento puede
producir pardlisis facial (Done et al., 2010). De aqui la importancia a conocer la
estructura anatomica del oido canino y su funcion.

El oido es un 6rgano complejo que cubre dos funciones vitales: oir (percepcion del
sonido) y el equilibrio (mantenimiento de la posicidon corporal). Con respecto a la
funcion y basado en la anatomia (Fig. 9), el oido se divide en tres partes:

» El oido externo, un receptor de sonidos.

» El oido medio que convierte las ondas sonoras en vibraciones mecanicas.

» El oido interno, en el cual las vibraciones mecanicas son transformadas en
impulsos eléctricos reconocidos por el centro de la audicion en el cerebro.

Los pabellones auriculares (1) y el conducto auditivo externo (CAE) (2) estan
formados por el cartilago auricular. Este comienza en el orificio externo del oido y
se enrolla en forma de embudo, transformandose en un tanel a medida que
alcanza las porciones inferiores del CAE. El CAE tiene una longitud variable (5-10
cm) y se divide en las porciones vertical y horizontal y continua hasta alcanzar la
membrana timpanica, en forma particular de L, que complica la eliminacién natural
de sustancias anormales del canal auditivo.

El oido medio corresponde a una cavidad llena de aire (caja timpéanica) (3), que se
encuentra comunicada con la faringe por el tubo auditivo, con el oido externo por
la membrana timpanica y con el oido interno por dos aberturas, las ventanas
vestibular y coclear (4).
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Ademas del timpano (5), el oido medio incluye la famosa cadena de huesecillos;
matrtillo (6), yunque (7) y estribo (8).

(1)

TROMPA DE EUSTAQUIO

Fig. 9 Anatomia del oido canino (Clinica Veterinaria
Veldzquez). Tomada de http://clinicaveterinariavelazquez.
Com/consejos/cuidados-del-oido-de-tu-mascota/ (Consultada
el 02 de Enero 2017).

La piel que recubre el conducto auditivo es una superficie relativamente lisa, tiene
una epidermis delgada y una dermis que posee anexos (foliculos pilosos y
glandulas sebaceas y ceruminosas). Las glandulas sebaceas producen lipidos
neutros y las glandulas ceruminosas secretan mucopolisacaridos acidos y
fosfolipidos.

La membrana timpanica es una estructura epitelial que separa el oido externo en
forma lateral de la cavidad del oido medio, que esta ubicada en posicion medial,
es de contorno eliptico y varia notablemente de tamafio entre los diferentes
animales, pero en promedio mide 15 X 10 mm, es semitransparente y mas
delgada en el centro en donde se une al cojin cartilaginoso central.

Por su parte el cerumen (Fig. 10) es una mezcla de secrecion glandular (sebaceas
y ceruminosas), corneocitos exfoliados, material intercelular con presencia de
inmunoglobulinas A, G y M, la IgG es la que predomina en oidos sanos e
inflamados y su concentracion relativa exhibe un incremento significativo en los
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oidos enfermos. El cerumen, con bacterias, levaduras y restos celulares, se va
eliminando hacia el exterior por los movimientos de la epidermis (Lorenzana,
2016).

Fig. 10 Oido externo canino con cerumen (Paz K,
2016) Fotografia tomada en Laboratorio 6 de
Bioprospeccion Microbioldgica en la Unidad de
Investigaciéon Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM.

Muy importante es el concepto de migracion epitelial, que consiste en que, como
mecanismo de defensa o auto limpieza, las células epiteliales que tapizan el
conducto auditivo externo crecen de forma sincronizada desde dentro hacia fuera,
eliminando por arrastre todo el detritus. En la membrana timpéanica, el epitelio
escamoso simple que la cubre, migra de forma radial, desde el centro hacia la
periferia, despegando cualquier acumulacion de detritus. Cualquier alteracion del
epitelio, ya sea por edemas, hiperqueratosis o inflamaciones cronicas, detiene
esta migracion con consiguiente acumulacion de desechos(Goth, 2011).
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2.3 Otitis canina externa

2.3.1 Definicién

La otitis externa es una inflamaciéon del conducto auditivo externo que se
caracteriza por eritema, aumento de la descarga o descamacion del epitelio
acompafiada de dolor y/o irritacion (Lozina et al., 2006). Se trata de una
enfermedad de etiologia multifactorial que afecta a los caninos, y representa entre
5 a 20% de la practica veterinaria diaria. Esta patologia se encuentra asociada
mayormente a infecciones causadas por bacterias y levaduras, que muchas veces
no responden a los tratamientos con antibiéticos (Cole et al., 1998).

La otitis puede ser externa, media e interna. La otitis externa es la mas importante
y se presenta usualmente asociada a la otitis media. Esta Gltima puede originarse,
como en el caso de la otitis externa, por una infeccidon respiratoria 0 por via
sanguinea. La otitis interna se presenta como una extension de la otitis media y
afecta las funciones vestibular y coclear del oido (Sanchez et al., 2011).

2.3.2 Etiopatogenia

En el curso de las otitis externas, el CAE alterado se vuelve mucho mas favorable
a la multiplicacion de los agentes patdégenos. Se observa en particular un
estrechamiento de la luz del CAE y una disminucién de la migracién epitelial
fisiolégica. Por otra parte, la inflamacién favorece la formacion de un edema que
provoca un exudado, ademads, las glandulas ceruminosas incrementan su
actividad y adoptan un aspecto quistico, que promueve una disminucion de la
fraccion lipidica del cerumen por dilucion en las secreciones apdcrinas. Todos
estos acontecimientos son responsables de un aumento de la humedad en el
conducto y una disminucién bacteriostatica del cerumen. Con este factor todos los
agentes patégenos (bacterias, levaduras y parasitos) pueden dafiar a los
gueratinocitos del CAE y favorecer la acumulacion de restos en el lumen.

La otitis externa es un signo de muchas enfermedades, no un diagndstico
especifico, que tiene diferentes causas. El sistema de clasificacibn mas adecuado
las divide en causas predisponentes, primarias y perpetuantes (Tabla 1). Muchas
otitis cronicas tienen al menos una causa primaria y varios factores perpetuantes y

33



la falta de reconocimiento y correccion de ellos puede fomentar fracasos
terapéuticos (Goth, 2011).

Tabla 1 Sistema de clasificacion de causas que favorecen el desarrollo de una otitis canina externa. Tomado de VIRBAC, México
S.A de C.V. Division animales de compafiia Actualizacién Cientifica y Tecnologia para Médicos Veterinarios.

Factores predisponentes

Factores primarios

Factores perpetuantes

*Son factores que alteran el
ambiente del conducto auditivo
haciendolo mas susceptible a

infecciones bacterianas y
fungicas .

*Por ejemplo: la conformacion del

pabellén auricular, aumento de

la humedad o de la temperatura

ambiente, produccion excesiva

de cerumen, entre otras.

la ofitis.

Parésitos. Otodectes cynotis es
la causa parasitaria mas
frecuente de otitis externa.
*Alergias. Después de la atopia,
la alergia alimentaria es la
segunda reaccion de
hipersensibilidad que afecta con
mayor frecuencia a los oidos.La
alergia por contacto puede estar
ocasionada por el tipo de
farmacos 6ticos empleados.
*Anomalias de queratinizacion.
Hay una hiperqueratosis
epidérmica, hiperplasia de las
glandulas sebaceas, aumento
significativo de los acidos grasos
y la ceras no esterificadas.
*Desdrdenes endocrinolégicos.
Endocrinopatias, principalmente
hipotiroidismo.
*Cuerpos extrafios. Materiales
vegetales, pelo excesivo en el
conducto .auditivo, suciedad,
arena, etc.
Otras causas. Desérdenes
glandulares, enfermedades
autoinmunes, enfermedades

virales y neoplasias.

*Son los responsables directos de

*Son factores que no pueden
desencadenar una otitis externa
por si mismos, pero impiden que

ésta se cure.

*Malassezia (30%) Proteus

(10%), Pseudomonas (20%),
Staphylococcus coagulasa +
(30%), Streptococcus (<5%).
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2.3.3 Manifestaciones clinicas

Tabla 2Signos clinicos de las otitis externas, medias e internas (Goth, 2011)

Sacudidas de la
cabeza.

Dolor, prurito y
lateralizacion.
Eritema del pabellon
auricular.

Mal olor.

Pelos pegados.
Costras y exudados.

Membrana
timpanica
engrosada, opaca o
con cambio de color.
Falta de membrana
timpanica y
presencia de
contenido de
ampolla.

Inclinacion de la
cabeza por afeccién

Ataxia asimétrica
con mantenimiento
de la estacion.
Inclinacién de la
cabeza.

Nistagmos
horizontal o
rotatorio.

Vomitos en estados
agudos, con marcha
en circulos y caida.

vestibular.

e Sacudidas de la
cabeza, deficiencia
auditiva, dolor, olor y
letargia.

2.3.4 Diagnostico

Para la evaluacion se comienza con la revision del oido con la ayuda del
otoscopio, se debe estirar el pabellon para intentar enderezar el conducto auditivo
y llegar a visualizar el fondo del oido. Es necesaria una limpieza previa y un
secado absoluto. La acumulacion de liquidos puede bloquear la vision en el cono
del otoscopio y hara imposible la visualizacion.

Los principales diagnésticos diferenciales incluyen todas aquellas enfermedades
que causan dermatitis pruriginosa eritematosa con seborrea, liquenificacion e
hiperpigmentacion. Entre ellas encontramos las alergias (atopia, alimentaria y por
pulgas), pioderma superficial y defectos de la queratinizacion. Es importante
recordar que casi todos estos diagnosticos diferenciales pueden ser la causa
desencadenante de la infeccidon con Malassezia (Goth, 2011).

En el siguiente diagrama se ejemplifican los pasos a seguir para el diagnostico y
tratamiento de otitis canina.
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Inspeccién del oido
Lavado a fondo del oido
Examen con otoscopio Yy citologia

A 4 \ 4

Examen directo del Bacterias - Malassezia
cerumen:
Otodectes cynotis
v A 4
Tratamiento tépico Tratamlerrlto.toplco y
sistémico
\ 4
Curacion Y + :
+ Buena respuesta Mala respuesta Recidiva
.. . \ 4
Iniciar el tratamiento Otoscopia
preventivo Citologia
1 Cultivo y Antibiograma

A 4 A\ 4

Continuar con el Reevaluar los factores
régimen de tratamiento perpetuantes

Diagrama 1 . Organigrama para enfoque del diagnostico y tratamiento de la otitis externa Tomado de
VIRBAC, México S.A de C.V. Division animales de compafiia Actualizacion Cientifica y Tecnoldgica para
Médicos Veterinarios
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2.3.4.1 Examen citologico

La citologia es una herramienta valiosa. Debe realizarse en la clinica en cualquier
caso de otitis externa y repetirse como una forma de control del proceso,
permitiendo evaluar la respuesta al tratamiento en forma precisa. Varios estudios
han demostrado que la citologia es mas sensible que los cultivos y antibiogramas
para detectar la presencia de bacterias y levaduras: su sensibilidad para detectar
bacterias Gram (+), bacterias Gram (-) y levaduras es del 84, 100 y 100%,
respectivamente. Se recomienda usar el antibiograma solo en casos con
presencia de bacterias Gram (-). También se recomienda el uso del cultivo y
antibiograma en casos cronicos y recurrentes o cuando se ha obtenido una
respuesta al tratamiento inicial.

Se deben tener en cuenta los tres factores (predisponentes, primarios y
perpetuantes) al evaluar cada caso. Cualquier caso de otitis externa puede acabar
convirtiéendose en un problema de larga duracidon si no se diagnostica y trata
correctamente (Lorenzana, 2016).

2.3.5 Tratamiento

Es fundamental determinar en lo posible los factores confluyentes que causan la
otitis. La limpieza 6ética a conciencia es necesaria no solo para la inspeccion, sino
también como tratamiento.

La higiene es fundamental para eliminar elementos que cronifican el proceso y
hacer que el tratamiento sea efectivo. La importancia de los lavados 6ticos se
basa en la eliminacion de exudados que interfieren en la terapia, y en la
eliminacién de toxinas bacterianas, detritus celulares y acidos grasos libres que
estimulan una posterior inflamacién(Goth, 2011).

El tratamiento es necesario en caso de sobrecrecimiento de Malassezia para
recuperar el equilibrio del ecosistema cutaneo. Los agentes imidazdlicos son
efectivos frente a Malassezia. En casos extensos o0 resistentes se recomienda
emplear itraconazol a 5 mg/kg diarios o ketoconazol a 5-10 mg/kg durante 20 dias
junto con dos bafios terapéuticos semanales. Se han asociado dosis de
itraconazol superiores a los 10 mg/kg con vasculitis. El tratamiento tépico es
efectivo por si solo en lesiones recientes y mas localizadas. Los champus pueden
incluir clorhexidina al 2-4%, miconazol al 2%, enilconazol, diclorofeno y agentes
gueratoliticos/queratoplasticos.En casos resistentes o recidivantes puede ser
necesario el tratamiento regular con champu después de haber suspendido el
tratamiento sistémico (Affinity, 2015).
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2.4 Estudio del propéleo contra Malassezia pachydermatis

Muchos estudios han relacionado la accién antimicotica del propdleo con la
busqueda de nuevos tratamientos contra la otitis canina producida por Malassezia
pachydermatis. En 2010 Cardoso y colaboradores realizaron una investigacion con
un extracto de propodleo contra Staphylococcus coagulasa positiva y Malassezia
pachydermatis de otitis canina, mediante la determinacion de la Concentracion
Minima Bactericida (MBC) (21 mg/mL) y la Concentracién Minima Fungicida
(MFC) (5,3 mg/mL), respectivamente y encontraron que el extracto presentaba
actividad antimicrobiana y antimicética contra dichos patégenos (Cardoso et al.,
2010).

En el 2006 se determiné la accién de un extracto etandlico de propdleo sobre
cepas de Malassezia pachydermatis aislado de oidos de caninos con diagndstico
clinico de otitis externa. Se compararon diferentes técnicas de siembra para
encontrar la mas adecuada, en la determinacion de la eficacia del propdleos sobre
Malassezia pachydermatis. De todas las técnicas empleadas encontraron que la
dilucién en placa de agar Sabouraud fue la més apropiada (Lozina et al., 2006).

En el 2015 Tovar y colaboradores mencionan algunos usos del propoleo como
tratamiento a diversos padecimientos en perros, entre ellos el tratamiento contra la
otitis canina producida por Malassezia pachydermatis, y define al prop6leo como
una nueva terapia con efectos benéficos y en parte por su acciéon antimicotica y en
parte por la ventaja de ser mas barato que los farmacos utilizados y la ventaja de
no presentar efectos secundarios (Tovar et al., 2015).

Otro estudio méas actual fue desarrollado por la M.C Nelly Tovar B., quien en 2016
presentd un trabajo de investigacion que describe no solo la actividad antifungica
de propdleo contra Malassezia pachydermatis, sino también los efectos celulares
sobre la morfologia y estructura de la levadura. Utilizando un propéleo de la FES
Cuautitlan probo su efecto inhibitorio sobre cepas clinicas de M. pachydermatis; en
las pruebas cuantitativas obtuvo una CIM de 0.15 mg/mL y una MFC de0.25c
mg/mL, para evaluar el dafio estructural realiz6 pruebas con Microscopia 6ptica
(MO) y Microscopia Electrénica de Barrido (MEB). Con la MO pudo observar
alteraciones en la forma clasica de la levadura (mejor conocida como huella de
zapato), debido a que se pudo observar el cambio a una forma redondeada y
algunas levaduras disminuyeron en tamafo. Con la MEB observdo cambios
estructurales y en el caso de la cepa de referencia, ésta presentd superficies
rugosas y ruptura de la superficie celular y las cepas clinicas presentaron poros en
la superficie celular y de igual forma superficie rugosa, aun mas que en la cepa de
referencia (Tovar, 2016).

38



3. Hipotesis

Si los propoleos mexicanos tienen actividad antimicotica contra Malassezia
pachydermatis, entonces inhibiran el crecimiento de la levadura.
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4. Objetivo General

Evaluar la actividad antimicética de dos propdleos mexicanos contra cepas
clinicas de Malassezia pachydermatis mediante pruebas cualitativas vy
cuantitativas.
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5. Objetivos particulares

» Evaluar la actividad antimicética de los extractos etandlicos de dos
propéleos provenientes del Estado de México (Toluca y Morelos).

» Determinar la concentraciéon de fenoles y flavonoides en los extractos
etandlicos mediante pruebas quimicas establecidas en la NOM-003-
SAG/GAN-2017 (Propdleos, produccion y especificaciones para su
procesamiento).

» Realizar una prueba cualitativa: Inhibicion de crecimiento radial, mediante el
uso de discos impregnados con propdleo a diferentes concentraciones (2,
4, 8, 16 mg/mL), para observar la inhibicién del crecimiento de la levadura
en presencia del propdleo.

» Realizar pruebas de sensibilidad cuantitativa como:

-Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
-Concentracion Fungicida Minima (CFM)
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6. Justificacion

Una problematica importante en el tratamiento de la otitis canina es el uso de
muchos farmacos que garanticen la disminucion de todos los agentes patdégenos y
la sintomatologia de la enfermedad. Esto conduce a recurrir no solo a
antimicéticos, sino también a utilizar antibioticos, antiinflamatorios y acaricidas.

Es por eso que la propuesta a utilizar componentes naturales con un amplio
espectro terapéutico, como es el caso del propéleo, resulta ser una buena opcién
con menos efectos secundarios y menor costo para el tratamiento de la otitis
canina producida por Malassezia pachydermatis.

Debido a esto, se propone este proyecto con la finalidad de demostrar la actividad
antimicotica de dos propdleos mexicanos (Morelos y Toluca) contra Malassezia
pachydermatis y con ello tener mas alternativas naturales para el tratamiento de la
otitis canina.
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7. Desarrollo experimental

Evaluacién de propdleos
mexicanos contra Malassezia
pachydermatis

v v
Extracto Etandlico de Propdleo Cepas de Malassezia pachydermatis
EEP (clinicas y ATCC)

Pruebas quimicas NOM-
003-SAG/GAN-2017 v

Prueba cualitativa

A 4
Prueba de inhibicién de crecimiento radial
h 4 A) Inéculo igualado por turbidez al tubo 1 de la escala de
Determinacion de Determinacion McFarland (Patrén de turbidez 0.5 para suspensiones de
fenoles totales: de flavonoides microorganismos estandarizados)
método de Folin- totales B) Sembrado masivo en SDA
Ciocalteu C) Sensidiscos con EEP (2, 4, 8 Y 16 mg/mL)
A 4
Pruebas de sensibilidad
\ 4 cuantitativa
Andlisis de
resultados
4

Determinacion de la
Concentracién Inhibitoria
Minima utilizando
concentraciones de 0.25, 0.5,

v 1, 1.5.3 mg/mL del EEP

Determinacion de la
Concentracion Fungicida
Minima utilizando
concentraciones de 0.25, 0.5, 1,
1.5.3 mg/mL del EEP

'

Andlisis de resultados
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8. Metodologia

e Microorganismo utilizado

Se utilizaron 8 cepas clinicas y 1 cepa de referencia ATCC 14522 de Malassezia
pachydermatis. Estas fueron proporcionadas por la Maestra en Ciencias Nelly T.
B.

Para la conservacion de las levaduras se mantuvieron en Caldo Dixon a una
temperatura de 33°C.

e Extracto etandlico de propodleo

Se utilizaron 2 EEP, uno proveniente del estado de Morelos y otro de Toluca,
ambos fueron proporcionados por el Dr. Tonatiuh A. Cruz Sanchez.

e Determinacion de fenoles totales.

La concentracion de fenoles totales (CFT) se midié por espectrofotometria de
absorcion UV-VIS con base a una reaccién colorimétrica de oxido-reduccion; para
ello, el agente oxidante que se utiliza es el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC),
3H20.P20s513W03-5M003.10H20 (mezcla de é&cido fosfotungstico/fosfomolibdico
hexavalente). Se realiz6 una curva de calibracion de &cido galico con las
concentraciones de: 0.00625, 0.0125, 0.025,0.05, 0.1 y 0.2 mg/mL. La solucién
estandar que se utilizé6 para cada extracto de propdéleo fue de 0.02 mg/mL y las
absorbancias se interpolaron con la curva para obtener la concentracion de
fenoles de cada propéleo.

e Cuantificacion de flavonoides.

La concentracion de flavonoides se determind por el método colorimétrico de
cloruro aluminio (AICIs) que forma complejos estables de acidos con el grupo
cetona en C-4 y, o bien el grupo hidroxilo en C-3 6 C-5 de flavonas y flavonoles.
Ademas, forma complejos labiles acidos con los grupos orto-dihidroxilo en el anillo
A o B de los flavonoides. Se realizé una curva de calibracion de quercentina con
concentraciones de 1 a 90 mg/ L, y un estandar de cada extracto de propdleo de
0.02 mg/mL y las absorbancias se interpolaron con la curva de calibracion para
obtener la concentracion de los flavonoides.
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e Pruebade sensibilidad cualitativa
Prueba de inhibicién de crecimiento radial
1) Activacion de las cepas clinicas y ATCC 14522

Se sembraron las cepas en Agar Dextrosa Sabouraud (SDA), a partir del caldo de
Dixon en donde se encontraban, y se incubaron a 33°C durante 72 horas.

2) Preparacion de los discos

Se utilizaron discos estériles de papel filtro Whatman no. 5 de 5mm de diametro
impregnados con 10ul de EEP a diferentes concentraciones (2, 4, 8 y 16 mg/mL) y
se dejaron secar a temperatura ambiente.

Del agar SDA se tomé un indculo de la cepa y se colocd en un tubo con solucion
salina, se igual6 al tubo No.1 de Mc Farland?!, y se realizé un sembrado masivo
sobre cajas con SDA, se le colocaron 4 discos con EEP a diferentes
concentraciones (2, 4, 8y 16 mg/mL) y se incub6 a 33° C durante 72 horas.

Para evitar falsos positivos, se realizaron controles utilizando 2 discos
impregnados con DMSO y con etanol, éstos se colocaron en una caja de Petri con
SDAy levadura.

Pasadas 72 horas después se midieron los halos de inhibicion con Vernier.
e Prueba de sensibilidad cuantitativa
Prueba de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM)

Para la CIM se utilizaron 7 tubos por cada cepa, 5 tubos contenian las diferentes
concentraciones de propéleo (0.25, 0.5, 1, 1.5 y 3 mg/mL) y 2 contenian
estandares de crecimiento para observar la presencia o ausencia de la levadura.
Este procedimiento se realiz6 con todas las cepas debido a que todas presentaron
inhibicion en la prueba cualitativa.

Se prepar6 una solucién stock de propéleo con DMSO, para que, a partir de ésta,
se obtuvieran las alicuotas que se utilizaron en la prueba cuantitativa.

Después de que las cepas fueron activadas, se prepararon tubos con solucion
salina y levadura, posteriormente se igualaron al tubo No.1 de Mc Farland?, para
poder obtener las cepas en suspension.

1En Microbiologia, los estandares de McFarland son usados como una referencia para ajustar la turbidez de suspensiones
microbioldgicas hasta que el nimero de colonias llegue al rango establecido, especificamente para identificacion y pruebas

de susceptibilidad. El patrén de McFarland més utilizado es al 0.5% y corresponde aproximadamente a una suspension
homogénea de 1.5 x 10%células bacterianas por mL (Cientifica, 2017).
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Los 7 tubos se prepararon de la siguiente manera:

100l de vadura ==
Caldo SDA 1mL [ =
1 1.5 e | [= k=

Concentracidn de propdies  =0=> 025 0.8 : *
obienico de b 30l stock Teimil M M Mg Mg

Se agregaron 100 L de levadura a concentracion de 1.5 x 108 células bacterianas
por mL, 1 mL de caldo SDA y las diferentes concentraciones del EEP obtenido de
la solucion stock (0.25, 0.5, 1, 1.5y 3 mg /mL) a los 5 primeros tubos.

El estdndar de crecimiento positivo contenia 100uLde levadura y 1mL de caldo
SDA, y el estandar de crecimiento negativo contenia solamente caldo SDA.

Posteriormente se incubaron todos los tubos a 33°C durante 72 horas.

Se reportaron los resultados obtenidos, bajo la observacion de la ausencia o
presencia de crecimiento de levadura, tomando como base los estandares de
crecimiento positivos y negativos de cada cepa.

e Pruebadela Concentracion Fungicida Minima (CFM)

Se realiz6 en todas las diluciones de la CIM, ya que la turbidez que produce el
propéleo impide tomar una lectura exacta de la misma.

La CFM debe montarse a partir del tubo que tiene crecimiento minimo (se
determina por grado de turbidez: turbio-crecimiento, sin turbidez-sin crecimiento) y
de tres siguientes de inhibicion completa.

Se prepararon cajas con agar SDA, se sembraron tomando 10 pl de cada tubo de
la CIM incluyendo los estandares de crecimiento positivo y negativo.

Se incubaron todas las cajas a 33°C durante 72 horas.

La determinacion de la CIM y la CFM se realizo con base a lo establecido por el
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), que indica:

Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidada los
antifungicos (documentos M27-A3, M38-A y M44-A)

a) Método de microdilucion para levaduras (M27-A3)
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Para los antifungicos fungistaticos, la CIM es la concentracibn mas baja de
antifangico que produce una reduccion aparente del crecimiento de la levadura (2
50%), comparada con el crecimiento control.

Para los antifungicos fungicidas, la CIM es la concentracion mas baja de
antifangico que inhibe el crecimiento de la levadura, o lo que es lo mismo, que
produce una reduccion del 100% del crecimiento.

Determinacion de la CFM, se obtiene a partir de la CIM; de acuerdo con el CLSI,
debe haber menos de tres colonias para ser considerada como CFM.

b) Método de difusién en disco M44-A

Es un estudio de susceptibilidad por difusién en disco (Kirby Bauer). Un disco que
tiene una cantidad especifica (no concentracion) de antimicrobiano, es aplicado a
una superficie de agar inoculado con un microorganismo. El antimicrobiano
difunde desde el disco al medio de cultivo produciendo una zona de inhibicién en
la cual una concentracion critica de antimicrobiano inhibe el crecimiento
bacteriano. La zona de inhibicién es medida y se relaciona inversamente con la
CIM.

Para la levadura es el mismo método, basado en el estudio a la sensibilidad de los
antifangicos en funcion del halo de inhibicion producido.

e Andlisis estadistico

Se realizé un andlisis estadistico para comparar los efectos de cada propdleo;
para ello, se utiliz6 el paquete estadistico GraphPadPrism 5 Project, One-way
ANOVA and t-test Version 5.01, 2007.

Nota: esta metodologia se realiz6 por cada EEP (Toluca y Morelos).
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9. Resultados

9.1Pruebas quimicas NOM-003-SAG/GAN-2017

A) Cuantificacion de fenoles totales.

Tabla 3Medicion de absorbancias para la cuantificacion de fenoles

Concentracion Absorbancia
mg/mL

0.0125 0.071

|

0.05 0.297

|

0.2 0.579

|

EEP Toluca 23.26%

La representacion de los valores de absorbancia obtenidos, y la ecuacion de la
recta se presentan en la Gréfica 1.

Curva de fenoles
12 -
'| _
kel
0 0.8 -
5
206 -
[e] _
2~ vy =5.0166x +0.0316
g 04 R? = 0.9947
0.2 -
O T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Concentracién mg/mL

Grafica 1 . Curva de calibracion para la cuantificacion de fenoles
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Para determinar la cantidad de fenoles en cada EEP se utiliza la ecuacién de la
recta, obteniendo asi un valor de 27.64 % de fenoles totales en el EEP de
Morelos, y 23.26% de fenoles totales en el EEP de Toluca.

Ecuacion de la recta:
y =5.016x + 0.031
e Sustituir valores de absorbancia en ecuacion de la recta
0.1 =5.016x + 0.031
X=0.1-0.031/5.016
X=0.01375 mg/mL
Abs;: 0.1 — > X=0.01375 mg/mL
Abs;: 0.105 — X=0.01475mg/mL
Absz: 0.096 —— - X=0.01295mg/mL
e Se obtiene el promedio de los tres valores obtenidos

0.01382 mg/mL de fenoles

e Y con ello los equivalentes en AG/g EEP

0.01382x 100
1.382/0.05

o En porcentaje =27.64 % EEP Morelos
23.26 % EEP Toluca

La presencia de fenoles se observa en una tonalidad café (Fig. 11); El EEP de
Morelos presenta una tonalidad café mas intensa que el EEP de Toluca.

49



Fig. 11 Cuantificacion de fenoles en EEP Morelos y Toluca. Se observa que el
EEP de Morelos es mas intenso, que el EEP de Toluca (Paz K, 2016).
Fotografia tomada en Laboratorio 6 de Bioprospeccion Microbiolégica en la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM.

B) Cuantificacion de flavonoides totales.

Tabla 4Medicion de absorbancias para la cuantificacion de flavonoides

Concentracion | Absorbancia

1452
EEP Morelos 3.56 %
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La representacion de los valores de absorbancia para flavonoides obtenidos, y la

ecuacion de la recta se presentan en la gréafica 2.

Curva flavonoides

2
o l.b
()
[
O
o
2 y =0.037x - 0.025
205 R =0.9982

0

0 10 20 30 40 50 60
Concentraciéon ppm

Grafica 2 Curva de calibracion para la cuantificacion de flavonoides

Para determinar la cantidad de flavonoides en cada EEP se utiliza la ecuacién de
la recta, obteniendo asi un valor de 3.56 % de flavonoides totales en el EEP de

Morelos, y 3.47 % de flavonoides totales en el EEP de Toluca.
Ecuacion de la recta:

y = 0.037x - 0.025
e Sustituir valores de absorbancia en ecuacion de la recta

0.042 = 0.037x -0.025
X=0.042+0.025/0.037
X=1.81081 ppm
Abs;: 0.042 —— > X=1.81081ppm
Abs;: 0.046 — X=1.91891 ppm
Absz: 0.035 ——» X=1.62162 ppm
e Se obtiene el promedio de los tres valores obtenidos

1.78378 ppm de flavonoides
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e Para obtener los miligramos por mL

1.78378 ppm /1000
0.00178378 mg/mL x 100
0.1783/ 0.05

e En porcentaje =3.56 % EEP Morelos
3.47 % EEP Toluca

La concentracién de flavonoides se observa en una tonalidad ambar (Fig. 12); El
EEP de Morelos presenta una tonalidad ambar mas intensa que el EEP de Toluca.

-—— >
EEP Morelos EEP Toluca
Flavonoides ’ Flavonoides

Fig. 12Cuantificacion de flavonoides en EEP Morelos y Toluca. Se
observa que el EEP de Morelos es mas intenso, que el EEP de
Toluca (Paz K, 2016). Fotografia tomada en Laboratorio 6 de
Bioprospeccion Microbioldgica en la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM.

9.2 Prueba de sensibilidad cualitativa

A) Prueba de inhibicion de crecimiento radial

Para determinar el crecimiento 6ptimo de las levaduras, se sembraron las 8 cepas
clinicas y la cepa ATCC 14522 en medios SDA durante 72 hrs. a 33° C. Bajo estas
condiciones fue posible obtener colonias bien definidas de Malassezia
pachydermatis (Fig.13).

Es importante mencionar que de todo el material fotografico que evidencia el
efecto antimicético de los EEP sobre las 8 cepas clinicas y la cepa ATCC 14522,
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en las pruebas microbioldgicas (ICR, CIM y CFM), fueron Unicamente utilizadas
las im&genes de aquellas cepas que mejor representaron los resultados.

Fig. 13Activacion de cepas clinicas C1 (cepa 1), C2 (cepa 2), C3 (cepa 3)
y la cepa de referencia ATCC 14522 de Malassezia pachydermatis (Paz
K, 2016). Fotografia tomada en Laboratorio 6 de Bioprospeccion
Microbiolégica en la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria, FESC-C4,
UNAM.

Una vez obtenidas las colonias se realiz6 un sembrado masivo y se colocaron los
discos con EEP a las concentraciones 2, 4, 8,16mg/mL. Posterior a la incubacién a
33 °C por 72 horas, se midieron los halos de inhibiciébn producidos por los dos
propéleos, (Tabla 5) con la ayuda de un vernier.

e Propoleo 1. Morelos

Tabla 5Medidas de los halos de inhibicion producidos por el EEP de Morelos a diferentes concentraciones
(2, 4, 8, 16 mg/mL), en 8 cepas clinicas y una cepa ATCC 14522
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Los halos de inhibiciobn se observan bien definidos en cada concentracion (Fig.

14).

Fig. 14Prueba de inhibicién de crecimiento radial de Malassezia pachydermatis
en agar dextrosa Sabouraud SDA. a) Cepa 4 b) Cepa ATCC 14522 con discos
impregnados a concentraciones de 2, 4, 8, 16 mg/mL (Paz K, 2016). Fotografia
tomada en Laboratorio 6 de Bioprospeccién Microbiolégica en la Unidad de
Investigacién Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM.

e Propdleo 2. Toluca

Tabla 6Medidas de los halos de inhibicion producidos por el EEP de Toluca a diferentes concentraciones (2,

4, 8, 16 mg/mL), en 8 cepas clinicas y una cepa ATCC 14522.

Cepa 2 mg/mL 4 mg/mL 8 mg/mL 16 mg/mL

| |

| |

6 | iimm | i3mm | dsmm | i7mm
| |

8 | lomm | 13mm | 14mm | 17mm
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Fig. 15 Prueba de inhibicion de crecimiento radial de Malassezia pachydermatis
en agar dextrosa Sabouraud SDA. a) Cepa 4 b) Cepa ATCC 14522 con discos
impregnados a concentraciones de 2, 4, 8, 16 mg/mL ( Paz K, 2016). Fotografia
tomada en Laboratorio 6 de Bioprospeccion Microbioldgica en la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM.

Para asegurar que el efecto inhibitorio es producido por el propdéleo y no por los
diluyentes, se realiz6 un control negativo usando discos impregnados con
sulfoxido de dimetilo (DMSO) y etanol (EtOH), posteriormente se pudo observar

que no hay inhibicion de la levadura (Fig. 16).

Fig. 16 Control negativo de la prueba de Inhibicidon de crecimiento radial,
contiene discos impregnados con DMSO y EtOH sin inhibicién de
Malassezia pachydermatis (Paz K, 2016). Fotografia tomada en
Laboratorio 6 de Bioprospeccién Microbiolégica en la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM.
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Al realizarse el andlisis estadistico se encontré6 que existe una diferencia
significativa (p<0.0001) entre los halos de inhibicion producidos por el propdleo de
Morelos y el propdleo de Toluca sobre Malassezia pachydermatis (Gréafica 3).

Resultados de ICR comparacidon entre EEP de Morelos y Toluca
25-
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154

104

Halos de inhibicién
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Grafica 3Se observan las mediciones de los halos de inhibicion a las diferentes concentraciones del propdleo,
siendo (A) el EEP Morelos y (B) Toluca a 2, 4, 8,16 mg/mL. Se puede observar que el EEP de Morelos
presenta una mayor inhibicion de la levadura en comparacion con el EEP de Toluca. Tras realizar el analisis
estadistico de estos resultados, se obtiene que hay una diferencia significativa (p<0.0001) entre la inhibicion
de un propdleo y otro.

9.3 Prueba de sensibilidad cuantitativa

Prueba de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Se determiné mediante el grado de turbidez y la deteccion de crecimiento de la
levadura en los tubos, tomando como referencia los estandares de crecimiento
positivo y negativo (Fig. 17).
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Fig. 17 Estandares de crecimiento negativo (-) sin levadura, (+) positivo con
levadura. En el negativo no se observa crecimiento y no presenta turbidez, el
positivo presenta crecimiento y turbidez, ademéas de que se observa una
capa blanca en la superficie correspondiente a la levadura (Paz K, 2016).
Fotografia tomada en Laboratorio 6 de Bioprospeccién Microbiolégica en la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM.

e Propoleo 1. Morelos

Tabla 7Resultados de la prueba de CIM, donde + indica crecimiento y - no crecimiento a diferentes
concentraciones 0.25, 0.5, 1, 1.5, 3 mg/mL del EEP. Tomando como referencia a los estandares de
crecimiento positivo y negativo.

Cepa 0.25 0.5 1 1.5 3 Estandar | Estandar
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Se obtuvieron los resultados una vez que fueron comparados con los estandares
de crecimiento positivo y negativo (Fig. 17), observandose como positivo los tubos
gue presentaron una pelicula color crema en la superficie (correspondiente a la
levadura), (Fig. 18).

Fig. 18 Prueba de Concentracion Inhibitoria Minima cepa 4, A
(0.25mg/mL), B (0.5mg/mL), C (Img/mL), D (1.5mg/mL), E (3mg/mL), se
puede observar que en comparacién con los estandares de crecimiento
positivo y negativo, el tubo A presentd crecimiento de la levadura (Paz
K, 2016). Fotografia tomada en Laboratorio 6 de Bioprospeccion
Microbioldgica en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, FESC-
C4, UNAM.

e Propdleo 2. Toluca

Tabla 8Resultados de la prueba de CIM, donde + indica crecimiento y - no crecimiento a diferentes
concentraciones 0.25, 0.5, 1, 1.5, 3 mg/mL del EEP. Tomando como referencia a los estandares de
crecimiento positivo y negativo.

Cepa 0.25 0.5 1 1.5 3 Estandar | Estandar

58



Fig. 19 Prueba de Concentracion Inhibitoria Minima cepa 7, A (0.25mg/mL), B
(0.5mg/mL), C (Img/mL), D (1.5mg/mL), E (3mg/mL), se puede observar que
en comparacion con los estandares de crecimiento positivo y negativo, el tubo
A y B presentan crecimiento de la levadura al observarse turbios. (Paz K,
2016). Fotografia tomada en Laboratorio 6 de Bioprospeccion Microbiologica
en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM.

El propoleo de Morelos presenté una CIM promedio de 0.27 mg/mL, mientras que
el propdleo de Toluca present6é una reduccién de crecimiento a una concentracién

promedio de 0.44 mg/mL.

Posteriormente se realizO un analisis estadistico para determinar si habia
diferencia entre ambos propdleos, al realizar dicho andlisis se encontré que si hay
una diferencia significativa (p<0.0001). (Gréfica 4)

Resultados de CIM comparacion entre EEP de Morelos y Toluca
0.6+
T 0.4
D
E
= 0.2
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Grafica 4Se observan los resultados comparativos de CIM de ambos propoleos siendo (A) el EEP Morelos y
(B) Toluca. El EEP de Morelos presenta una CIM menor que el EEP de Toluca, y tras realizar el andlisis
estadistico se obtiene que la diferencia si es significativa (p<0.0001)
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Prueba de la Concentracion Fungicida Minima (CFM)

Para poder observar e identificar la concentracion a la que el propoleo presenta
actividad fungicida, se realiza la CFM y para ello se sembraron los tubos utilizados
en la CIM (Fig.20), en la cual la presencia (mayor o igual a 3 colonias) o ausencia
de las mismas en el agar representara la eliminacion de la levadura, por efecto del

propéleo.

e Propdleo 1. Morelos

Fig. 20 Prueba de Concentracion fungicida minima cepa 4, esta cepa presentd crecimiento a la
concentracion de 0.25 mg/mL, y una inhibicién a las concentraciones de 0.5, 1, 1.5 y 3 mg/mL. El estandar
de crecimiento positivo también presenta levaduras (Foto Paz K, 2016). Fotografia tomada en Laboratorio
6 de Bioprospeccién Microbiolégica en la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM.

Tabla 9Registros de los resultados obtenidos en la CFM, segin la presencia de crecimiento o inhibicion de
levadura a partir de los tubos de la CIM.

Cepa 0.25 0.5 1 15 3 Estandar | Estandar
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e Propoleo 2. Toluca

Fig. 21 Prueba de Concentracion fungicida minima cepa 4, esta cepa presento crecimiento
a la concentracién de 0.25 y 0.5 mg/mL, y una inhibicién a las concentraciones de, 1, 1.5y 3
mg/mL. El estandar de crecimiento positivo también presenta levaduras (Paz K, 2016).
Fotografia tomada en Laboratorio 6 de Bioprospeccion Microbioldgica en la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria, FESC-C4, UNAM.

Tabla 10Tabla 6 Registros de los resultados obtenidos en la CFM, segun la presencia de crecimiento o
inhibicién de levadura a partir de los tubos de la CIM.

Cepa 0.25 0.5 1 15 3 Estandar | Estandar |
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La lectura de CFM en promedio fue de 0.33 mg/mL para el propéleo de Morelos, y
para el propoleo de Toluca se obtuvo un promedio de 1.22 mg/mL.

Se realiz6 un analisis estadistico para buscar si existia diferencia estadistica, y se
encontré que los valores de CFM entre los dos propdleos si presenta diferencia

significativa (p<0.0001) (Grafica 5).

Resultados de CFM comparacidon entre EEP de Morelos y Toluca
2.0+

CFM mg/mL
s &

&=
(=
1

7
7
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Gréfica 5Se observan los resultados comparativos de CFM de ambos propdleos siendo (A) el EEP Morelos y
(B) Toluca. ElI EEP de Morelos presenta una CFM menor que el EEP de Toluca, y tras realizar el andlisis
estadistico se obtiene que la diferencia si es significativa (p<0.0001).
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10. Discusion de resultados

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antimicotica de dos
propéleos mexicanos contra cepas clinicas de Malassezia pachydermatis y una
cepa de referencia ATCC 14522.

Se realizod la determinacion de fenoles y flavonoides debido a que, aunque la
composicién del propdleo es muy compleja y existe una gran variedad de
componentes con propiedades farmacologicas, las propiedades antimicoticas del
propodleo han sido atribuidas principalmente a los fenoles y a los flavonoides, como
la pinocembrina, galangina, pinobanskina y al CAPE (Manrique et al., 2008),
ademas de que la gran importancia de estos compuestos organicos radica en su
actividad antioxidante, que resulta de una combinacion de sus propiedades
guelatantes de hierro y secuestradoras de radicales libres y la inhibicion de las
oxidasas lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina oxidasa,
evitando asi la formacidén de especies reactivas de oxigeno y de hidroxiperoxidos
organicos (Escamilla et al., 2009).

Para el caso del propdleo de Morelos se obtuvo un porcentaje del 27.64% de
fenoles y para el prop6leo de Toluca un valor de 23.26%, el contenido de estos
compuestos fendlicos supera el valor minimo de 5%, establecido por la norma
oficial mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017  (Propdleos, produccién vy
especificaciones para su procesamiento). En la determinacién de flavonoides se
obtuvo un valor de 3.56% para el prop6leo de Morelos y un valor de 3.47% para el
propéleo de Toluca ambos valores superan el valor de 0.5% establecido por la
norma oficial mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017(Federacion, 2017).

En comparacion con otros propoéleos reportados en la bibliografia, el propéleo de
Cuautitlan lzcalli que es considerado un propodleo con alto rendimiento, ya que se
reportan valores de fenoles de 19.2+/- 2.9% y flavonoides de 4.04+/- 9.7%. Ambos
propéleos del presente estudio Morelos y Toluca son buena opcién, ya que
presentan valores similares, y para el caso de propoleo procedente de Villa del
Carb6n con fenoles de 6.9+/- 0.0008% vy flavonoides de 0.67+/-1.8%(Rodriguez,
2015), los propoleos de Toluca y Morelos representan una mejor opcion.

Por otro lado, el color obtenido en la determinacion cualitativa de fenoles mostro
que ambos propdleos presentaron una tonalidad café marron, uno mas oscuro
(EEP Morelos) que el otro (EEP Toluca), esto se debe a que en el procedimiento
se lleva a cabo una reaccion colorimétrica de O6xido-reduccion. En la prueba
cualitativa de flavonoides, se pudo observar para ambos propoleos una tonalidad
amarillo-naranja, esto es debido a que para el aislamiento de estos compuestos se
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realiz6 una extraccion con hidréxido de sodio y precipitaciones con acetato de
plomo para separar a los polihidroxifenoles, el color desarrollado se presenta
como un color amarillo intenso (Rodriguez, 2015). En las determinaciones
cualitativas de fenoles y flavonoides se observa que, aunque ambos propéleos
tienen un alto contenido de cada compuesto, el propdleo de Morelos representa
una mejor opcion con relacion al propdleo de Toluca, ya que se pueden observar
tonalidades mas intensas tanto para fenoles y flavonoides.

En la prueba de inhibicion de crecimiento radial, se pudo observar que ambos
propéleos presentaron halos de inhibicion en las cuatro concentraciones (2, 4, 8,
16mg/mL), y la variacion entre uno y otro se observé en la medida de dichos
halos, encontrandose que el propdleo de Morelos tiene mayor efecto inhibitorio
sobre M. pachydermatis que el propéleo de Toluca, y tras realizar un analisis
estadistico se obtuvo que si existe una diferencia significativa (p<0.0001). El
efecto del propoleo se comprobé con la elaboracidén de controles negativos con los
diluyentes (DMSO y EtOH), ya que no presentaron ninguna inhibicién para la
levadura.

Las pruebas de sensibilidad cuantitativa mostraron resultados similares que otros
autores ya reportan contra M. pachydermatis. Se obtuvo una CIM promedio de
0.27mg/mL con el propéleo de Morelos y 0.44mg/mL en promedio con el propdleo
de Toluca. Reportes en la bibliografia muestran CIM similares utilizando otros
propdleos, tal es el caso de Cardoso que reporta un valor de 0.26 mg/mL para un
propéleo brasilefio y Tovar reporta un valor de 0.25 mg/mL para un propoéleo
proveniente del Estado de México (FESC). La Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) esta definida como la concentracibn mas baja que produce una inhibicién
del crecimiento de un 100% (Cantén et al., 2007) por lo tanto, el propdleo de
Morelos representa una mejor opcién para inhibir el crecimiento de M.
pachydermatis.

En la determinacion de la CFM se obtuvo un valor promedio de 0.33mg/mL para el
propdleo de Morelos y una CFM promedio de 1.22 mg/mL para el EEP de Toluca,
y una vez realizado el andlisis estadistico se fue posible detectar una diferencia
significativa (p<0.0001). La CFM se define como la concentracion minima en la
que se observa la disminucion del 99.9% del crecimiento de un hongo (Grayhbill,
2004) ; asi en la prueba se observd que el propéleo de Morelos presentd un mayor
efecto sobre la levadura, en comparacién del propéleo de Toluca; aun asi, en
ambos propéleos se puede observar un efecto fungicida.
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El efecto fungicida que presentaron ambos propdleos puede atribuirse al dafio
celular causado por sus componentes. En el 2016, Tovar B. describe los efectos
del propdleo sobre Malassezia pachydermatis a nivel celular (alteracion en la
forma y tamafio normal de la levadura, cambios estructurales, cambios en la
superficie de la levadura, presencia de poros y, en algunos casos, ruptura total de
la superficie celular). Aungue en ese estudio se utilizd6 un propéleo proveniente del
Estado de México (FESC), este se puede utilizar como referencia para describir el
efecto fungicida de los propéleos de Morelos y Toluca.
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11. Conclusiones

1. Los propéleos mexicanos (Morelos y Toluca) tienen un efecto in vitro sobre
Malassezia pachydermatis.

2. La determinacién de fenoles y flavonoides demostré que el efecto del propdleo
de Morelos es mayor que el efecto de Toluca.

3. Los halos de inhibicion producidos por ambos propoleos son diferentes,
presentando halos mas grandes el propdleo de Morelos en las cuatro
concentraciones utilizadas.

4. Los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad cuantitativa (CIM vy
CFM) son similares en ambos propoleos, pero estadisticamente existen
diferencias significativas entre un propdleo y otro, lo que significa que cada
propdleo presenta propiedades diferentes fungicidas sobre la levadura.

5. Los resultados obtenidos permiten establecer la base para la formulacién de un
tratamiento topico con propdleo de Morelos o de Toluca como una alternativa en el
tratamiento de la otitis canina producida por Malassezia pachydermatis.
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