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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad antiamibiana de propéleos de Ures, Sonora y el de Aguascalientes, en

cultivos axénicos de Entamoeba histolytica (HM1:IMSS).

Objetivos Particulares

e Establecer las condiciones Optimas de crecimiento de Entamoeba histolytica HM1:IMSS,
en medio de cultivo axénico Diamond.

e Analizar el crecimiento in vitro de trofozoitos de Entamoeba histolytica, en medio de
cultivo Diamond.

e Determinar la actividad antiamibiana de propéleos de Ures, Sonora y de Aguascalientes,

en cultivos axénicos de Entamoeba histolytica.



RESUMEN

E. histolytica es de los protozoarios intestinales y patdégenos mas frecuente en nuestro medio
después de Giardia lamblia, siendo una de las principales causas de diarrea en menores de
cinco afos y la cuarta causa de muerte en el mundo debida a infeccion por protozoarios. Posee
mecanismos patogénicos complejos que le permiten invadir la mucosa intestinal y causar colitis
amibiana. Solamente un pequefio porcentaje desarrolla amibiasis invasiva por este parasito
(10%), manifestada generalmente por disenteria o absceso hepatico, el otro 90% posee lo que
se conoce como amibiasis asintomética la cual se considera la méas peligrosa ya que estos son
transmisores de la enfermedad pues desconocen que la padecen. El medicamento de eleccion
sigue siendo el Metronidazol que a pesar de sus buenos resultados ha mostrado diversos
efectos secundarios. Es por eso que en los ultimos afios la comunidad cientifica se ha
interesado en la medicina natural, por tal motivo se han dado la tarea de purificar, sintetizar y
caracterizar quimicamente compuestos que tengan actividad biolégica. Entre los compuestos
naturales estudiados destacan los prop6leos ya que estos han mostrado actividad
antimicrobiana, antifingica, y antiparasitaria entre otras, debido a las distintas caracteristicas
fitogeogréficas, existe una gran diversidad en la constitucidon quimica de los propéleos. En Ures,
Sonora, las abejas colectan exudados a partir de especies vegetales que se encuentran en
abundancia y disponibles durante todo el afio (naturaleza perenne) en la regién. El objetivo
principal de este trabajo fue probar la actividad antiamibiana de propdleos de Ures, Sonora y
Aguascalientes, en cultivos axénicos de E. histolytica cepa HML1:IMSS, para lo cual se
emplearon tres diferentes concentraciones de propdleos (200, 100, 50 y 25 ug/mL) y se evalu6
el efecto a las 24 y a las 48 horas de exposicién por medio de curvas de crecimiento y conteo
en camara de Neubauer. Se utiliz6 el Metronidazol como control positivo utilizando
concentraciones de 2.0, 1.0, 0.5 pg/mL y dimetil sulféxido como solvente de propéleos por lo
gue fue necesario el establecimiento de las concentraciones del mismo. En conclusiéon los
resultados obtenidos nos permitieron determinar la ICso de cada uno de los propdleos que fue
de 100 pg/mL para el de Aguascalientes y Ures, Sonora 91 pg/mL respectivamente, lo cual

sienta las bases para el desarrollo de futuras investigaciones.

Xi



INTRODUCCION

E. histolytica, protozoario perteneciente al Subphylum Sarcodina causante de la amibiasis la
cual es producida por la ingesta de quistes del mismo que después de pasar por el estbmago se
desenquistan liberandose trofozoitos los cuales colonizan principalmente al intestino grueso
(ciego); en ocasiones, invade la mucosa intestinal y puede diseminarse por via hematica,

generando al absceso hepatico amibiano (AHA) (Pumarola, 1991).

Las principales formas clinicas de amibiasis en el humano son la amibiasis intestinal invasiva y
absceso hepatico amibiano, la amibiasis es la cuarta causa de muerte en el mundo debida a la
infeccién por protozoarios, ubicandose después del paludismo, la enfermedad de Chagas y la
leishmaniasis. México, Centro y Suramérica, Africa y Asia se consideran zonas endémicas para
amibiasis. La amibiasis se transmite principalmente por consumo de agua o alimentos

contaminados con heces de personas infectadas, “fecalismo” (Gomez y col., 2007).

El tratamiento de eleccién para la amibiasis intestinal sigue siendo el Metronidazol asociado a la
diyodohidroxiquina, pues se ha comprobado que esta Ultima evita las recurrencias intestinales
gue en ocasiones se presentan cuando se emplea Unicamente el Metronidazol (Pumarola,
1991); sin embargo, se han reportado algunos efectos secundarios al uso del Metronidazol
como boca seca, nauseas, prurito y en algunos casos, orina de un color oscuro. Ademas de ser
carcinogénico, teratogénico y embriogénico (Behnia y col., 2008). Por lo que la busqueda de
alternativas antiamibianas, con caracteristicas ideales: baja toxicidad, econémica y mas efectiva

es necesaria.

Existen diversos reportes sobre actividad antiamibiana de propdleos referente a las alternativas
antiamibianas que se encuentran en estudio. Se encontraron diversos extractos de plantas
(Lakshmi y col., 2004), y solamente se ubicé un estudio realizado con extractos metandlicos de

propoleos en Bahgdad (Ardalan y col., 2011).

Propodleos, es el nombre genérico que se le da a la sustancia resinosa que las abejas colectan

de diferentes plantas. Este producto ha sido utilizado a través de la historia en la medicina



tradicional y se ha reportado tener un amplio espectro de actividades biologicas, como

antioxidante, antibiético, antimicético entre otros (Acosta, 2004).

Debido a lo expuesto anteriormente, el objetivo central del presente trabajo es evaluar la
actividad antiamibiana de los propdleos Ures, Sonora y el de Aguascalientes, en cultivos
axénicos de E. histolytica (HM1:IMSS), con la finalidad de identificar si alguno de éstos
propdleos o ambos presentan actividad antiamibiana los cuales pudieran ser nuevos candidatos
para tratamientos contra la amibiasis intestinal, una vez que se identifigue los componentes

activos de dichos propdleos.



ANTECEDENTES

Entamoeba histolytica

Es el protozoario intestinal patdgeno mas frecuente en nuestro medio después de Giardia
lamblia, siendo una de las principales causas de diarrea en menores de cinco afios y la cuarta
causa de muerte en el mundo debida a infeccion por protozoarios. Posee mecanismos
patogénicos complejos que le permiten invadir la mucosa intestinal y causar colitis amibiana
(Goémez y col., 2007). Fue descrita por Friedrich Loésch en 1873 en Rusia, quien la aisl6 de un
paciente con disenteria e incluso, establecié la relacién existente entre la enfermedad y el
protozoario en perros infectados experimentalmente con quistes amibianos procedentes de
humanos (Lesh, 1975)

En 1925, Brumpt propuso que existian dos especies distintas, una patégena y una no patégena,
aunque morfolégicamente iguales. Para 1961, Diamond logré el primer cultivo axénico y, en
1978, Sargeaunt diferencio la variante patégena de E. histolytica de una no patégena mediante

patrones electroforéticos de isoenzimas

Diamond en 1961 demostré que realmente eran dos especies diferentes y, en 1997 la OMS
recomendo que se diferencien las dos especies para efectos de diagnéstico, tratamiento y que
se reporte como E. histolytica/E. dispar (Diamond, 1961), cuando el diagndéstico se lleve a cabo
por microscopia 6ptica. En el 2005, se publicé el genoma de E. histolytica, con un tamafio de
23.751 Kilobases y 9.938 genes. No hay una clara conformacion cromosdmica y se confirmé la

ausencia de mitocondrias (Loftus y col., 2005).

El acceso al agua potable, los servicios sanitarios adecuados, un tratamiento oportuno y
adecuado y el desarrollo de una vacuna, son los ejes para disminuir la incidencia y mortalidad

por este parasito (Gomez y col., 2007)



Taxonomia

Es uno de los eucariontes mas primitivos pertenecen al reino Protista y sub-reino Protozoa,
familia Entamoebidae del orden Amoebida, subfilo Sarcodina, superclase Rhizopoda de
protozoos formadores de pseudopodos de la clase Lobosea (Bakker, 1993), género Entamoeba

y especie histolytica.

Morfologia

Presenta dos formas o fases de desarrollo bien establecidas: El trofozoito y el quiste, que

constituyen respectivamente, la forma invasiva e infectante.

El trofozoito o forma mévil, es pleomérfico, debido a su movilidad (Pumarola, 1991), la cual es
aproximadamente de 50 um/s, misma que es favorecida por los pseuddpodos, (prolongaciones
del ectoplasma) (Romero, 1993). El trofozoito se nutre por fagocitosis a expensas de los tejidos
disueltos, bacterias y hematies (Pumarola, 1991). Se multiplica por fision binaria, es muy
sensible al jugo gastrico y a los agentes externos. Su hébitat comprende la luz y pared del
colon, especialmente ciego y recto (Pumarola, 1991). El citoplasma presenta dos zonas que no
estan separadas fisicamente, pero si bien diferenciadas: el ectoplasma y el endoplasma
(Romero, 1993). En la zona endoplasmica se encuentran: vacuolas, lisosomas, cisternas
aplanadas semejantes a los sistemas de Golgi, y un sistema reticular membranoso similar a un
reticulo endoplasmico. El nlcleo es esférico, con cromatina en el centro “cariosoma central”.
También presentan cromatina adherida a la cara interna de la membrana nuclear, distribuida en

forma mas o menos homogénea (Brown, 1985) (Figura 1).

Si las condiciones del medio ambiente no son muy propicias, el trofozoito empieza a cambiar de
forma, deja de emitir pseudopodos, el ectoplasma y el endoplasma ya no se diferencian, de
manera que casi desaparece el primero, se pierde la forma irregular y se hace esférico, al

tiempo que aparece una pared gruesa llamada pared quistica (Petri, 1993).

El prequiste es el estadio que se presenta cuando las condiciones del medio ambiente en que
se mueve el trofozoito son desfavorables para su vida. Es esférico, inmavil, sin diferenciacion

de ectoplasma y endoplasma, con pared gruesa y con un solo nucleo (Romero, 1993). Al mismo



tiempo empieza a formar material de reserva de glucégeno y barras cromatoidales. Finalmente

se forma el quiste, el cual eventualmente es excretado en las heces. (Romero, 1993).

El quiste es la forma infectiva, sobrevive al suelo himedo durante una semana por lo menos, si
la temperatura fluctia entre los 28 y 34°C, y hasta un mes, si la temperatura es de 10°C. Es
esférico, y mide aproximadamente entre 5 y 20 micras; tiene cuatro ndcleos, una pared gruesa
compuesta principalmente por quitina y en ocasiones presenta barras cromatoidales (Campos y
col., 2011) (Figura 1). Se forma por evolucién del trofozoito y posee de 1 a 4 nucleos, segun la
fase de maduracion. Los quistes jovenes tienen 1 6 2 nucleos, algunos cuerpos cromaticos y
vacuolas de glucégeno. Cuando el quiste madura, posee 4 nucleos y desaparecen los cuerpos
cromaticos. Solo los quistes maduros son infecciosos (Pumarola, 1991) (Figura 2).

Ciclo de vida

La infeccién con E. histolytica ocurre por la ingestion de quistes maduros presentes en agua,
alimento o0 manos contaminadas con materia fecal. El quiste maduro desciende en el tubo
digestivo hasta llegar al intestino, donde previo al contacto con jugos digestivos, se inicia el
proceso de desenquistamiento, en este proceso la pared de resistencia se reblandece y
finalmente se liberan pequefias formas trofozoiticas llamadas amébulas metaquisticas, las
cuales se diferencian a trofozoitos maduros que migran hacia el intestino grueso (ciego). Los
trofozoitos se multiplican por fision binaria. Cuando los trofozoitos se encuentran en condiciones
adversas inician el proceso de enquistamiento y posteriormente son expulsados por las heces
principalmente en forma de quiste. Gracias a la proteccién que les confiere su pared quistica,
pueden sobrevivir semanas o meses en el ambiente exterior y son los responsables de la
transmision, los trofozoitos también pueden ser expulsados en procesos diarreicos, sobre todo
en la diarrea aguda, pero son bastante labiles al medio exterior; por lo que la ingestion de
trofozoitos no implica una forma de infeccién ya que no sobreviven la exposicién al ambiente

gastrico y no alcanzan a colonizar al individuo (Clark, 1992) (Figura 3).



Figura 1. Trofozoito de E. histolytica, A: microscopia electronica de barrido, B:
microscopia optica.

Figura 2. Quiste de E. histolytica, A: microscopia electronica de barrido, B: microscopia
Optica.



Figura 3. Ciclo de vida E. histolytica. Adaptado de Haque y col., 2003.



En muchos casos, los trofozoitos se mantienen en el lumen intestinal (infeccion no invasiva) de
los individuos que son portadores asintomaticos, eliminando quistes en las heces. En algunos
pacientes los trofozoitos invaden la mucosa intestinal (enfermedad intestinal), o a través del
flujo sanguineo, sitios extraintestinales como el higado, cerebro y pulmones (enfermedad

extraintestinal), resultando en manifestaciones patoldgicas (Romero, 1993). (Figura 3).

Amibiasis

La enfermedad producida por E. histolytica se conoce tradicionalmente como amibiasis, la cual
se clasifica por sus manifestaciones en sintomética y asintomatica, por su localizacién en
intestinal y extraintestinal, y por su evolucion en aguda y cronica, de la combinacion de estas

clasificaciones se integran los cuadros especificos de la amibiasis (Biagi, 1988).

Solamente un pequefio porcentaje (aproximadamente el 10%) de la poblacion desarrolla
amibiasis invasiva, manifestada generalmente por disenteria o absceso hepético. Las pruebas
seroldgicas, en busca de anticuerpos antiamibianos, empleados para medir la proporcién de la
poblacion con enfermedad invasiva presente o pasada, sugieren que aproximadamente un
décimo del total de personas infectadas, esto es, alrededor de 48 millones, presentan
anualmente sintomas de amibiasis invasiva, sobre todo de disenteria amibiana. A su vez, la
disenteria amibiana es 5 a 50 veces mas frecuente que el absceso hepéatico.

(http://bibliotecadigital.ilce.edu.mx/sites/ciencia/volumenl/ciencia2/47/html/sec_9.html)

De acuerdo con las normas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) emitidas en 1997,
todos los portadores asintomaticos de la especie E. histolytica deberan tratarse con
antiamibianos luminales, debido al riesgo sanitario que representan y a la posibilidad que
manifiesten sintomas de amibiasis intestinal. La amibiasis invasora es un importante problema
médico y social en China, México, la porcion oriental de América del Sur, Sureste y Oeste de
Africa, y en todo el Sureste de Asia, incluyendo el subcontinente indio. En estas regiones, las
condiciones sanitarias inadecuadas y la presencia de cepas virulentas de amibas se combinan
para sostener una incidencia elevada de amibiasis intestinal y de absceso hepatico amibiano.

(Ximénez y col., 2007).


http://bibliotecadigital.ilce.edu.mx/sites/ciencia/volumen1/ciencia2/47/html/sec_9.html

Las formas potencialmente mortales de amibiasis invasora son fundamentalmente el absceso
hepatico y la colitis fulminante; del 2 al 10% de las personas con absceso hepatico mueren; en
cambio, la mortalidad por colitis amibiana grave es hasta del 70%. Es probable que la amibiasis
invasora produzca anualmente entre 40,000 y 110,000 muertes en el mundo.

(http://bibliotecadigital.ilce.edu.mx/sites/ciencia/volumenl/ciencia2/47/html/sec_9.html)

Amibiasis intestinal

Los pacientes con amibiasis intestinal sintomética o colitis amibiana refieren dolor abdominal
tipo colico de varias semanas de evolucién, en ocasiones tienen pérdida de peso y diarrea, que
puede ser acuosa con abundante moco y poca materia fecal acompafiada o no de sangre,
cuando ésta existe se habla de disenteria amibiana. El inicio suele ser insidioso y los sintomas
pueden ser muy heterogéneos, lo que dificulta el diagnéstico (Ximénez y col.,, 2007). Se
caracteriza por un sindrome diarreico o disentérico con 3 a 4 evacuaciones diarias, precedidas
de dolor abdominal moderado de tipo célico, pujo y tenesmo rectal. Las heces contienen
mucosidad y sangre, fiebre moderada o ausente, la palpacion abdominal es dolorosa en el
marco colénico. (Naquira, 1997)

El cuadro histopatolégico revela Ulceras que pueden ser pequefias (0.5 cms. de didmetro),
circulares, conteniendo, moco y sangre; y en casos mas graves, Ulceras de mas de 1 cm. de
didmetro de forma irregular y bordes elevados. Las localizaciones de estas lesiones son
generalmente el ciego, angulos hepatico y esplénico del colon, y el restosigmoides.

(http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/amibiasis.html)(Figura4).


http://bibliotecadigital.ilce.edu.mx/sites/ciencia/volumen1/ciencia2/47/html/sec_9.html
http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/amibiasis.html

Figura 4. Colon con presencia de multiples ulceras causadas por E. histolytica. (Julio
Murra-Saca. Atlas de Video Endoscopia Gastrointestinal El Salvador, 2012).

Figura 5. Absceso hepatico causado por E. histolytica (Julio Murra-Saca. Atlas de Video
Endoscopia Gastrointestinal El Salvador,2012).
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Amibiasis extraintestinal (Absceso hepatico amibiano)

Los trofozoitos de E. histolytica pueden llegar por diseminacion hematdégena a todos los
6rganos, a partir de la invasion de los vasos sanguineos de la pared intestinal. El higado es el
6rgano en el que ocurre con mayor frecuencia. Los trofozoitos que arriban producen lisis del
tejido del 6rgano afectado y con el tiempo se forma una cavidad que recibe el nombre de

absceso amebiano, llena de detritos del tejido lisado (Naquira, 1997).

Alrededor del 80% de los pacientes con absceso hepatico amibiano tienen sintomas después
de dos a cuatro semanas de la infeccion, aunque no existe un consenso en relacién con un
periodo de incubacién de la enfermedad invasora propiamente dicho. Entre los viajeros con
absceso hepético luego de dejar un area endémica, 95% lo desarrolla en los primeros cinco
meses. El derrame pleural y la ictericia son raros. Si bien el sitio primario de la infeccion es el
colon, menos de un tercio de los pacientes con absceso hepético tiene diarrea activa. Los
sintomas gastrointestinales concomitantes incluyen: nausea, vomito, distensién abdominal y
estrefiimiento, estos sintomas se manifiestan del 10 al 35% de los casos (Ximénez y col., 2007)
(Figura 5).

Epidemiologia

La infeccion por E. histolytica, se encuentra en todo el mundo, desde climas muy frios hasta
zonas tropicales. Sin embargo estos protozoos se encuentran en proporciones pequefias en
paises industrializados y la transmision en paises desarrollados ha sido reportada sobre todo en
poblaciones homosexuales. La amibiasis es mas frecuente en regiones tropicales, climas
calidos y templados. Se ha descrito que afecta del 10 al 20% de la poblacion mundial y alcanza
prevalencias de 30 a 55% en regiones tropicales y sub tropicales carentes de higiene
(Benzeguir, 1999).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la amibiasis resulta en 100,000
muertes/afio considerandose como la segunda enfermedad asociada a mortalidad solo después
de la malaria en términos de protozoarios (OMS, 1997). Se considera que 10% de la poblacion
mundial esta infectada y el 90% son asintomaticos. La prevalencia combinada de la colitis

amibiana y el AHA se estima en 40-50 millones de casos anuales en todo el mundo, dando
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lugar a 40,000 a 100,000 muertes (Aristizabal y col., 1991; Fotedar y col., 2007). En nuestro
pais la amibiasis es considerada uno de los problemas de salud publica mas importantes. Un
estudio seroepidemiolégico reportd que 8.41% de la poblacion presenta anticuerpos
antiamibianos, lo que demuestra la elevada frecuencia de infeccion por este parasito (Caballero
y col. 1994).

En las tres Ultimas décadas, la morbilidad por absceso hepatico amibiano ha disminuido en
algunas areas geograficas de México, particularmente donde los servicios publicos (drenaje,
agua potable y pavimentacion de calles) y de salud han mejorado en calidad y en accesibilidad
para sus habitantes. No obstante, la heterogeneidad en las caracteristicas geograficas,
socioecondmicas y en las propias estructuras sociales de las diferentes regiones mantuvo cifras
de incidencia por 100,000 habitantes de 6.37% en el afio 2000 y 3.66% en el 2002. En 2007 la
mortalidad relacionada con los abscesos hepaticos amibianos se estima en 50 a 90 casos
(Ximénez y col., 2007).

El estado de Sonora, el AHA es uno de los cinco estados (Colima, Chiapas, Nayarit, Sinaloa y
Sonora) cuya tasa de incidencia es mayor a 10 casos por cada 100,000 habitantes
(Sonora=12.57 casos/100,000 habitantes). Los datos oficiales de morbilidad por AHA estan
disponibles hasta el afio 2002, cuando dejo de ser una enfermedad de comunicacién obligatoria
en México. Durante el afio 2005, se realiz6 una evaluacion de la morbilidad por AHA en el
estado de Sonora, a través de un estudio retrospectivo (2000-2005) de los egresos hospitalarios
y el célculo de la incidencia de egresos hospitalarios por AHA. La investigacion se llevé a cabo
en los cuatro principales hospitales generales e infantiles de la entidad. Los resultados
obtenidos sefalan que la incidencia de egresos hospitalarios por AHA en Sonora fue de 1.19
casos/1000 egresos, entre los afios 2000 a 2005, lo cual corresponde a una incidencia
poblacional para los afios estudiados, de 7.14 - 9.12 / 100,000 habitantes. El 75% de los casos
correspondieron a habitantes de 5 municipios: Santa Ana, Hermosillo, Ures, Bacanora y

Empalme (Valenzuela y col., 2007).
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Tratamiento

El tratamiento de la amibiasis intestinal debe hacerse siempre, pues aun en personas
asintomaticas es necesario exterminar los parasitos del intestino con dos finalidades: Evitar que
en algun momento haya invasién de los tejidos y eliminar la fuente de infeccién. Segun el tipo
infeccion sera elegido el tratamiento a utilizar tomando en cuenta que este dependera del
diagnéstico clinico. Un paciente con un cuadro de colitis amebiana no requiere el mismo
tratamiento que un portador asintomatico, debido a los sitios y mecanismos de accion de los
medicamentos empleados. Estos se suelen dividir en luminales, como las 8-hidroxiquinolinas
halogenadas (yodoquinol) y las amidas (teclozan, etofamida, quinfamida, etc.), o tisulares, como
los nitroimidazoles (metronidazol, secnidazol, ornidazol). EI Metronidazol presenta una accion

mixta, es decir, tanto luminal como tisular (Gémez y col., 2007).

Los farmacos de accién luminal se absorben poco y alcanzan elevadas concentraciones en el
interior del intestino, pero su actividad se limita a los trofozoitos que estan en la mucosa. Las
indicaciones para la utilizacién de los agentes luminales son los pacientes con colitis o un
absceso hepatico y el tratamiento de portadores a sintomaticos. Los amebicidas tisulares
alcanzan elevadas concentraciones en la sangre y los tejidos tras su administracién por via oral
o parenteral. El desarrollo de compuestos de nitroimidazol, especialmente Metronidazol fue un
importante avance en el tratamiento de la amibisis invasiva. El Metronidazol también es el

farmaco de eleccion para el tratamiento del absceso hepético amibiano (Caseres, 2004).

Metronidazol

Es un agente sintético antibacteriano y antiparasitario que se encuentra clasificado dentro de los
nitroimidazoles, y cuyo uso en la practica clinica ya tiene mas de 35 afios. Su indicacion original
fue para el tratamiento de infecciones provocadas por Trichomonas vaginalis, pero con el paso
del tiempo se ha ido ampliando su empleo, incluyendo el tratamiento de una variedad de
infecciones provocadas por diferentes tipos de organismos Tabla 1., inicialmente fue aprobado
por la asociacion de alimentos y drogas de Estados Unidos (FDA) para uso humano en 1963, se
encuentra disponible en formulacion oral, parenteral, vaginal y topica (Bendesky y Menéndez,

2001) (Figura 6). Ha mostrado ser efectivo como radiosensibilizador para células hipoxicas, al
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grado de ser empleado para incrementar la efectividad biol6gica de la radiacion ionizante
durante la radioterapia de pacientes con cierta clase de tumores asi como en combinacion con
agentes alquilantes para mejorar la eficacia de la terapia antitumoral. Los niveles en suero
pueden llegar a detectarse después de 1 hora de la ingestion de una dosis de 500 mg
alcanzando una concentracion plasmatica maxima de 8 a 13 mg/L. La absorcion es excelente,
presentando una biodisponibilidad de + 90% por via oral. La administracion de 500 mg por via
rectal presenta una biodisponibilidad de 62 al 82% y concentracion maxima de 4 a 5.5 mg/L
(Bendesky y Menéndez, 2001).

Tabla I: Organismos sensibles al Metronidazol.

Organismo

Protozoarios

Trichomonas vaginalis

Giardia lamblia

Entamoeba histolytica

Anaerobios Gram-Negativos

Bacteriodes fragilis

Otros Bacteriodes spp

Fusobacterium spp.

Actinobacillus spp

Campylobacter fetus

Helicobacter pylori

Gardenerella vaginalis

Anaerobios Gram-Positivos

Peptostreptococcus

Clostridium perfringes

Clostridium difficile

Fuente: Bendesky y Menéndez, 2001.

Tanto la administracion oral como intravenosa, son ampliamente distribuidas en los tejidos y
fluidos del organismo, debido en gran parte a que su union a proteinas séricas o plasméticas es
relativamente baja (< 20%) (Bernard, 1981).

El MTZ en humanos es principalmente excretado por via renal, en forma de sus metabolitos y

en menor grado como su forma parental. Los valores medios de eliminacion, varian entre 6y 12
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horas en individuos sanos. Usando trazas radiactivas, los estudios de farmacocinética de MTZ
en humanos muestran que en un periodo de 5 dias, aproximadamente el 77% del medicamento
es eliminado en la orina y el 14% es excretado en las heces 40%. Alrededor del 5% es
excretado como bioxido de carbono (CO2) como resultado del metabolismo reductivo de la flora
intestinal (Vives y col., 2004). Puede también ser encontrado en otros fluidos corporales
incluyendo fluidos seminales y vaginales, bilis, saliva e inclusive como ya se habia mencionado
con anterioridad en leche materna, donde la vida media es de 9 horas aproximadamente
(Bernard, 1981).

Farmacodinamia

El MTZ y sus metabolitos hidroxilados, no inducen la degradacién del ADN si no son activados
en la célula blanco. De acuerdo con varias evidencias experimentales, los metabolitos activos

serian productos de reduccion del grupo nitro del MTZ.

Esta droga podria actuar como aceptor de electrones, dicha captacién provocaria su reduccién,
inhibiendo tanto la liberacion de H, como la produccion de ATP. La reduccién de cada molécula
de MTZ requiere 3 electrones, la estructura del metabolito activo no se conoce, pero por las
caracteristicas de su reactividad se supone que es un radical libre u otra molécula fuertemente

electrofilica.

La mayor parte de los estudios sobre su mecanismo de accion, se han efectuado en bacterias y
se conoce menos como se reduce en pardsitos y en células tumorales en anaerobiosis pero
existen evidencias de que el MTZ puede reducirse en anaerobiosis sin intervencion de enzimas
tiene efecto bactericida, al finalizar la reduccion del farmaco la liberacion de H; se reestablece y
las bacterias no pierden vitalidad por lo que se cree, no es debido a la interrupcion en la
produccion de energia. Los derivados reducidos actian sobre las moléculas de ADN
produciendo hipercromaticidad y disminucion de la viscosidad, ademas, inhiben a la ADNasa 1,
enzima que cataliza la reparacion del ADN fragmentado. El conjunto de estas evidencias sefiala
una extensa ruptura no reparable del ADN y este parece ser el mecanismo del efecto

bactericida (Vives, y col., 2004)
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Efectos secundarios

Los efectos adversos raramente son lo suficientemente severos para causar la suspension del
tratamiento; los mas comunes son cefalea, nauseas, sequedad de la boca, y sabor metélico;
ocasionalmente se presenta vomito, diarrea y dolor abdominal. Se han observado algunos
efectos neurotéxicos: pueden aparecer mareo, vertigo y raramente, encefalopatia, convulsiones,
incoordinacién y ataxia. La reversibilidad de estas neuropatias puede ser lenta o incompleta
(Bendesky y Menéndez, 2001). Esta contraindicado en pacientes con enfermedad activa del
sistema nervioso central (SNC). La dosis, debe ser disminuida en pacientes con enfermedad
obstructiva del higado o disfunciéon hepatica, cirrosis alcohdlica, o disfuncion renal severa.
También se ha reportado pancreatitis aguda concomitante al tratamiento con MTZ (Bendesky y
Menéndez, 2001).

Dada la facilidad que tiene de atravesar la barrera placentaria, este medicamento presenta un
potencial teratogénico y embriotéxico en ratones, ratas y conejos, a pesar de que en humanos,
se ha mostrado que a dosis terapéuticas, el MTZ no presenta aparentemente ningun peligro no
se recomienda el tratamiento durante el primer trimestre del embarazo. El MTZ es un mutageno
en sistemas bacterianos, produciendo sustitucion de pares de bases; sin embargo, su
mutagenicidad y actividad clastogénica en mamiferos es controversial (Bendesky y Menéndez,
2001).Publicaciones recientes, han mostrado que su metabolito hidroxilado tiene la capacidad
de inducir dafio al ADN en linfocitos humanos manifestados como rompimientos de cadena
sencilla y aberraciones cromosémicas, aunque varia la respuesta segun los individuos (Vives, y
col., 2004)

Existen suficientes evidencias para aceptar la actividad carcinogénica en animales
experimentales, produciendo linfomas, cancer pulmonar y fibroadenomas mamarios y
adenocarcinomas por lo que ha sido prohibido para uso veterinario en Alemania (Bendesky y
Menéndez, 2001).

De 1960 a la fecha, se han llevado a cabo diferentes estudios en poblaciones humanas
terapéuticamente expuestas al farmaco. Pese a que la mayoria de los datos son negativos, en
un estudio de ellos el carcinoma broncogénico aumento significativamente en el grupo que tomd
MTZ (Vives, y col., 2004)

16



Propdleos

Son productos naturales que las abejas elaboran a partir de exudados y resinas de arboles,
plantas y flores; siendo utilizado principalmente para el tratamiento y reparacion de la colmena.
Para éstas, los propéleos representan el arma quimica mas importante para proteger su
colmena contra microorganismos ya que impiden su proliferacion; asi mismo, estos bloquean el
paso de pequefios insectos y animales que pudieran invadir la colmena y transformarse en un
peligro para su comunidad. Por otro lado, evitan perdida de calor al ser depositados sobre las
grietas o hendiduras de la colmena, reducen vias de acceso, ayudan a consolidar los
componentes de la colmena y aislan las particulas extrafias dentro de la colonia para evitar su
descomposicion (Paulino, 2003) (Figura 6).

Figura 6. Aspecto de los propéleos. (http://www.propolisnatural.es)

La composicién quimica de los propéleos es muy compleja y varia dependiendo de las zonas
geograficas, asi como de la vegetacion de la cual son recolectadas. En general, estan
compuestos por 50% de resinas, 30% de ceras, 10% de aceites aromaticos y esenciales, y el
resto de otros compuestos. Distintos andlisis quimicos realizados a los propéleos, han revelado
gue los principales componentes son de tipo fendlico como los flavonoides, acidos fendlicos y

sus ésteres, ademas de aceites esenciales, di y triterpenos entre otros (Castafieda, 2004).
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En cuanto a su consistencia, es viscosa variable, dependiendo de su origen y la temperatura
hasta los 15°C es duro y se torna mas maleable a medida que la temperatura aumenta
(Hernandez y col., 2005).

Hay evidencias histéricas que datan de 300 afios a.C. del uso de los propdleos con fines
medicinales. Los antiguos egipcios utilizaban para embalsamar sus momias y los griegos lo
utilizaban para aliviar diferentes padecimientos. Actualmente, se les atribuye un amplio espectro
de actividades biolégicas como la capacidad antifungica, antibacteriana, antiviral, antioxidante,

antiinflamatoria (Bankova, 2005).

La demanda de propdleos es creciente en un mundo cada vez mas globalizado y que tiende a
volver a los productos naturales como fuente de materia prima para resolver problemas tanto en

el area alimentaria como farmacoldgica (lfiigo y Soto, 2009).
En México, se ha extendido la recoleccion y uso de propéleos como promotor de la salud y
exista una amplia variedad de productos derivados de los prop6leos en diferentes

presentaciones (Angulo, 2005).

Composicidon guimica

Los componentes quimicos en los propdleos dependen de la flora local cercana al sitio donde
se encuentra la colmena. Las abejas recolectan resinas en un perimetro de 3 a 4 kilbmetros
alrededor de la colmena. Debido a las distintas caracteristicas fitogeograficas, existe una gran

diversidad en la constitucion quimica de los propoleos (Bankova, 2005).

Los compuestos identificados en los propéleos se originan de tres fuentes: exudados de las
plantas que son recolectados por las abejas, sustancias secretadas del metabolismo de las
abejas y materiales que son introducidos durante el proceso de elaboracion del propdleos (lfiigo
y Soto, 2009).

A la fecha se han identificado mas de 300 constituyentes en los propdleos entre los que se
encuentran acidos fendlicos, terpenos, acido cinamico, acido caféico (CAPE), varios ésteres y
flavonoides. Uno de los constituyentes mas estudiados es el acido caféico, el cual ha sido

identificado como uno de los principales compuestos activos de los propéleos con capacidad
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antioxidante, antitumoral y quimiopreventiva. El CAPE ha sido estudiado por diferentes grupos
de investigadores a nivel mundial; en afios resientes se determiné que la actividad

antiproliferativa de CAPE esta mediada por apoptosis (Angulo, 2005).

Existen otros constituyentes de los propéleos de tipo flavonoide que son importantes en
términos de accion farmacoldgica. Varios estudios clinicos y epidemiol6gicos han puesto en
evidencia la correlacion inversa entre el consumo de productos naturales ricos en flavonoides
con el desarrollo de enfermedades como el cancer. En los ultimos afios se ha incrementado el
interés por los flavonoides derivados de los propoleos ya que ellos son en parte responsables
de la actividad biolégica. Dentro de los flavonoides de mayor interés estan la quercitina,
kampferol, naringenina, acacetina, apigenina, pinocembrina y galangina, asi como derivados del

acido cinamico (Angulo, 2005).

En Ures, Sonora, las abejas colectan exudados a partir de especies vegetales que se
encuentran en abundancia y disponibles durante todo el afio (naturaleza perenne) en la region.
En la zona de recoleccién (29°27°81”N; 110°23’'39 8"W), la distribucién de la vegetacién es muy
irregular y su aspecto cambia radicalmente de lugar a lugar. La flora nativa caracteristica esta
constituida por: plantas xerdfilas (principalmente cactaceas), Prosopis velutina (mezquite),

Olneya tesota (palo fierro), Parkinsonia praecox (Brea), Populus fremontii (Alamo) y Ambrosia

ambrosioides (chicura) (Alday, 2008)
Los propdleos recolectados de estas regiones han sido estudiados e identificado por HPLC-MS
permitiendo caracterizar 13 compuestos entre los mas abundantes estan: pinocembrina, 3-O-

acetato de pinobanksina, Crisina y galangina (Alday, 2008)

Propiedades biolégicas de los propoéleos

Debido a la gran cantidad de flavonoides contenidos en los propoéleos, se les atribuyen un
amplio espectro de actividades bioldgicas: antifingicas, antiviral, antibacteriana, antioxidante,

anticancerigena y antiparasitaria (Diaz, 2010).

La actividad antimicrobiana y antiviral de prop6leos de diferentes regiones de Egipto se evalug,

mostrando gran inhibicién en el crecimiento de bacterias, pero el grado de inhibicion vari6é de
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acuerdo al origen de los propdleos. Se recolectaron en las regiones de Dakahlia, Sharkia,
Ismalia Egipto. Los propéleos recolectados en Dahkahlia tuvo la actividad antimicrobiana méas
alta contra Escherichia coli y Candida albicans, esto se debe a que estos propdleos poseen
acidos alifaticos y aromaticos, ésteres de cafeatos, triterpenos y flavonoides. Los propdleos
proveniente de Sharkia mostrd la mayor actividad en contra de Staphyloccocus aureus. Los
provenientes de Ismalia (Egipto) tuvieron la mayor actividad antiviral en contra de Reo-virus. La
variacién de la actividad parece deberse a la diferencia en la composicion quimica de los tres

propéleos (Quintero, 2005).

Los propoleos poseen actividad antioxidante y ésta es atribuida a los compuestos fendlicos,
principalmente flavonoides. La actividad antioxidante de propdleos de diversas regiones
geograficas, ha sido evaluada por medio del ensayo de -caroteno-acido linoléico, el cual se
evalla la decoloracién del B-caroteno inducida por los radicales libres producidos por la
oxidacion del acido flavonoide. La actividad antioxidante parece estar relacionada con la
concentracion de flavonoides presentes en los propéleos, aunque también otros compuestos

pueden estar constituyendo con dicha actividad (Castafieda, 2004).

En cuanto a la actividad antitumoral de este producto natural, Om-Ali revela que los propdleos
provenientes de Egipto administrados 24 horas antes de la inyeccion de Earlich Ascitis
Carcinoma (EAC), inducen una reduccién significante del tamafio del tumor asi como de la
viabilidad de las células tumorales; concluyendo que el mecanismo antitumoral pudiera estar

mediado por la prevencion del dafio oxidativo y la induccién de apoptosis (Om-Ali, 2003).

La actividad antifingica de los propdleos también ha sido demostrada. Propdleos de Brasil,
Turquia y Argentina mostraron actividad en contra de C. Albicans, entre los compuestos
asociados con la actividad antifingica estan el acido caféico, acido ferulico, acido cinamico,

pinobanksina, galangina y pinocembrina (Robles y col., 2012).

Actividad antiparasitaria

La actividad de los propéleos contra la Leishmaniasis es de las mas estudiadas ademas,
diversos estudios sobre los efectos de los propdleos de Brasil, Turquia, Egipto y Bulgaria han
sido estudiados contra varios protozoarios. Entre los compuestos identificados en estos

propodleos estan: Acido caféico, acido hidroxycinamico y pinostrobin (Robles y col.,2012 ).
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En Egipto, un grupo de investigadores utilizd extracto de propdleos contra Schistosoma
mansoni en estudios in vivo con ratones albinos; se administraron dosis de 250 mg/Kg las

cuales redujeron en un 58.5% la proliferacion de los parasitos (Ragaa, 2007).

Los propdleos de Brasil y Bulgaria fueron evaluados contra Leishmania (L. major, L. amazonas,
L. brazilensis, L. chagasi), los resultados mostraron que los extractos de Bulgaria tienen un
potencial de inhibicion mayor que los de Brasil, esto atribuido a la mayor cantidad de

flavonoides contenida en los extractos de Bulgaria (Diaz, 2010).

En Bulgaria, fueron administrados extractos etandlicos de los propéleos por via oral en dosis de
25 a 100 mg/Kg a ratones de experimentacion infectados por T.cruzi, el tratamiento con 50 mg
de Et-Blg/kg de peso corporal/dia, dio lugar a una disminucién en la proliferacion de los
parasitos sin ocasionar efectos secundarios sobre los ratones (Dantas y col. 2005).

En Baghdad, en el 2011, se evalud la actividad inhibitoria de los extractos etandlicos de
propdleos contra cultivos axénicos de E. histolytica. Los resultados variaron de acuerdo a la
concentracion del extracto y periodos de incubacién. La inhibicion méas alta se mostro con las
concentraciones de 25, 50 mg/mL de propéleos, todos en incubacién de 24 a 48 horas, dando
como resultado 76% de inhibicion en la concentracién de 125 mg/mL, mientras que en las
concentraciones de 25 y 50 mg/mL se inhibi6 mas del 90%. Con la microscopia de luz se

pudieron observar cambios morfoldgicos en los trofozoitos de E. histolytica (Ardalan, 2011).

Tabla Il. Origen de los propéleos y su actividad antiparasitaria estudiada.

Origen de propdleos Actividad contra

Brasil Leishmania

Turquia Leshmania

Bulgaria Leshmania, Trypanosoma cruzi
Egipto Schistosoma mansoni
Baghdad Entamoeba histolytica
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo axénico de Entamoeba histolytica

Se utilizaron trofozoitos de E. histolytica cepa HM1:IMSS, los cuales se mantuvieron en medio
de cultivo Diamond, a un pH de 6.8 (Anexo I) con Penicilina/Estreptomicina (10 pug/mL) vy
suplementado con suero bovino adulto al 10% (SBA.MICROLAB Lote F-9901); manteniéndose
a 36.5 °C y adicionados

La cepa fué donada amablemente por la Dra. Shibayama Salas Mineko del Centro de
Investigacién y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV).

Estandarizacion del experimento segun la fase logaritmica de Entamoeba histolytica.

Se evalué el periodo en que la amiba llega a su fase logaritmica, para establecer las horas de
los posteriores experimentos, con lo que podremos confirmar que el efecto (muerte) fue por lo
propéleos y no por causas de su ciclo vital (carencia de nutrientes, etc.). Los resultados de los
ensayos que se muestran a continuacién se realizaron en un total de 78 horas: 30 horas de
incubacién en puro medio de cultivo y 24 horas de incubacién con los diferentes reactivos a
probar (54 horas) e inmediatamente contar trofozoitos viables por mL, en cAmara de Neubauer
empleando azul tripano. Los diversos componentes que se evaluaron fueron los siguientes:
DMSO, MTZ, propéleos de Ures + DMSO, Propodleos de Aguascalientes + DMSO y 24 horas
después (78 horas) se volvera a contar para una segunda evaluacién de la actividad de dichos

componentes.

Curvas de crecimiento amibiano: Medio de cultivo axénico Diamond, dimetil sulféxido y

Metronidazol como control positivo.

Se realizaron curvas de crecimiento por triplicado en tubos de 13x100 de vidrio con tapadera de

rosca. Se utilizé un inoculo inicial de 1x10* trofozoitos/mL (7.3 mL) y se observé el crecimiento
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del cultivo durante 6 dias. Cada 24 horas, se evalué la viabilidad celular utilizando un
hematocitbmetro (cAmara de Neubauer) mediante el colorante de azul de tripan. Lo cual nos
permitié identificar en qué momento la amiba llega a su fase logaritmica, todo esto para

establecer las condiciones éptimas de los posteriores experimentos.

El dimetil sulféxido (DMSO) es el solvente utilizado para los propéleos. Por lo que se
establecieron las concentraciones Optimas de DMSO, a la cual el solvente afectar menos el
cultivo amibiano. Se realizaron una serie de ensayos a diferentes concentraciones de DMSO
por triplicado. Se utilizé un inoculo inicial de 1x10* trofozoitos/mL (7.3 mL) incubados a 36.5 °C
y se observo el crecimiento del cultivo cada 24 horas (durante 6 dias). Al término de este
tiempo, de igual manera se evalud la viabilidad de los trofozoitos viables/mL con la camara de
Neubauer y azul de tripan. Esto nos permitira restar el efecto provocado por el disolvente en el

cultivo amibiano.

Para evaluar el efecto de los propoleos en cultivo axénico de E. histolytica fue necesario incluir
una droga antiamibiana como control positivo. Se optd por Metronidazol, un antiamibiano con
eficacia para eliminar a la amiba. Se realizaron ensayos de proliferacion celular por triplicado a
diferentes concentraciones seriadas (2.0,1.0 0.05 pg/mL). Se utilizé un inoculo inicial de 1x10*
trofozoitos/mL (7.3 mL) incubados a 36.5 °C para proceder con la prueba de viabilidad en la

camara de Neubauer y azul de tripan a las 24 y 48 horas después de adicionar la droga.

Evaluacién de la capacidad antiamibiana de los propdleos: Ures, Sonoray

Aguascalientes

Para evaluar la actividad antiamibiana solo de propéleos se emple6 el cultivo axénico de E.
histolytica cepa HM1:IMSS. Los propdleos a evaluar, se probaron en concentraciones de 200,
100, 50, 25 pg/mL. El ensayo se realiz6 en tubos de 13x100 de vidrio con tapadera de rosca en
medio de Diamond con un inoculo inicial de 1x10* trofozoitos/mL incubados a 36.5 °C por 24
horas. Cada condicién experimental se realizd por triplicado. Se tomaron 300 pL de cada una
de las concentraciones y se adicionaron por triplicado. A otro conjunto de tubos, se le afiadié
solamente DMSO como control de referencia y un dltimo conjunto como control de crecimiento
normal. Una vez adicionados los compuestos se incubaron por 30 horas. Una vez cumplido el

tiempo de incubacion se despegaban los trofozoitos de la pared del tubo, en agua con hielo por
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un periodo de 15 minutos para después homogenizar y contar los trofozoitos viables en camara

de Neubauer. Los resultados fueron graficados en el programa Prisma 3.
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RESULTADOS

Cultivo axénico de Entamoeba histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica cepa HM1:IMSS (Figura 7), se mantuvieron en cultivo axénico
en medio Diamond a 36.5 grados centigrados realizando pases de 17 mL de cultivo con
trofozoitos a tubos de 18X150 con tapon de rosca conteniendo 17 mL.
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Figura 7: Trofozoitos de E. histolytica cepa HM1:IMSS mantenidos en medio de cultivo
Diamond donde se aprecian las formas irregulares y prolongaciones de dicho parasito debido a

la presencia de pseudopodos.

Curva de crecimiento de E. histolytica HM1:IMSS

En la Figura 8, se puede apreciar la curva del crecimiento amibiano a partir del tiempo 0, en el
cual se adicionaron 10,000 trofozoitos/mL (9%) en medio Diamond. A las 24 horas después de
mantenerlas a 36.5 °C, se obtuvo un conteo de 20,000 trofozoitos/mL (20% de proliferacion), a
las 48 horas se obtuvo un conteo de 62,000 trofozoitos/mL (60% de proliferacion), a las 72
horas obtuvo un conteo de 136,666 trofozoitos/mL (100% de proliferacion), a las 96 horas se
obtuvo un conteo de 72,500 trofozoitos/mL (53% de trofozoitos viables), y a las 120 horas se
obtuvo un conteo de 34,000 trofozoitos/mL (24% de trofozoitos viables). Por lo que la fase de
crecimiento logaritmica de E. histolytica cepa HM1:IMSS, se determiné entre las 48 y 72 horas

de cultivo a 36.5 °C y la confluencia se aprecia a las 72 horas
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. Efecto de DMSO en cultivos axénicos de E. histolytica HM1:IMSS

En la Figura 9, se muestra el efecto del DMSO a diferentes concentraciones (0.0%, 0.062%,
0.125% y 0.25%), en el crecimiento amibiano el cual causé muerte celular en todos los ensayos;
sin embargo, la concentracién a la cual se presenté menos efecto fue al 0.062%, produciendo la
muerte del 7% de los trofozoitos cultivados. Obteniéndose un conteo de trofozoitos viables por
mL en el cultivo sin DMSO de 111,666 (100 de proliferacién) y con DMSO (0.062%) se obtuvo
un conteo de 102,499 (93% de proliferacion) trofozoitos viables/mL, Es importante mencionar
que la adicion del DMSO se realiz6 a las 30 horas del cultivo celular y el conteo de trofozoitos
se realiz6 a las 24 horas después (54 horas del cultivo), estando dentro de la fase logaritmica

del crecimiento amibiano.

Efecto del Metronidazol como control positivo de la actividad antiparasitaria en cultivos
axénicos de E. histolytica HM1:IMSS

Para evaluar la actividad antiamibiana de los propdleos en cultivo axénico de E. Hisotlytica
HM1:IMMS, fue necesario incluir un antiparasitario de referencia en los experimentos de
inhibicién de la proliferacién de trofozoitos, esta droga fue el MTZ, antiparasitario de eleccion

para tratar la amibiasis (Ahmed, 2011).

En las Figuras 10 y 11, se muestra el efecto del MTZ en el crecimiento amibiano. A las 24 horas
el 85% de la poblacion estaba muerta y a las 48 horas de incubacién la cifra aumento a 98%,
obteniéndose a las 24 horas un conteo de 108,405 trofozoitos viables por mL (100 % de
proliferacién) en el cultivo sin MTZ y con MTZ a las diferentes concentraciones manejadas (2.0,
1.0 y 0.5 pg/mL), se obtuvieron 14,850, 25,333, 58,666 respectivamente (17, 29 y 58 % de
proliferacion). Posteriormente, A las 48 horas de cultivo, el tubo sin MTZ, presentaba 146,000
trofozoitos viables/mL mientras que con MTZ a las concentraciones de 2.0, al 1.0 y al 0.5 pg/mL
se observaron 6,250, 90,000, 115,000 (1, 6, 63% de proliferacion) trofozoitos viables/mL
respectivamente. Es importante mencionar que la adicion del MTZ se realizé a las 30 horas del
cultivo celular y el conteo de trofozoitos se realizé a las 24 horas después (54 horas del cultivo),

estando dentro de la fase logaritmica del crecimiento amibiano.
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Los cultivos tratados con MTZ mostraron desprendimiento en el tubo formando cumulos con
presencia de detritos celulares. Los resultados mostraron que a las 24 horas, a una
concentracion de 2.0 pg/mL de Metronidazol se inhibe la proliferacion de la amiba un 86%

aproximadamente y a las 48 horas una se inhibicién del 99%.
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Figura 8. Curva de crecimiento de E. histolytica HM1:IMSS en medio de cultivo Diamond,
se evalud cada 24 partiendo del tiempo 0 hasta las 120 horas (5 dias) por medio del conteo en

camara de Neubauer.

1009 oo

804

604 e

40

% Células viables

204

0.0000 0.0620 01250  0.2500
DMSO (%)

Figura 9: Efecto de DMSO en cultivos axénicos de E. histolytica HM1l:IMSS. La
proliferacién celular se evalu6 a las 24 horas posteriores a la adicion del solvente al cultivo
celular. Como cultivo control se utilizaron cultivos sin DMSO y en fase logaritmica en medio

Diamond.
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Figura 10: Efecto del Metronidazol como control positivo de la actividad antiparasitaria en
cultivos axénicos de E. histolytica HM1:IMSS. Los ensayos fueron evaluados a las 24 y 48

horas después de la adicion del Metronidazol. Los datos de la grafica representan los

experimentos por triplicado.

Figura 11: Efecto del Metronidazol sobre la morfologia de trofozoitos de E. histolytica
(resolucion 20x).Las figura A muestra un cultivo axénico normal de E. histolytica en medio de
Diamond. En la figura B se muestra el cultivo tratado con una concentracion de 2 pg/mL a las

24 horas posteriores a la incubacion.
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Evaluacién de la actividad antiamibiana de los propo6leos Aguascalientes y Ures, Sonora.

Estudios previos han demostrado que los propéleos de Aguascalientes (PA) y Ures (PU)
poseen una actividad antiparasitaria en contra de Giardia lamblia (Alday, 2012). Con el objetivo
de ampliar el conocimiento de la actividad antiparasitaria de los propéleos mencionados, se

evalué su efecto sobre trofozoitos de E. histolytica cultivados axénicamente en medio Diamond.

Los propoleos de Aguascalientes mostraron una inhibicion significativa en la proliferacion
celular con respecto al grupo control. En la Figura 12, se observa el porcentaje de actividad
antiparasitaria del propoleos Aguascalientes a diferentes concentraciones (200,100, 50 y 25
pug/mL), obteniéndose 16,000, 41,000, 83,000 y 103,500 trofozoitos viables/mL y el porcentaje
de la actividad antiparasitaria correspondiente a cada concentracion seria 80, 54, 10 y 7%

respectivamente.

En la Figura 12, se observa el porcentaje de células viables a las 48 horas, del propéleos
Aguascalientes a diferentes concentraciones (200, 100, 50 y 25 ug/mL), obteniéndose 5,000,
33,000, 48,000 y 107,000 trofozoitos viables/mL y el porcentaje de la actividad antiamibiana

correspondiente a cada concentracion seria 95, 70, 30 y 12% respectivamente.

En la Figura 13, se observa el porcentaje de viabilidad a las 24 horas, del del propéleos
Aguascalientes a diferentes concentraciones (200,100, 50 y 25 ug/mL), obteniéndose 15,000,
40,000, y 85,000 y 93,000 trofozoitos viables/mL y el porcentaje de la actividad antiparasitaria

correspondiente a cada concentracion seria 81, 56, 7 y 6% respectivamente.

En la Figura 13, se observa el porcentaje de viabilidad a las 48 horas del propdleos Ures,
Sonora a diferentes concentraciones (200,100, 50 y 25 ug/mL), obteniéndose 3,000, 40,000,
75,000 y 110,000 trofozoitos viables/mL y el porcentaje de la actividad antiparasitaria

correspondiente a cada concentracién seria 97, 61, 38 y 16% respectivamente.
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Figura 12: Actividad antiamibiana de propo6leos de Aguascalientes en cultivo axénico de
E. histolytica HM1:IMSS. Ensayo evaluado a las 24 y 48 horas .El porcentaje de mortandad a
la maxima concentracion fue de 95 % y una ICsp 100 pg/mL. Esta grafica representa el

promedio de los resultados obtenidos en los diferentes ensayos.
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Figura 13: Actividad antiamibiana de propoleos de Ures, Sonora en cultivo axénico de E.
histolytica HM1:IMSS. Ensayo evaluado a las 24 y 48 horas .El porcentaje de mortandad a la
maxima concentracion fue de 97% y una ICso 91 pg/mL. Esta grafica representa el promedio de

los resultados obtenidos en los diferentes ensayos.
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Figura 14: Cambios morfolégicos en cultivos axénicos de E. histolytica HM1:IMSS
inducidos por la exposicion de propéleos de Aguascalientes (24horas,20x y 100x).

Figura 15: Efecto de la dosis de propdleos de Ures, a las 48 hr en cultivos axénicos de E.
histolytica HM1:IMSS. La figura A es un cultivo normal de E. histolytica que esta en fase
logaritmica y sin adicion de propoleos, la figura B es la concentracion mas baja afadida al
cultivo (25pg/mL) mientras que la figura C se le afadieron 50 pg/mL y se observa una

disminucion del namero de trofozoitos, por otro lado las figuras D y E con una cantidad de 100
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pg/mL y 200 pg/mL respectivamente muestran una severa disminucion en el nimero de

trofozoitos viables en el cultivo.

El presente trabajo, muestra que los (propéleos Aguascalientes y Ures, Sonora muestran una

actividad antiamibiana semejante, como se puede observar en la Figura 17.

Ademds el trabajo reciente determind que las resinas colectadas por las abejas para la
elaboracion de los propéleos de Ures, eran principalmente de P. fremontii, A. ambrosioides, B.
laxiflora y P. velutina las cuales pertenecen a la principal vegetacion de Ures,Sonora, aunado a
esto se tiene reportado algunos de los componentes principales que conforman a dichos
propoleos como: pinocembrina, pinobanksina-3-O-acetato, crisina, galangina y acacetina,
también, se identifico la presencia del éster fenetilico del acido cafeico (Alday, 2012).

La informacién sobre el propéleos de Aguascalientes es escasa, solo se cuenta con las
coordenadas de colecta de propdleos (La Posta Colmenas 21°58°15.52"N 102°22°36.13"0) por
lo que se buscd la principal vegetacion que posee Aguascalientes, segun la pagina del gobierno
del estado de Aguascalientes (http://www.biodiversidad.gob.mx) las familias Bignoniaceae,
Rosaceae, Salicaceae (Populus alba L., Populus canadensis Moench, Populus deltoides Marsh)
son la principal vegetacion. En relacién con el propéleos de Ures, Sonora se pudiera pensar que
el comportamiento tan similar de la actividad antiparasitaria se debe a que Populus fremontii es
el principal proveedor de resinas para las abejas y la misma especie Populus spp, es de las

principales en Aguascalientes.

Propdleos Aguascalientes y Ures
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Figura 16: Actividad antiamibiana de los propdleos Aguascalientes y Ures, Sonora.
Comparacion de los cultivos de E. histolytica a las 24 y 48 horas en contacto con los propoleos
de Aguascalientes (PA) y Ures, Sonora (PU) donde las ICso fueron de 91 y 100 pg/mL

respectivamente.
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Como resultado a la busqueda en la base de datos de literatura relacionada a E. histolytica y los
propdleos, solo se encontré un estudio llevado a cabo en Baghdad (Ahmed, 2011) donde las
concentraciones del propoleos empleado en dicho experimento fueron de 12.5, 25.0 y 50.0
mg/mL probados en periodos de 24 a 48 h, los cuales reportaron una actividad antiparasitaria
del 76% en la concentracién mas baja (12.5 mg/mL), mientras que las concentraciones de 25.0
y 50.0 mg mostraron una actividad de mas del 90%; en este reporte no se mencionan las
caracteristicas del propéleos por lo que se desconocen los componentes, ademas que las

concentraciones de propdleos que se emplearon fueron altisimas.

Se ha demostrado que el propdleos de Ures, Sonora posee actividades biol6gicas como las
antibacterianas (Veldzquez y col. 2007), antioxidante (Angulo, 2005), antiproliferativas en lineas
celulares cancerigenas (Hernandez y col. 2007) y antiparasitarias (Alday 2012). En cuanto al
propoleo Aguascalientes la informacién que se tiene es muy poca, solo se ha probado la
actividad antiparasitaria en G. lamblia obteniendo resultados de hasta un 100% de inhibicién.
Debido a lo anterior se decidié probar los propéleos en E. histolytica.para comparar su actividad
con G. lamblia.

E. histolyticay G. lamblia
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Figura 17: Actividad antiamibiana de los propdéleos Aguascalientes y Ures, Sonora en los
parasitos E.histolytica y G.lamblia. Comparacion de los cultivos de E. histolytica y Giardia
lamblia a las 48 horas en contacto con los propéleos de Aguascalientes (PA) y Ures, Sonora
(PU).

En la Figura 17 se observa el porcentaje de viabilidad a las 48 horas a diferentes

concentraciones (200,100, 50 y 25 pg/mL) de ambos propéleos. Para el caso de G. lamblia se

obtuvo 97, 61, 38 y 16% de actividad antiparasitaria para el propéleo Ures, Sonora partiendo de
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mayor a menor concentracion de propdleos, mientras que para el de Aguascalientes se
presentd una actividad antiparasitaria de 100, 86, 44 y 18%. En cuanto a E. histolytica, con los
propdleos de Ures, Sonora se obtuvo 97, 76, 46 y 22% de actividad antiparasitaria y para el de
Aguascalientes la actividad fue de 95, 70, 30 y 12%. Como se puede observar los valores
obtenidos son muy similares entre si, lo que demuestra su eficiencia con ambos parasitos, en
cambio los tratamientos Metronidazol y Albendazol son solo eficientes para E. histolytica y G.
lamblia respectivamente, es decir, el uso Albendazol no es efectivo para tratar E. histolytica
pues existen reportes que confirman que solo altera su morfologia sin lograr detener su
reproduccion. Por otro lado, G. lamblia es muy sensible al Metronidazol pero se evita recetar
dicho farmaco ya que para tratar la giardiasis es suficiente administrar Albendazol pues elimina

eficientemente al parasito.

La actividad antiparasitaria mostrada en el estudio realizado con E.histolytica fue muy similar a
la actividad obtenida con G. lamblia por lo que seria importante evaluar el potencial terapéutico
de los propoleos de Aguascalientes y Ures, Sonora bajo condiciones in vivo mediante el uso de
animales de experimentacion que permitan sentar las bases para su uso en el tratamiento de

estas parasitosis en humanos
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CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones 6ptimas de crecimiento de E. histolytica HM1:IMSS, en medio
de cultivo axénico Diamond con las cuales se pudo obtener la curva de crecimiento de
E.histolytica, gracias a esto se pudo determinar la actividad antiamibiana de los propdéleos de
Ures, Sonora y de Aguascalientes obteniendo resultados muy favorables ya que las ICso fueron
de 95 y 100 pg/mL respectivamente por lo que este hallazgo nos permite avanzar un poco mas
en el estudio de estos prop6leos en contra de esta parasitosis.
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ANEXOS
Elaboracién de medio Diamond para cultivos axéncios de E.histolytica

Reactivo Casa comercial 11t.

*Biosate peptona BD 36.58 g
*Dextrosa SIGMA 12.19¢
*Cloruro de sodio Quimica Meyer 243¢g
*Fosfato de potasio monobasico SIGMA 0.73g
*Fosfato de potasio dibasico SIGMA 121¢g
*Cisteina SIGMA 1219
*Ac. Ascérbico SIGMA 0.24¢
*Citrato férrico de amonio  smemeeeeee- 0.0287 g
Suero Bovino Vaca Adulta MICROLAB 100 mL
Vitamina Diamond Tween 80
solution (40X) SAFC 20mL
Penicilina-Streptomicina SIGMA 10 mL

Medio diamond para 1 Lt.

Disolver en orden secuencial (*) los reactivos arriba enlistados hasta obtener un volumen final
de 750 ml. Enseguida medir pH (inicialmente es de 6.2 — 6.4) ajustando a 6.8 con NaOH 0.2 N.
Aforar en probeta de 1000 ml.
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Envasar en frasco de 1Lt. previamente lavado y seco con medio de Diamond. Taparlo
ligeramente, y esterilizar 15 minutos, 15 libras de presion y 121 °C. Posteriormente, dejar enfriar

completamente la olla, sacar el frasco y taparlo correctamente.

Al frasco que contiene 1 litro de medio Diamond se le adicionan 100 mL del suero bovino mas

10 mL de vitaminas y 5 mL de antibi6tico (Penicilina-Streptomicina).
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