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RESUMEN

La creciente incidencia, diversidad de las infecciones flngicas, y el incremento
de resistencia a los tratamientos convencionales, ha despertado el interés por
mejorar el conocimiento que se tiene acerca de las micosis y las posibilidades de
nuevas terapias, concentrandose en la prueba de sensibilidad in vitro. Por esta
razén el objetivo general de éste estudio, fue determinar la actividad antifiingica
in vitro del extracto etandlico de las flores de Matricaria chamonilla “manzanilla”
frente a dermatofitos. Fue desarrollado en los laboratorios de Farmacognosia y
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de agosto a diciembre del
2013. La muestra vegetal fue recolectada en el distrito de Luricocha provincia de
Huanta de la regién de Ayacucho. Al extracto etandlico de las flores, se le realizd
el tamizaje fitoquimico. Los metabolitos presentes en el extracto etanélico fueron:
flavonoides, triterpenos, esteroides, saponinas, fenoles, taninos, quinonas y
catequinas

La actividad antifingica se evalué a concentraciones de 5%, 10%, y 20% del
extracto etandlico de las flores de manzanilla, mediante el método difusion en
agar, la determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Minima Fungicida por dilucién en caldo. Las cepas de hongos con
las que se trabajé fuerén: Trichophyton mentharophytes, Microsporum canis,
Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum

La concentracién del 20% presenté mejor actividad antiflingica respecto a las
demas concentraciones con halos de inhibicién de 7. mentharophytes 22,4mm;
T. rubrum 17,9 mm; M. canis 18,8 mm y T. fonsurans 18,1 mm respectivamente,
ligeramente menor la Terbinafina que presenté 21 mm. El analisis estadistico
mostré diferencias significativas en los diferentes tratamientos (p < 0,05). La CMI
y CMF fue 0,012 mg/ml y 0,024 mg/ml respectivamente.

Palabras clave: Actividad antifingica, Matricaria chamonilla “manzanilla”,

dermatofitos.
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l. INTRODUCCION
El afan por conocer y dar a conocer las bondades de las plantas medicinales, asi
como las diferentes afecciones que curan ha sido un tema tratado desde que la
humanidad existe.! Actualmente, los productos naturales gozan de amplia
aceptacion y reemplazan, cada vez mas, a los productos sintéticos o materiales
generados artificialmente.?
Matricaria chamonilla, “manzanilla” es una planta originaria de Europa que fue
traida durante la conquista, los principios activos se cpq_centran en la flor de color
blanco y/o amarillo y de olor muy agradable. Es una planta anual de 20 a 40 cm
de alto.*
Las hojas y flores contienen aceites esenciales (0,2-0,6%) compuesto por azuleno,
camazuleno, bisabolol, cadineo, colina, cumarinas;‘ (hemiarin, umbeliferona),
farnesené, furfural, sesquiterpeno, glucosidos y flavonoides.?
Las hojas y flores son ampliamente usadas para tratar una gran diversidad de
males, tales como afecciones gastrointestinales (diarrea, dispepsia, flatulencia,
gastritis, indigestion), inflamacion urinaria, amigdalitis, cefalea, convulsiones, gota,
insomnio, antibacteriana, antimicéticas, antiespasmodica,etc.®
En la actualidad se estan realizando numerosas investigaciones en la busqueda
de antifungicos naturales, las plantas que han sido utilizadas desde épocas
primitivas en el tratamiento de enfermedades, la mayoria de éstas presentan
efectos fisiolégicos muitiples, debido a la presencia de mas de un metabolito
secundario.? 4
Los dermatofitos son un grupo de hongos filamentosos que tienen la capacidad
de producir infecciones en la piel, pelo y ufias tanto del ser humano como en los
animales.? Los dermatofitos son hongos queratinoliticos porque tienen la
capacidad de degradar y utilizar la queratina como sustrato, producen infecciones
a nivel del estrato cérneo de la piel denominadas dermatofitosis 0 comunmente

conocidas como Tifias.t



Debido a que la micosis 'se le denomina como las distintas afecciones producidas
por hongos los cuales ocasionan enfermedades tales como la candidiasis, fifia, el
pie de atleta, etc. donde tiende a aumentar, y ocasionar infecciones
desagradables, muchas veces resisten al tratamiento.”

Por esta razén se propone en este estudio evaluar la actividad antifungica in vitro

del extracto etandlico de las flores de Matricaria chamonilla “manzanilla” frente a

dermatofitos, mediante la técnica de difusion en agar, utilizando Terbinafina como

antifiingico, que permita hacer la comparacion de los resultados al final del estudio,
para establecer si existe o no la actividad antifungica del extracto etanélico de la
manzanilla.

Mientras que, para determinar exactamente las concentraciones a las cuales

ejerce el efecto fungistatico y fungicida, el método de dilucién en caldo es el mas

apropiado, realizandose diluciones sucesivas hasta inhibir la formacién de turbidez
que indica crecimiento del microorganismo. Estos métodos fueron aplicados en la
presente investigacion, obteniendo resultados interesantes.

La presente investigacién pretende aportar, una alternativa del tratamiento

antimicotico debido a que los hongos van adquiriendo resistencia contra los

medicamentos antimicéticos sintéticos porque éstos poseen tratamientos
prolongados, con un elevado costo econémico y ocasionan como efecto
secundario hepatotoxicidad, por lo cual se hace necesario el desarrollo de nuevos
“farmacos mas eficaces, mediante el descub rimiento de moléculas bioactivas, que
pueden ser aisladas de fuentes naturales, principalmente de especies vegetales.®

Por lo que se plantearon los siguientes objetivos.

Objetivo general: 7

Evaluar la actividad antifingica in vitro del extracto etandlico de las flores de

Matricaria chamonilla “manzanilla” frente a dermatofitos.

Objetivos especificos:

 |dentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las
flores de Matricaria chamonilla “manzanilla”.

e Determinar la concentracién minima inhibitoria y la concentracién fungicida
minima del extracto etandlico de las flores de Matricaria chamonilla
‘manzanilla” en cultivos de: Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
rubrum, Trichophyton tonsurans y Microsporum canis.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes
Al realizar un estudio descriptivo-exploratorio, longitudinal no experimental en la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Carabobo Venezuela, demostraron
el efecto antiséptico y antiinfeccioso de la Matricaria recutita dado por la presencia
de derivados terpénicos como: matricina, camazuleno, B-bisabolol y los 0xidos a
y B del B-bisabolol. El principal mecanismo de accién antibacteriano es la
destruccién de la membrana celular bacteriana, el cual es posible mediante tres
vias: 1. Aumentando su permeabilidad a pequefios iones, 2. Afectando la
estabilidad estructural y 3. Desestabilizando el empaquetamiento de la bicapa
lipidica, produciendo la muerte del Streptococcus mutans.”
En el estudio realizado en pacientes tratados ortodéncicamente, aplicando
enjuagues bucales de Matricaria chamonilla “manzanilla”; obtuvo como resultado
que la Matricaria chamonilla ayuda a la no formacién de la placa dentobacteriana
que se forma alrededor de los brackets en pacientes con tratamiento ortodéncico.
El enjuague evita la formacion de las bacterias al mismo tiempo que la formacion
de acidos que desmineralizan el diente, dejando pigmentacion blanquecina,
antiestética.”
En la Facultad de Odontologia de la Universidad San Carlos de Guatemala; se
evaluo el efecto inhibitorio de la infusion de Matricaria Chamonilla "manzanilla”
sobre el crecimiento de microorganismos cariogenicos, Lactobacillus acidophilus
y Streptococcus mutans in vitro, demostré que la concentracién al 5% estimula el
crecimiento del Streptococcus mutans e inhibe el crecimiento del Lactobacillus
acidophilus, la concentracion al 10% obtuvo mayor efecto inhibitorio para los dos
microorganismos estudiados, la concentracion al 20% tuvo menor efecto
inhibitorio que la concentracion al 10%.”
El estudio del contenido de sustancias solubles en agua presentes en la
“manzanilla” es de 6,59%, en el matico presentando un valor de 5,92% y en el



marco 5,37% indicando que en la manzanilla existe una mayor cantidad de
porcentaje de sustancias solubles en agua posiblemente de naturaleza
glucosidica. De acuerdo a los resultados se determind la presencia de los
siguientes metabolitos secundarios encontrandose en manzanilla: Flavonoides,
cardioténicos, triterpenos, esteroides, antraquinonas, azucares, saponinas.*

El extracto fluido de manzanilla, matico y marco al 25%, gel con extracto fluido sin
antioxidante y gel con extracto fluido con antioxidante mostraron actividad
antimicoética frente a Candida albicans ATCC 10231 al no observar crecimiento en
las placas Petri durante el tiempo de la incubacion, presentando asi una respuesta
positiva al ensayo de Mitscher.?

Se realiz6 el estudio de plantas medicinales, con el fin de buscar alternativas de
manejo de cultivos y generar tecnologias que aseguren bajar los costos de
produccién, recomienda el uso de hidrolatos de algunas plantas que permiten el
manejo de enfermedades fungosas, entre los cuales estan: Calendula oficinalis L.
“caléndula”, Jacaranda caucana Pittier “gualanday”, Azadirachta indica Juss
“neem”, Matricaria chamonilla “manzanilla” y Nicotiana tabacum L “tabaco”.®

Se investigo algunas alternativas de manejo de enfermedades en cultivos del
tropico mediante la utilizacién de extractos de plantas con efectos fungicidas y
recomienda algunas plantas para el manejo de enfermedades fungosas, como
“ajenjo” Artemisia absinthium L, “ajo” Allium sativum L, “cola de caballo” Equisetum
bogotense H.B.K, “ortiga” Urticaurens L, “cebolla de huevo” Allium cepa L, y
“manzanilla” Matricaria chamomilla.®

Al realizar la investigacion de la solucién de “manzanilla” sobre candidiasis genital,
determinaron que los componentes mas importantes de la manzanilla son
camazuleno, el a-bisabolol y los 6xidos de bisabolol, los cis- y trans éteres asi
como los derivados de la flavona y cumarina. El a-bisabol actia como fungicida
en una concentracion de 1000 pg/mL después de un contacto de treinta minutos
mientras que los éteres en la misma concentracion empiezan a actuar después de
un contacto de cuarenta y ocho horas. El camazuleno actua igualmente de manera
fungistitica, sin embargo solamente en concentraciones mas altas.®

Al evaluar la actividad antimicética de los extractos de Allium sativum L. frente a
dermatofitos (Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes), por el método de difusion en placa en agar Sabouraud
glucosado, de los extraé:fos etandlico, metandlico y acuoso, las cuales presentaron



mayor actividad antimicética frente a Microsporum gypseum y Microsporum
canis.®

El estudié del método de difusion en placa en agar sabouraud, en los extractos
alcohdlico y acetonico de las hojas y el tallo de Euphorbia peplus “leche leche” a
cuatro concentraciones diferentes de cada extracto, frente a cepas de hongos
dermatofitos Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes, los que fueron comparados con un antifungico estandar
(Ketoconazol), obteniendo como resultado, que las cepas de Trichophyton
mentagrophytes fue la mas sensible con un halo de inhibicion de 18,44 mm
seguido del Microsporum gypseum con 18,14 mm y finalmente Microsporum canis
con 17,44 mm."

2.2. Plantas medicinales

Desde los tiempos mas remotos, todas las sociedades han recurrido a las plantas
como fuente de medicamentos. Actualmente, segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), el 80% de la poblaciéon mundial recurre a la medicina tradicional
para atender sus necesidades primarias de asistencia médica. La terapéutica
tradicional se basa sobre todo en el empleo de extractos o principios activos de
las plantas.?

Las plantas medicinales fueron durante mucho tiempo nuestra principal fuente de
productos terapéuticos; con la aparicion de la industria farmacéutica y los avances
de la farmacologia, las plantas pasaron a ser fuente de principios activos de
medicamentos de sintesis, y mas tarde, han sido desplazadas por éstos. Ahora
hay una “vuelta a la naturaleza” con el consiguiente aumento de consumo de
productos a base de plantas medicinales.® '

En el Peru la riqueza de las plantas medicinales es muy amplia y esta enmarcada
dentro de mas de 4400 especies de usos conocidos por las poblaciones locales,
de las cuales un gran porcentaje se presenta en la region andinay de la selva.'

2.2.1. Aspecto Botanicos de la Matricaria chamonilla “Manzanilla”

Clasificacién taxonomica, segun el sistema de clasificacion de Cronquist. A 1988.

y €s como sigue:
Divisién : Magnoliophita
Clase : Magnoliospsida

Sub Clase : Asteridae

Orden : Asterales



Familia : Asteraceae
Género : Matricaria

Especie : Matricaria reculita L.

Matricaria chamonilla

N.V : “manzanilla”

A cargo de los especialistas del Herbarium Huamanguensis de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la UNSCH.

2.2.2. Etimologia

La etimologia del nombre “chamonilla” derivaria del latin “khamaimelon” formado
por “chamai = pequefio, enano” y de “melén = manzana por lo tanto pequefia
manzana” por el perfume qué recuerdan algunas variedades de manzana. Esta
reconstruccion parece bastante fiel también considerando el hecho que en
algunos lenguas, por ejemplo en espafiol, la mazanilla se llama “manzanilla” es
decir “pequefia manzana”.’ |

La etimologia del nombre “matricaria” no esta claro podria derivar del latin “mater
= madre” o de “matrix = utero” porque en el pasado les fue dada a las mujeres que
parieron porque se sustentéd que tuviera una accion benéfica sobre la musculatura
uterina.’ ‘

2.2.3. Descripcion botanica

La Matricaria chamonilla “manzanilla’, es una planta anual, herbacea, muy
ramificada, que puede alcanzar los 60 cm de altura. Las hojas son sésiles
profundamente divididas en lacinias muy finas, filiformes y con las ramitas
terminales en cabezuelas de boton amarillo-dorado y ligulas blancas. Los
capitulos son pequefios: largamente pedunculados, con receptaculo coénicos
huecos, rodeado de un involucro imbricado y aplastado; las flores periféricas son
femeninas, liguladas. Las flores centrales son hermafroditas, amarillas, tubulosas.
El fruto es un aquenio muy pequerio, verdoso-amarillento.las cabezuelas florales
tienen un olor especifico agradable y un sabor amargo.3 7 17

2.2.4. Habitat y distribucion

Es nativa de la region de los Balcanes, desde donde se difundié en Europa. Esta
naturalizada en varias regiones del nuevo mundo. Y se cuitiva para su uso
industrial. Crece con facilidad en suelo bien drenado, con bastante sol; resiste las



heladas, la escasez de nutrientes y la acidez del suelo.™ fue introducida por los

espaioles en Perd en 1928 como insecticida.”
2.2.5. Parte utilizable

La Comision E del Ministerio de Sanidad o Salud de Alemania sefiala como parte
utilizada las flores, por ello solo reportan la monografia de las flores de
manzanilla.* "4

En otra fuente biografica como el PDR de las plantas medicinales en su edicién
segunda indica el uso de la “planta entera florecida o solamente flores”. En la
Homeopathic Pharmacopeia of the United States se describe la tintura
hidroalcohdlica de manzanilla (1:10) (p/v) de la planta entera florecida.®

2.2.6. Composicion quimica
El aceite esencial (0,2-0,8%) esta compuesto de: camazuleno, alfa-bisabolol

(levomenol) oxido de bisabolol A, B y C, é6xidos de bisabolona, beta-trans-
farmesina, espatulol.*

Flavonoides: luterol, apigenol, quercetol, agliconas incluyendo quercetina,
isohamnetina, patuletina, apigenina agliconas, luteolin, crisoeriol y los glicosidos
principales de la apigenina-7-O-glucosido, apigenin glucoésido acetato.®
Hidrixicumarinas: umbeliferona y hermiaria.* 7 8

Mucilagos: urénicos, ramnogalacturonanos.

Lactonas sesquiterpénicas (principios amargos: matricina, matricarina,
precursoras del camazuleno) y sales minerales (8-10 %)

Otros compuestos presentes en la manzanilla son: aminoacidos, acidos grasos,
acidos fendlicos, colina (mas del 0,3%).* '®

La manzanilla comin ha sido estudiada y su composicién es muy compleja. El
mas importante de sus productos es su esencia que se saca de sus cabezuelas y
que se obtiene por destilacién, en cantidades variables. En los casos mas
favorables se obtiene el 1%. La esencia de la manzanilla se compone de un
hidrocarburo y de un alcohol sesquiterpénico, un alcohol triciclico, otros alcoholes
terciarios en su mayor parte deciclicos, asi como del camazuleno, con un anillo de
siete atomos de carbono combinado con otro de cinco.™

Ademas de la esencia en las cabezuelas de la manzanilla comun, se han hallado
el acido salicilico, un acido octinico, apigenina, umbeliferona y el éster metilico de
la misma, pequeiias cantidades de dioxicumarina, un glucésido amorfo (que, por
hidrolisis, da apigenina), substancias resinosas con triacontano, titosterina, etc. En



la manzanilla se encuentran asi mismo notables cantidades de vitamina C; en la
planta florida y desecada hasta un 0,73%."% "7

El principal componente de la manzanilla es el aceite esencial que contiene como
minimo 0,4%. Su composicién es muy compleja siendo sus elementos mas
importantes el camazuleno y el a-bisabolol, y a diferencia de otros aceites
esenciales es de color azul. Otros componentes de la manzanilla son
flavonglucésidos y la cumarina, aunque solo la conjugaciéon de todos los
elementos es la que produce el conocido efecto.”

Bisabolol, o formalmente conocido como a-bisabolol y también conocido como
levomenol, es un sesquiterpeno un alcohol monociclico natural. Es un aceite
viscoso sin color que es uno de los componentes del aceite esencial de la
Matricaria chamonilla. Es también insoluble en agua y glicerina, pero muy soluble
“en etanol. Bisabolol tiene un débil aroma floral y es usada en varias fragancias. El
bisabolol es conocido por tener propiedades antiirritantes, antiinflamatorias,
antimicrobiana y antifungicas. Un componente estructuralmente relacionado
conocido como B-bisabolol difiere en la posicién del grupo terciario de alcohol
funcional.”

2.2.7. Propiedades y usos

Las hojas y flores son ampliamente usadas para tratar una gran diversidad de
males, tales como afecciones gastrointestinales (diarrea, dispepsia, flatulencia,
gastritis, inflamacion intestinal, parasitismo, indigestion, inapetencia), inflamacién
urinaria, amigdalitis, cefalea, convulsiones, difteria, dismenorrea, gota, histeria,
insom'nio, ictericia e hidropesia, nerviosismo y reumatismo. Topicamente la
decoccion se usa en compresas, cataplasmas y emplastos para tratar afecciones
dermatomucosas (hemorroides, hinchazén, llagas, raspones), inflamaciones,
oftalmia, induraciones, tumores, cancer y reumatismo. Por su contenido en aceite
esencial (camazuleno, bisabolol) posee una accion antibitica, antimicrobiana
(sobre todo frente al estafilococo) y antifiingica (candida). Por via oral se le
atribuye propiedad anticatarral, antiemética, antiinflamatoria, aromatica, calmante,
carminativa, depurativa, diurética, emoliente, espasmolitica, estimulante,
expectorante, sedante, sudorifica y tonica, por via topica se le atribuye propiedad
antiséptica, antiinflamatoria, cicatrizante.? ¢

2.3. Hongos

Un hongo es un organismo eucariota que es miembro del reino fungi. Los hongos
son un grupo monofilético, también llamado Eumycota. Los hongos estan entre



los organismos mas importantes del mundo, no solo por su rol vital en las
funciones del ecosistema sino también por su influencia en los humanos y en sus
actividades relacionadas. Los hongos son esenciales para actividades cruciales
tales como la descomposicion, el ciclo de nutrientes, el transporte de nutrientes y
son indispensables para lograr el desarrollo sostenible. Los hongos son un grupo
diverso de organismos eucarioticos que incluyen levaduras, mohos y setas. Como
saprofitos, su principal fuente de alimentos es la materia organica muerta y en
descomposicion. Los hongos son los “eliminadores de basura” de la naturaleza.
Por la secrecion de enzimas digestivas sobre las plantas muertas y la materia
animal, ellos descomponen estos materiales hasta nutrientes absorbibles para
ellos mismos y para otros organismos vivientes; asi, ellos son los “recicladores”
originales. Para propésitos practicos, los hongos pueden ser divididos en 2 grupos:
los hongos macroscopicos (setas, bejines y hongos tipo agalla) y los hongos
microscopicos (mohos y levaduras). Las células de los hongos microscopicos
existen en dos tipos morfolégicos basicos: levaduras e hifas. Los hongos se
encuentran en casi todas partes en la tierra; algunos (los hongos saprofitos) viven
sobre la materia organica en el agua y el suelo, y otros (los hongos parasitos)
viven sobre y dentro de los anim'ales y las plantas. Algunos son dafinos, mientras
que otros son benéficos. Los hongos también viven en muchos materiales
inverosimiles, causando el deterioro de cuero y plasticos y deterioro de
mermeladas, encurtidos, y muchos otros alimentos. Los hongos benéficos son
importantes en la produccién de quesos, cerveza, vino, pan, y otros alimentos; asi
como de ciertas drogas (ej. la droga inmunosupresora ciclosporina) y antibioticos
(ej. la penicilina). En el transcurso del tiempo, mas de 100,000 especies de hongos
han sido reconocidas y descritas. Sin embargo, menos de 500 de estas especies
han sido asociadas con enfermedades humanas, y no mas de 100 son capaces
de causar infeccion en individuos normales. El resto sélo son capaces de producir

enfermedad en huéspedes que estan debilitados o inmunodeprimidos. '

Las micosis superficiales son infecciones producidas por distintos grupos de
hongos patégenos para el hombre, que invaden las estructuras queratinizadas, es
decir estrato cérneo, pelo, uias y/o las mucosas. Estan distribuidos ampliamente
en la naturaleza, pueden vivir en el organismo humano como saprofitos o
parasitos. Solamente algunas especies de hongos conocidos son patégenas para
el ser humano.'®



Las micosis se dividen para su estudio en tres grupos: uno superficiales; dos
subcutaneas, y tres profundas o sistémicas. Las formas superficiales incluyen
aquellas que estan limitadas a la piel, pelo, ufias y/o las mucosas. Son infecciones
muy frecuentes, la mayoria ocurre en todas las edades, algunas son raras en
nifios.°

2.3.1. Dermatofitos

Son un grupo de hongos filamentosos taxonémicamente relacionados que tienen
la capacidad de producir infecciones en la piel, el pelo y las ufias tanto del ser
humano como de los animales. La etimologia del término “dermatofito” es muy
antigua: proviene de los términos griegos derm (que significa piel) y phyte (que
significa planta). Sin embargo, debido a que los dermatofitos no estan
filogenéticamente relacionados con las plantas (como se creia antiguamente),
este término puede considerarse como no adecuado en la actualidad. Los
dermatofitos son hongos queratinoliticos; es decir, tienen la capacidad de digerir
y utilizar la queratina como sustrato. Las infecciones producidas por estos hongos
se denominan dermatofitosis, aunque cominmente también son llamadas ftifias,
término que procede del latin tinea y que significa gusano o polilla. Esta palabra
se usa de forma descriptiva dado el aspecto de serpentina o anular que presentan
las lesiones cutaneas con una apariencia de gusano enterrado en la piel.! A pesar
de que las lesiones se presentan superficialmente en la mayoria de los casos,
eventualmente se pueden dar en tejidos subcutaneos no queratinizados, lo que
da lugar a los llamados granulomas o pseudomicetomas.?

Los dermatofitos son hongos hialinos que forman colonias que presentan en
general colores claros, con gamas de color restringidas a tonos blanquecinos,
amarillentos y marronaceos. Si bien la coloracién de las colonias y su textura
pueden ayudar a identificar estas especies, las caracteristicas microscopicas son
las que determinan su identificacion en la mayoria de los casos.®

2.3.2. Ubicacion taxondmica

Las especies de hongos causantes de dermatomicosis se encuentra dentro del:

Reino :Mycetae
Division :Deuteromycota
Subdivisién :Deuteromicotina
Clase :Deuteromicetes
Orden :Moniliales
Familia :Moniliaceae
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Subfamilia :Trichophytoneae
Género . Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton
Especie . Trichophyton mentagrophytes
:Trichophyton tonsurans
:Trichophyton rubrum
:Microsporum canis
:Microsporum gypseum
:Epidermophyton floccosum
Fuente: Garcia, 1996 Alexopoulus, 1985
2.3.3. Clasificacion de los dermatofitos

Los dermatofitos son un grupo extenso y homogéneo de hongos con
caracteristicas taxonémicas, antigénicas, fisiolégicas y patogénicas similares,
distinguiéndose entre si por sus caracteristicas macroscopicas y microscépicas,
asi como sus propiedades enzimaticas y nutricionales. Se clasifican en tres
generos: uno Trichophyton; dos Microsporum, y tres Epidermophyton.’

e Género Microsporum

Las especies del género Microsporum producen macroconidios en mayor cantidad
que los microconidios. Los macroconidios son multiseptados y pueden tener hasta
quince septos (generalmente son fusiformeé). La pared celular puede ser delgada
0 gruesa y rugosa o lisa. Los microconidios son piriformes y suelen estar
dispuestos bien a cada uno de los lados de las hifas, bien solos.?°

e Género Trichophyton

Este genero produce macroconidios en menor cantidad y microconidios en una
mayor proporcion que el género Microsporum. Los macroconidios son lisos, de
pared delgada y pueden tener hasta once septos; son de paredes delgadas,
_ dispuestos solitariamente o en racimos y'de forma cilindrica o de lapiz. Los

microconidios son piriformes o claviformes.®
o Género Epidermophyton
Los macroconidios son multicelulares, con forma de raqueta y sus paredes son

lisas y delgadas. Este género no produce microconidios, pero forma abundantes
clamidosporas.® '8

2.3.4. Patogénesis de los dermatofitos

Los hongos parasitan las zonas cornificadas y tienen dificultad para multiplicarse
intracelularmente. Las artroconidias se adhieren especificamente a los
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corneocitos (no a células endoteliales), germinan y penetran en el estrato corneo
(Figura 1) formando ramificaciones de hifas como un auténtico micelio.?

La invasion del estrato corneo esta favorecida por las condiciones especificas de
este habitad: células muertas, temperatura inferior a 37°C, humedad adecuada y
aporte suficiente de hierro y otros nutrientes. Los dermatofitos poseen potentes
queratinasas capaces de hidrolizar diversos tipos de queratina, una proteina de
elevado peso molecular con gran cantidad de puentes disulfuro. Los queratinocitos
(Figura 2), son células mas abundantes de la epidermis y las encargadas de
producir queratina, carecen de nucleo y estan llenas de proteinas fibrosas, que
tiende a absorber agua. El resultado final es la formacion de un entramado de
filamentos de queratina y sustancia interfibrilar que constituye la capa cérnea.
Contrariamente a lo que se dice muchas veces, el estrato cérneo no es celular,
sino que esta formado integramente por restos de queratina intracitoplasmatica
restos que se unen en la superficie de la piel después de la muerte de la célula
que la produjo. Estas células muertas aporta el material que constituye una barrera
para la entrada de sustancias nocivas y otros elementos favoreciendo la
colonizacion de los dermatofitos.?® 2!

Todas las queratinasas no son iguales, incluso dentro de un mismo individuo
existen diferencias segln sea la piel, peio o ufias. La queratina del pelo es rica en
cisteina, mientras que la de la piel lo es en metionina. Estas diferencias podrian
ser una explicacion del distinto tropismo que presentan ciertas especies por
colonizar determinados tejidos (Figura 1).%°

Los dermatofitos son un grupo extenso y homogéneo de hongos con
caracteristicas taxonémicas, fisioldgicas antigénicas y patégenas similares, solo
presentan ligeras diferencias nutricionales y enzimaticas.

Para adquirir la enfermedad se precisa contacto con la fuente: suelo o animales,
0 puede transmitirse de una persona a otra por fomites. Tal vez haya
predisposicion genética o resistencia natural a la infeccién, quiza dada por un
factor sérico no bien definido o un antigeno de histocompatibilidad.

En algunas localizaciones actian como factores favorecedores: humedad,
maceracion y traumatismo. No se ha establecido bien la participacion del recambio
epidérmico o de la accion de las queratinasas, ni la influencia del sudor, pero estas
dermatofitosis son mas frecuentes en climas tropicales.

Los dermatofitos inician la infeccion por un fenémeno de adherencia a la capa
cornea, después estos elementos germinan y empiezan la invasiéon de los
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queratinocitos; la infeccion se confina al estrato comeo y los anexos,
excepcionalmente se afecta a la capa granulosa. La colonizaciéon produce una
reaccion del huésped debida a los productos metabdlicos del hongo que actian
como factores de virulencia; las queratinasas o proteasas digieren queratina y
liberan antigenos (glucoproteinas) fungicos; las elastasas estan relacionadas con
enfermedades agudas y lipasas vinculadas con enfermedad crénica.

En algunos pacientes hay reacciones inflamatorias intensas, en otras es minima
e incluso puede haber un comensalismo asintomatico entre hongo y huésped: en
la mayoria la principal caracteristica es un infiltrado linfocitario peri vascular en
dermis superficial, y en fases tempranas de lesiones muy inflamatorias hay
acumulacién peri folicular de neutréfilos; mas tarde, presencia de células gigantes
alrededor de los foliculos destruidos.?® 2!

Figura 1. Estructura de la piel.
El grado de respuesta depende de dos factores:

a. De la especie causal; se ha observado que las cepas de morfologia granular
tienen produccion elevada de enzimas; también es probable que algunas cepas
produzcan sustancias que eliminan las bacterias adyacentes y se sabe que la
produccién de artroconidos se relaciona con la forma parasitaria.

b. Del grado de hipersensibilidad del huésped; incluso se ha propuesto una
actividad reguladora de proteasas, y quiza influya la temperatura y la
localizacion de la enfermedad. Hay respuesta IgG, IgM, IgA e IgE y cierta
evidencia de que los mananos producidas por el hombre suprimen o
disminuyen la respuesta inflamatoria. El desarrolio de inmunidad celular (IC)
correlaciona hipersensibilidad retardada y se asocia con curacion clinica y
eliminacién del dermatofito; mientras que la falta o defectos de la IC
predisponen al huésped a dermatomicosis crénica o recurrente.?
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Queratinocitos

Figura 2. Estructura de los queratinocitos

La infeccion se explica de la siguiente manera: cuando una espora se deposita en
la superficie de la piel, se reproduce en la capa cornea; inicialmente origina una
papula y luego una lesién anular por la extension radiada de los filamentos también
ocurre parasitacion de los vellos y de este modo actia como reservorios. En la
piel cabelluda el hongo se reproduce en la capa cémea y (a nivel del orificio
folicular), penetra e invade: la vaina del pelo se extiende hacia la profundidad sin
sobrepasar la zona queratégena (franja de Adamson) (el crecimiento de hifas y
esporas es en sentido opuesto al crecimiento del pelo); al mismo tiempo se
extiende hacia la parte distal del pelo y lo transforma en un pelo grueso y fragil
que se rompe con fragilidad (pelo tifioso).2% 27

Los artroconidios pueden invadir la vaina del pelo sin destruir la cuticula
(endothrix) o perfoar y alterar esta ultima, produciendo una vaina externa de
conidios (ectoendothrix). En el primer caso el pelo se rompe en la salida del foliculo
y en el segundo, unos cuantos milimetros después de la salida. La relativa
resistencia a la inflamacion pospuberal de tifia capitis se debe a la presencia de
acidos grasos de cadenas largas y cuando la tifia se presenta en adultos, lo hace
de preferencia en edad posmenopausica, seguramente por variaciones
cuantitativas y cualitativas del sebo, en particular de los acidos grasos de cadena
mediana.?

Cuando un dermatofito produce onicomicosis afecta las unas (Figura 3), la ufia es
una lamina plana y convexa que recubre y da proteccién a la pulpa de los dedos.
Esta formado por varias capas de queratina, reposa sobre el lecho epidérmico y
tiene cuatro bordes: 2 bordes laterales que se insertan en los surcos laterales
donde se encuentran los repliegues epidérmicos, el borde distal que acaba en el
borde libre de la uiia y la linea amarilla formada por la sustancia cornea que marca
el principio del borde libre y el borde proximal situado debajo del repliegue de Ia
epidermis donde encontramos la matriz proliferante, zona de origen y produccion
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de las ufias. Las ufias son una subespecializacion de la piel, de hecho comparte
con ella su principal componente: la queratina, la principal diferencia entre la
epidermis y la ufia es el porcentaje de agua, la primera contiene un 85% y la ufia
solo un 12%.%.5

Figura 3. Estructura de la ufia
El dafio que produce el dermatofito es por acciéon enzimatica, se extiende por una
red de tuneles excavados en la queratina dura sin invadir la matriz. El hongo
penetra en los corneocitos o solo los separa mecanicamente. Las hifas se dirigen
hacia la matriz a una velocidad mayor que el crecimiento unguenal en direccion
contraria y la mayoria conserva una posicion transversal.®
En las formas inflamatorias (querion), la intensidad depende del grado de
hipersensibilidad; se establece cierto equilibrio entre huésped y hongo, pero al
final gana el primero al eliminarse el hongo, casi siempre con todo el foliculo piloso.
En pies, la flora bacteriana, {a humedad o la sudoraciéon contribuyen a los
sintomas. La reaccién tipo “ide” se genera por la circulacion de productos
alérgenos, formados a partir de una infeccion primaria a menudo inflamatoria en
cabeza o pies (tricofitides). En las formas profundas el granuloma perifolicular se
origina por la penetracién en la dermis de un pequefio fragmento de pelo
parasitado; para ello casi siempre se requiere un traumatismo o
inmunodepresion.?® 25 27
La incubacién dura dias semanas, en promedio siete a 15 dias. Las
manifestaciones clinicas varian segun ia localizaciéon y depende del agente causal.
Las formas superficiales pueden afectar la piel lampifia, el pelo o las ufias.?
2.3.4. Manifestaciones clinicas
Las dermatofitosis presentan diferentes manifestaciones clinicas dependiendo del
area anatomica afectada y de la especie implicada en la infeccion Clinicamente,
se suele utilizar la palabra latina Tinea seguida de la zona del cuerpo afectada (ej:
Tinea capitis si la infeccion afecta al cuero cabelludo) Un individuo puede estar
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infectado por una o varias especies en varias areas anatémicas correspondiendo

cada foco infeccioso a una inoculacion local .8 20 25

e Tinea capitis, esta dermatofitosis afecta la piel de la cabeza y/o el pelo
principalmente en nifios, aunque los adultos también pueden verse afectados.?’

e Tinea corporis, esta dermatofitosis localizada en el tronco, hombros,
extremidades y cara afecta tanto a nifios como adultos. La lesién tipica se
denomina herpes circinado o Tinea circinada debido al aspecto anular de las
lesiones que forman una circunferencia. Al comienzo de la infeccion, las
lesiones presentan una pequefia placa escamosa que, con el tiempo, se va
extendiendo sobre la piel. La manifestacion clinica de este tipo de Tinea es
variable, por lo que puede confundirse con otras dermatosis.® %

e Tinea unguiun;, reciben este nombre las dermatofitosis localizadas en las ufias
de las manos y pies. El 90% de todas las onicomicosis estan representadas por
este tipo de tinea.® 23 2°

e Tinea pedis; es la infeccién mas comun causada por dermatofitos.?® Afecta a
los espacios interdigitales de los dedos y a la planta de los pies. También
llamada “pie de atleta” debido a su elevada frecuencia entre los deportistas,
probablemente debido al uso frecuente de calzado cerrado. El principal agente
causales T. rubrum.?® Diagnéstico es dificil determinar el patégeno causante
por un examen clinico, siendo importante un apropiado examen de laboratorio
para verificar el diagnéstico.?

Para el diagndstico clinico existen tres métodos que son: el examen directo y

cultivo micolégico. El examen directo solo identifica la presencia de estructuras del

hongo y el diagnéstico definitivo de identificacion se realiza con el cultivo. También
existe el estudio histolégico de la lamina inguinal que no solo demuestra los

elementos flingicos, sino que revela la profundidad de la infeccion.?® 3

2.4. Tratamiento

Los farmacos antifingicos o antimicoticos son compuestos utilizados en el

tratamiento de las infecciones causadas por hongos, al igual que los antibiéticos

y dependiendo de su accion sobre la vida o el crecimiento de las colonias, se les

denomina agentes fungicidas o fungistaticos. Fungicidas con la destruccién total

de los hongos, fungistaticos; inhibiendo el crecimiento de los hongos, aunque

muchas veces esta diferencia es solo cuestién de dosis.®' 32 33

Clasificacion de los antifungicos

a. Poliénicos: Anfotericina B; Nistatina y Natamicina
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b. No poliénicos: Griseoflulvina

'+ Azoles: Miconazol, Ketoconazol, ltraconazol, Fluconazol, Voriconazol
Para uso exclusivamente topica: Biconazol, Clotrimazol, Econazol, Tioconazol y
Terconazol |

d. Alilaminas: Terbinafina y Naftifina.3?

El tratamiento topico es efectivo en la mayoria de las micosis superficiales, en las
formas comunes' y no complicadas, es una excepcion en fiflas con extenso
compromiso, en las micosis del cuero cabelludo y barba, onicomicosis y tifia pedis
cronica se trata con antimicéticos por via sistémica y tépica.®

2.4.1. Alilaminas

Caracteristicas: 'Son compuestos altamente lipofilicos que alcanzan
concentraciones terapéuticas en tejido adiposo, ufas y piel, por lo que estan
indicados principalmente en el tratamiento de las dermatomicosis; son
compuestos con baja toxicidad.*

Mecanismo de accién: Consiste en la inhibicidn de la actividad de la enzima
escualeno epoxidasa, impidiendo la sintesis del lanosterol.®® (actividad
fungistatica). Por tanto, la via enzimatica es bloqueada en un paso anterior al
inhibido por los azoles, como resultado de ello, el escualeno acumulado en la

célula fungica provoca la muerte celular (actividad fungicida).®

Acetil-CoA

X

Escualeno

Escualeno epoxidasa i ——Alilaminas
Lanosterol

4,4—dimetill-lanosterol

o g

14-a- desmetilasa BT —&=Azoles
- Ergosterol

Figura 4. Mecanismo de accién de las alilaminas y azoles

2.4.1.1. Terbinafina
Fue descubierta en 1978. Pertenece al grupo de las alilaminas, cuyo mecanismo

de accién es la inhibicién de la enzima escualeno-epoxidasa, lo que impide la
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sintesis del lanosterol y hace que el escualeno se acumule. La cadena de la
sintesis del ergosterol queda por tanto paralizada en un paso anterior al inhibido
por los antifingicos azélicos y este acumulo del escualeno en el interior de la
célula flngica, parece ser el responsable de la actividad fungicida in vitro frente a
los dermatofitos. La accién inhibitoria de la terbinafina sobre la enzima escualeno-
epoxidasa, es altamente especifica de la célula fungica, no afectando a las células
humanas. Es muy efectiva frente a dermatofitos, moderadamente efectiva frente
a hongos no dermatofitos y poco activa para las levaduras 3> 34

Tras su ingestion oral, la terbinafina se absorbe rapidamente, alcanzando
concentraciones plasmaticas maximas a las dos horas de su administracidon. Es
muy lipofilica, por lo que se fija rapidamente a las proteinas plasmaticas y difunde
por todo el organismo, siendo su vida media de dieciséis horas. A la superficie
cutanea llega por difusién desde los vasos de ia dermis y a través del sebo, donde
alcanza concentraciones muy altas. Se detecta en muestras distales de ufias a
partir de las tres semanas de tratamiento, por lo que parece que al igual que el
itraconazol, se incorpora a la lamina ungueal no sélo desde la matriz, sino también
desde el lecho ungueal. Se metaboliza en el higado y se elimina por orina. Se
administra por via oral y la dosis recomendada es de 250 mg al dia durante dos a
" cuatro semanas en las tifias de piel lampifia y cuero cabelludo y hasta doce meses
en las onicomicosis. Los efectos secundarios son muy escasos: intolerancia
digestiva, alteracion del sentido del gusto o erupciones cutaneas del tipo de
exantema, prurito o eccema. 3%

Cha
R CHs
7

Figura 5. Estructura quimica de la Terbinafina

2.5. Estudios de sensibilidad

Los estudios de sensibilidad a los antiflingicos antiguamente no eran métodos
estandarizados, eran inconsistentes y muy poco reproducibles, ya que hay
muchos factores que influyen en estos ensayos, como el tamafio del indculo, la
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Composicién y pH del medio, formato de la prueba y temperatura de incubacion.
El National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), actualmente
Clinical of Laboratory Standards Institute (CLSI) de Estados Unidos, en el afio
1992 publicé el primer borrador de un estandar para la susceptibilidad de
levaduras, que se basaba en técnicas de macrodilucion y que luego se adapté al
formato de microdiluciéon. Fue aprobado en 1997 para medir las concentraciones
Minimas Inhibitorias de las principales especies de levaduras oportunistas,
demostrando una adecuada reproducibilidad interlaboratorio en diversos estudios
multicéntricos.'?

Para hongos filamentosos los estandares son mas dificiles de estabiecer,
actualmente se :usan como referencia los documentos CLSI M38-A2 y su
contraparte europea. Recién en el documento M38-A2, se dan pautas para el
trabajo con dermatofitos. Estos Ultimos afios se ha logrado establecer también
parametros para la utilizacién de técnicas de disco difusion para la susceptibilidad
antifingica, concretamente el documento CLSI M44-A2 .12 24 |

Esta prueba se basa en la inhibicién del crecimiento flungico, mediante la difusion
de las sustancias activas en un medio sélido y se evidencia por la formacién de
halos claros. El tamafio de la zona de inhibicién se mide para determinar si el
microorganismo inhibido es sensible o resistente (prueba de susceptibilidad) o
para determinar la concentracion del antimicrobiano en el bioensayo. Para poder
realizar estas pruebas es necesario que los antimicrobianos sean capaces de
difundir de forma adecuada a través del agar. Entre las ventajas de este método
se encuentra que la tasa de difusion de cada antifingico en el Agar”, es
generalmente predecible y reproducible. La concentracion de los antifungicos
disminuye exponencialmente difundiendo desde su punto de origen, siendo los
gradientes relativamente estables sobre el periodo de tiempo réquerido para ver

el crecimiento del hongo.' 339
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lil. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion del trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacion, se desarrollé en el laboratorio de
Farmacognosia del Area de Farmacia y en los laboratorios de Microbiologia
seccion de Micologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de agosto a
diciembre del 2013.
3.2. Materiales
3.2.1. Muestra vegetal
500 g de flores de Matricaria chamonilla “manzanilla”, del distrito de Luricocha a
una altitud de 2 580 m.s.n.m. perteneciente a la provincia de Huanta, de la region
de Ayacucho.
3.2,2, Cepas de hongos dermatofitos
Para la evaluaciéon antifungica de la “manzanilla” se utilizaron cuatro cepas de
hongos dermatofitos: Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
Trichophyton tonsurans y Microsporum canis, existentes en el laboratorio de
Microbiologia, los cuales fueron sometidos a su rejuvenecimiento para luego
realizar los ensayos antifungico. |
33, Diseno metodolégico: basico — experimental.
3.3.1. Procedimiento metodolégico pal:a la recoleccion de datos
3.3.1.1. Recoleccién de la muestra
Matricaria chamonilla “manzanilla’, fue recolectada en el Distrito de Luricocha
Provincia de Huanta, Departamento de Ayacucho; en la Ultima semana del mes
de agosto, entre las 6:00 a 7:00 am, antes que los rayos solares iluminen la planta
provocando su transpiracion. Se recolecté la planta entera (hojas, tallo, flores), en
buen estado de conservacion y que hayan alcanzado un buen desarrollo bioldgico.
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En la identificacion botanica se emplearon las hojas, flores y raiz de la muestra, la
cual estuvo a cargo de los especialistas del Herbarium Huamanguensis de la
Faculta de Ciencias Bioldgicas de la UNSCH (Anexo 1)

3.3.1.2. Desecacion y estabilizacion

Las hojas, tallos y flores de la especie vegetal en estudio fueron sometidos a un
tratamiento de limpieza y seleccion para eliminar todo elemento extrafio. Luego
seran separadas las flores y secadas bajo sombra, extendiéndolas
apropiadamente durante 14 dias.

3.3.1.3. Molienda

Las flores se molieron utilizando un mortero de porcelana; obteniéndose un polvo
fino y seco.

3.3.1.4. Preparacion del extracto etandlico

Se utilizé 500 g de flores secas, el material molido se llevé a maceracion en un
frasco limpio y seco durante dos semanas con 2 litros de etanol al 96%, agitando
vigorosamente a diario. Posteriormente se realizé el filtrado del macerado a través
del filtro al vacio utilizando papel Whatman N° 40, finalmente se procedié a la
evaporacién a sequedad en un rotavapor rotatorio BUCHI 3000, y en una estufa
40°C.

3.3.1.5. Tamizaje fitoquimico

Las reacciones de identificacion de los diferentes metabolitos secundarios del
extracto hidroalcohdlico se realizé siguiendo los procedimientos propuestos por
Miranda y Cuellar.“®> #' (Anexo 5)

3.3.1.6. Farmaco de referencia

Diez tabletas Terbinafina de 250 mg, fabricado por Laboratorios Labogen S.A.C.,
N° de lote 107512.

3.3.1.7. Activacion de los hongos dermatofitos

Se conservaron cepas de hongos dermatofitos debidamente identificadas y
clasificadas. La reactivacion se realizé a partir de las cepas originales, se procedio
a repicar en agar Sabouraud contenido en viales, y se dejé incubar a temperatura
de 30°C por 7 dias.

3.3.1.8. Preparacion del inéculo

Se procedi6 a seleccionar las colonias de hongos dermatofitos crecidos en agar
Sabouraud glucosado, las que se transfirieron esporas a un tubo con 5 mL de
caldo Sabouraud, se dejé incubar por 48 horas. Para obtener una turbidez
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opticamente similar al estandar 0,5 de la escala McFarland, se ajust6 con caldo

sabouraud.34 ¥

3.3.2. Determinacion de la actividad antifiingica

La metodologia que se empleé para la determinacion de la actividad antifliingica

se basa en el método de “difusion en agar’. Se basa en la inhibicion del

crecimiento fangico, mediante la difusion de las sustancias activas en un medio

solido lo que evidencia con la formacién de los halos de inhibicion; de forma que

cuando mas susceptible sea el hongo frente a los tratamientos, mas amplia sera

la zona de crecimiento inhibido 39 46

Procedimiento

El medio Agar Sabouraud Glucosado (ASG), previamente reconstituido,
esterilizado y enfriado, se agregé cloranfenicol, para evitar el crecimiento de
bacterias previo al plaqueo.

Se ariadioé 20 mL de medio de cultivo por cada placa Petri de vidrio esteéril.
Una vez solidificado, se hicieron pozos con la ayuda de un sacabocado de
acero de 11 mm de diametro externo, en cada placa se hizo 3 pozos
equidistantes.

Se inoculd las diferentes cepas de los hongos dermatofitos, se sembrd por
agotamiento en toda la superficie, usando un hisopo estéril, las diferentes
suspensiones de esporas se inoculd haciendo un extendido en toda la
superficie del medio de cada placa, y se dejé secar por 5 minutos.

Se agreg6 1 mL de los extractos a concentraciones de 5%, 10%, y 20% en los
pozos, se dej6é reposar por 5 minutos a temperatura ambiente y se llevd a
incubar a 30°C de 7 a 14 dias.*

3.3.2.1. Tratamientos

[ ]

Grupo I: Tratado con extracto al 5% de la concentracion.
Grupo lI: Tratado con extracto al 10% de la concentracion.
Grupo llI: Tratado con extracto al 20% de la concentracion

Grupo IV: Control positivo tratado con Terbinafina.

3.3.2.2. Lectura e interpretacion de los resultados

Se observo las zonas de inhibicion (halos) y se mide los diametros en milimetros

(mm). Se considera que tiene una actividad antifingica significativa a un halo de

inhibicién mayor a 18 mm.%

Para el célculo del porcentaje de inhibicién se uso la siguiente férmula:
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anois sriihiteal, = Didmetro del halo de inhibicién de la muestra 5% 100
AR SEIHERD, = Diametro del halo de inhibicién del control

3.3.2.2. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se colocd 1 mL del extracto en el primer tubo de la serie de diluciones. En cada
uno de los tubos restantes se afiadié 1 mL de caldo nutritivo. Con una pipeta estéril
se transfirié 1 mL del primer tubo al segundo. Después de mezclar el contenido
del segundo tubo, se transfirié 1 mL con una pipeta diferente (en esta transferencia
y en todas las sucesivas) al tercer tubo. El proceso continiia hasta el penuitimo
tubo, al que se le quita 1 mL, que se descarta. El ultimo tubo no recibe el extracto
y sirve de control de crecimiento. Las concentraciones finales del extracto en esta
prueba son iguales a la mitad de la serie inicial de dilucion, debido al agregado de
una concentracion igual de indculo en el caldo. Se prepara el inéculo de
Trichophyton mentagrophytes que contenga 105 a 106 UFC/mL ajustando la
turbidez de un caldo de cultivo al estandar y diluyendo en caldo. Afadir a cada
tubo 1 mL del indculo ajustado. Incubar los tubos a 35°C entre 3 a 7 dias, como
se muestra en el Anexo N° 5.

Tabla 1. Concentraciones decrecientes de las diluciones de los extractos

etandlicos de las flores de Matricaria chamonilla “manzanilla” en (mg/mL).

Tubos 5% 10% 20%
1 6250 12,5 25

2 3125 6,25 12,5
3 1563 3,125 6,25
4 0,782 1,563 3,125
5 0,391 0,781 1563
6 0,195 0,391 0,781
7 0,098 0,195 0,391
8 0,049 0,098 0,195
9 0,024 0,049 0,098
10 0,012 0,024 0,049
1 0,006 0,012 0,024
12 0,003 0,006 0,012
13 0,0015 0,003 0,006
14 0,0008 0,0015 0,003

24



3.3.2.3. Lectura de los resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI) e interpretacion de resultados

Se observo el crecimiento del hongo mediante la aparicién de turbidez en el medio,

o mediante cambio de coloracion. Por lo que el punto final de la CMI, se definié a

simple vista por la falta de turbidez (crecimiento del hongo) en el caldo, para ello

se comparara el tubo con el control de crecimiento. La concentracion minima

inhibitoria (CMI) es la menor concentracion de antimicético capaz de inhibir el

crecimiénto, anotando la concentracion del tubo.

3.3.2.4. Determinacion de la Concentracion Minima Fungicida (CMF)

Para determinar la Concentracion Minima Fungicida (CMF) se determiné a partir

de la Concentracion Minima Inhibitoria de la siguiente manera:

Procedimiento

e Una vez observado la turbidez (crecimiento del hongo) a simple vista, al
determinar la CMI; se procedié a sembrar, los caldos no turbios (no hay
crecimiento del hongo) en las placas con agar Sabouraud.

e Posteriormente se incub6 a 30°C por 4 a 7 dias. (Anexo 9).

3.3. Analisis de datos

Los resultados se procesaran comparativamente en cuadros y graficos

estadisticos y fueron sometidos al analisis de varianza (ANOVA) que permitié

determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas. Las

diferencias intergrupos se analizaron por la prueba de Tukey, para el estudio se

utilizé un nivel de confianza p<0,05; el software estadistico SPSS version 20,0.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de Matricaria

chamonilla “manzanilla” recolectada en el distrito de Luricocha, provincia de

Huanta de la region de Ayacucho 2013.

LEYENDA:
(+++) Abundante
(++) Moderado
(+) Leve

Metabolito Resultado Observacion
Dragendorff  Alcaloides + Precipitado
; Lactonas y/o ;

Bajet cumarinas == Rojo
Shinoda Flavonoides +++ Rojo
Borntrager Quinonas ++ Rojizo
Espuma Saponinas + Espuma
Cloruro Taninos ylo -+t Verde-
férrico fenoles azulado

; . Verde
Catequinas  Catequinas  ++ 2 ee——

o Aminoacidos -

Ninhidrina ibres ++ Violeta
Liebermann- ;}r;terpenos . Verde
Burchard eatoroides oscuro.
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Figura 6. Valores promedio de los halos de inhibicién (mm) del extracto etanolico
de las flores de Matricaria chamonilla “manzanilla” de concentraciones: 5%, 10%
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Ayacucho 2013.
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria y concentracién minima fungicida del
extracto etandlico de las flores de Matricaria chamonilla “manzanilla”. Ayacucho-
2013.

Tubos 5% 10% 20%

1 6250 S 125 S 25 S

2 3125 S 625 S 125 S

3 1663 S 3,126 S 625 S

4 0,782 S 1,563 S 3,125 S

5 0,391 S 0,781 S 1563 S

6 0,195 S 0,381 S 0,781 S

7 0,098 S 0,195 S 0,391 S

8 0,049 S 0,008 S 0,195 S

9 0,024 S(CMF)y 0,049 S 0,098 S

10 0,012 R(CMI) 0,024 S(CMF) 0,049 S

11 0,006 R 0,012 R(CMI) 0,024 S(CMF)
12 0,003 R 0,006 R 0,012 R(CMI)
13 0,0015 R 0,003 R 0,006 R

14 0,0008 R 0,0015 R 0,003 R
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V. DISCUSION

La incuestionable necesidad de utilizar productos naturales en el tratamiento de
- diferentes enfermedades, constituyen en la actualidad un desafio en la medicina
y se ofrece como una alternativa, especialmente en aquellas enfermedades en la
que no existe un tratamiento adecuado y un periodo de tratamiento largo. Sin duda

el reino vegetal es el que ofrece mayor diversidad de sustancias.”

Los compuestds derivados de plantas son de interés en este contexto porque ellos
comprenden sustitutos mas seguros o mas eficaces que los agentes
antimicrobian_os producidos sintéticamente,' los cuales podrian servir como buenos
candidatos para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos (antifungicos en
particular) que aporten ventajas apreciables respecto a los actuales farmacos;
debido a que globalmente las plantas producen mas de 100000 productos
naturales de bajo peso molecular, también conocido como metabolitos
secundarios.®

El-papel cada vez mas importante de los hongos dentro de las enfermedades
infecciosas humanas, ha ejercido una fuerte influencia sobre la investigacién y el
desarrollo de nuevos y variados farmacos, con un mayor espectro de accion y
menor toxicidad que los actuales. El aumento de las infecciones por hongos, unida
a la resistencia que han empezado a tener estos agentes a los antimicoticos, han
llevado a una constante busqueda de alternativas terapéuticas eficaces que
puedan brindar mas y mejores opciones en las farmacopeas actuales.?® 3

En la presente investigacion se buscé determinar si el extracto etandlico de las
flores de Matricaria chamonilla “manzanilla” tiene actividad antifungico in vitro
sobre hongos dermatofitos, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
Trichophyton tonsurans y Microsporum canis, lo cual quedo demostrado, la
‘existencia de un efecto antifingico segun los resultados obtenidos; ademas se
encontré diferencia significativa con respecto al tamario del halo de inhibicion de
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las distintas concentracién del extracto de las flores de “manzanilla” que fueron

utilizados.

La Matricaria chamonilla “manzanilla” es una de las plantas medicinales mas
utilizadas en la medicina popular, el extracto acuoso de la “manzanilla” ha sido
utilizado para curar varias dolencias, como insomnio, ansiedad, disturbios
gastrointestinales, Ulceras, entre otros.** Mas de 100 metabolitos estan
mencionados como componentes de la planta, los estudios farmacolégicos
muestran que el bisabolol, sesquiterpeno presente en su composicion, tiene
accién antiinflamatoria, previene el desenvolvimiento de ulceras gastricas,
propiedades antibacterianas y antifungicas.* ® Alta concentracion de alfa-bisabolol
presente en el aceite de “manzanilla” parece estar relacionada con sus actividades
farmacolégicas, presentando actividad antibacteriana, antifungica
antiinflamatoria y antiulcerosa.'®

Al analizar los resultados del tamizaje fitoquimico, se observan los diferentes
metabolitos secundarios presentes en el extracto de Matricaria chamonilla
“‘manzanilla” (Tabla 2). Este estudio comprendié un conjunto de ensayos y
técnicas sencillas, que aunque no brindan los resultados concluyentes, debido a
diversos factores influyentes, si nos dan una idea general sobre su composicién
quimica de la planta. Destacando la presencia de: lactonas, cumarinas,
triterpenos, esteroides, fenoles, flavonoides, quinonas, azucares reductores,
antocianinas, saponinas antocianinas y catequinas; corroborados por Cruz?®
resultados que nos hacen suponer que estos metabolitos secundarios ya sean de
manera independiente o posiblemente al efecto sinérgico entre ellos, son los

responsables de la actividad antiflingica a través de diferentes mecanismos.®

En la Figura 6. Se observa los extractos de concentraciones 5%, 10% y 20%,
muestran promedios de halos de inhibicidn crecientes segtin la concentracion del
extracto, mostrando mejor sensibilidad a los hongos dermatofitos la concentracion
de 20%, siendo estos promedios : Trichophyton mentagfophytes 22,4 mm,
Trichophyton tonsurans 18,1 mm, Trichophyton rubrum 17,9 mm y Microsporum
canis 18,8 mm respectivamente, siendo valores menores a la terbinafina a
excepcion de Trichophyton mentagrophytes que muestra un promedio de 22,4 mm
que es ligeramente superior que el control positivo que tiene un promedio de halo -
de inhibicién de 21 mm, habiendo diferencia entre los tratamientos ensayados (p
<0,05) a un nivel de confianza del 95% (Anexo 10); Se realizé las comparaciones
multiples de las medias de los halos de inhibicion con la prueba de Turkey (Anexo
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11), basado en el grado de parecido existente entre sus medias, Trichophyton
tonsurans; Trichophyton rubrum y Microsporum canis tienen similitud en el
promedio de las medias, mientras que el Trichophyton mentagrophytes tiene
similitud en el promedio que la Terbinafina.

Estos resultados permiten comparar la diferencia existente entre géneros y
especies de dermatofitos basados en las caracteristicas macroscépicas de las
colonias y en la morfologia microscépica.

Los resultados obtenidos tienen similitud por lo reportado por Limachi'® que
reporta, en su trabajo valores promedios de halos de inhibicién que permiten una
comparacién multiple de cepas de hongos dermatofitos, indicando asi que existe
diferencia significativa en cuanto al tamario del halo de inhibicién entre cada cepa
de hongo siendo el Microsporum gypseum el que produce mayor halo de inhibicién
22,22 mm seguido por el Microsporum canis con un promedio de 19,61 mm, y el
Trichophyton mentagrophytes con 19,39 mm.

Costo’, contrariamente reporta el efecto inhibitorio de la infusién de Matricaria
chamonilla “manzanilla” sobre el crecimiento de microorganismos cariogenicos ,
Lactobacillus acidophilus y Streptococcus mutans in vitro; demostré que la
concentracion al 5% estimula el crecimiento del Streptococcus mutans e inhibe el
crecimiento del Lactobacillus acidophilus, la concentracion al 10% obtuvo mayor
efecto inhibitorio para los dos microorganismos estudiados, la concentracion al
20% tuvo menor efecto inhibitorio que la concentracién al 10%.” Estos resultados
se pueden deber al tipo de extraccién, ya que la manzanilla tiene aceites
esenciales y el extracto etandlico arrastra mayor cantidad de metabolitos
secundarios en comparacion con la infusiéon de la planta.*

En la Figura 7. Los porcentajes de inhibicién de las concentraciones 5%, 10% y
20% fueron 44,3% para la concentraciéon 5% del extracto, 72% para la
concentracién 10% del extracto, y 107% para la concentracion del 20% del
extracto, esta ultima concentracion muestra un mayor porcentaje de inhibicién en
cepas de Trichophyton mentagrophytes respecto a la terbinafina. Al realizar el
analisis de varianza (Anexo 12), presenta un valor estadisticamente significativa
entre los tratamientos con una (p <0,05) a un nivel de confiania del 95%; donde
los tratamientos difieren significativamente, es decir no tienen el mismo
comportamiento inhibitorio.

Estos resultados tienen similitud en cuanto al trabajo realizado por Gémez*®, en la
que reporta que los geles de extracto hidroalcohdlico de Matricaria chamonilla
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“manzanilla” de las concentraciones 15% y 20% no presentaron actividad
antimicética, mientras que para el 25% del gel presento efecto antimicético, ya que
desaparecieron las manifestaciones clinicas mostrados por los cobayos. Concluye
que tiene actividad antimicética para el dermatofito evaluado “Trichophyton
mentagrophytes” * | '

Asi mismo los resultados anteriores también contrastan con los reportes de Cruz®,
donde reporta que el extracto fluido de “manzanilla, “matico” y “marco” al 25%, gel
fluido, mostraron actividad antimicética frente a candida albicans ATCC 10231.°
Por otro lado Colella®, reporta la inhibicion del crecimiento de los dermatofitos
expuestos al aceite esencial, a concentraciones 2,5 a 80 pg/mL en el intervalo de
3,24 a 68,15% para Microsporum gypseum, 24,48 a 100% para M. canis, 11,40
96,65% para Trichophyton mentagrophytes, 27,79 a 100% para T. rubrumy 45,73
a 100% para T. tonsurans.® Lo cual demuestra que existe una mejor respuesta al
tratamiento, usando el aceite esencial y no el extracto hidroalcoholico. Son
fungistaticos a bajas concentraciones mientras que a concentraciones mas
elevadas se comportan como fungicidas por accidén directa sobre la membrana
celular del hongo.3®

En cuanto al farmaco utilizado, se pudo demostrar que [a Terbinafina utilizada
como el control, tiene una buena sensibilidad a los dermatofitos, menciona que la-
mayor sensibilidad in vitro alcanzada por los dermatofitos fue la Terbinafina,
seguida por la Griseofulvina e ltraconazol.®® La Terbinafina es un medicamento ~
considerado como una excelente herramienta contra los dermatofitos tanto por su
sensibilidad in vitro como por la respuesta clinica demostrada. El estudio de
Ghannoum et al reporté un rango<0,001-0,004 pg/mL (media de 0,012 y MICqo:
0,002 pg/mL) *

La concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Fungicida
(CMF), realizado mediante el método de dilucién en caldo, fue demostrada a
concentraciones de 5%, 10% y 20%, presentando 0,012 mg/ml y 0,024 mg/ml
respectivamente (Tabla 3).

El tratamiento de las infecciones causadas por dermatofitos ha ido evolucionando
en las ultimas décadas. Ello se debe, no sélo a la aparicion de posibles
resistencias frente a alguno de los antifingicos ya conocidos. El cual conllevaria
secundariamente al aumento en la incidencia de estas infecciones; Amoldo® ef a/
realizaron la investigacion de la solucién de manzanilla sobre candidiasis genital,

determinaron que los componentes mas importantes de la manzanilla son la
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camazuleno, el a-bisabolol y los éxidos de bisabolol, los cis- y trans éteres asi
como los derivados de la flavona y cumarina El a-bisabol acttia como fungicida en
una concentracion de 1000 pg/mL después de un contacto de treinta minutos
mientras que los éteres en la misma concentracion empiezan a actuar después de
un contacto de cuarenta mas graves y con manifestaciones clinicas atipicas en
pacientes sometidos a alguna inmunodepresion. Para estos casos es necesario el
empleo de antifungicos mas potentes. La Terbinafina ha demostrado una
excelente actividad en aquellos procesos en los que por su gravedad necesitaron
ser tratados de forma mas agresiva. Sin embargo, pocos son los estudios en los
que se ha probado su actividad in vitro frente a hongos dermatofitos.**

Actualmente, no existe método estandarizado para determinar la sensibilidad
antifingica frente dermatofitos. En nuestro estudio la técnica de los pozos de
difusién, una técnica similar a la de los discos de difusion, la cual permite utilizar
los antifingicos a evaluar en su presentacién comercial, mostré ser una posible
opcidn adicional. Sin embargo, se requieren mas estudios en los cuales se utilice
los mismos parametros que se usaron en este trabajo, el cual fue un ensayo, para
determinar si realmente esta es una técnica efectiva para realizar la
susceptibilidad antifungica de los dermatofitos. Ademas, se necesitan estudios de
correlacién “in vitro” e “in vivo”, indispensables para la prediccion de la respuesta

clinica ante un tratamiento.
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VI. CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico de las flores de Matricaria chamonilla “manzanilla”
tiene actividad antifingica frente a dermatofitos.

2. El extracto etandlico de las flores de Matricaria chamonilla “manzanilla” al
20% presentd mayor actividad antifungica, respecto a las demas
concentraciones, con halos de inhibicion de T. mentharophytes de 22,4
mm; T. rubrum 17,9 mm; M. canis 19 mm y T. tonsurans 18,1 mm
respectivamente, la Terbinafina presentdé 21 mm ligeramente inferior al
promedio presentado por T. mentharophytes.

3. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima
Fungicida (CMF) del extracto etantlico de Matricaria chamonilla
“manzanilla” fue 0,012 mg/mL y 0,024 mg/mL respectivamente frente a un
hongo dermatofito (7. mentharophytes).
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Aislar los principios activos que le confiere la actividad antifingica a
Matricaria chamonilla “manzanilla® para un mejor estudio y elaboracion de
una forma farmacéutica.

2. Realizar bicensayos en animales de experimentacion para determinar la
toxicidad de Matricaria chamonilla “manzanilla”.

3. Elaborar formas farmacéuticas con la Matricaria chamonilla para probar su
actividad.
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Anexo 1.
Certificado de la identificacion de la planta Matricaria chamonilla
“manzanilla”. Ayacucho-2013.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Diana, MERCADO MANCCO, ha
salicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacién
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN 2 ASTERALES
FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO i Matricaria

ESPECIE : Matricaria recutita L.
SINONIMIA : Matricaria chamonilla
N.V. : “manzanilla®

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 20 de Mayo del 2013
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Anexo 2.

Recoleccion de la- “manzanilla” en el distrito de ‘Luricocha, provincia de
Huanta, .region de Ayacucho." Planta entera y seleccion. de las flores.
Aacucho-2013 _
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Anexo 3.

Esquema de la obtencién del extracto etandlico de las flores de Matricaria
chamonilla “manzanilla" del distrito de Luricocha provincia de Huanta de la
regién de Ayacucho-2013.

[ Manzanilla ]
| = Recoleccion y determinacion
taxonomica
r Seleccion de flores ]
L
Molienda

Maceracion en alcohol etilico
de 96° Agitacion constante

Filtrado

[ Tintura madre J

\ :
( Evaporacion del solvente J—) Llevar a la estufa a 40°C

v

{ Extracto seco ’
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Anexo 4.

Flores secas de “manzanilla”, maceracion, filtrado, tintura madre,
concentracion y optencion del extracto seco. Ayacucho-2013.
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Anexo 5.

Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las flores de Matricaria
chamonifla “manzanilla”. Ayacucho-2013.

Leyenda:
Dragendorff (1), Mayer (2), Baljet (3), Bortrager (4), Lieberman-Burchard (5), Catequinas (6), Resinas (7),
Benedict (8), Ninhidrina (9), Cloruro férrico (10), Espuma (11), Shinoda (12), Antocianidinas (13).
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Anexo 6.

Prueba de sensibilidad por difusion en agar del extracto etandlico de las
flores de Matricaria chamonilla “manzanilla” en cepas de hongos
dermatofitos. Ayacucho 2013.

Rejuenecimiento de hongos |  Preparar fa solucién MREYid
dermatofitos diluciones de fas flores de “manzanilla

Preparar el medio de cultivo
¢on 20mL Agar Sabouraud,

-aN Luega de 15 segundos agregar
IR ¢! inoculo conteniendo el hongo
dermatofito

excavaciones con un
sacabocados.

Inocular las diferentes
concentraciones del extracto en
las excavaciones

Incubar a temperatura de 25°C
por 7-15 dias.

Determinar el porcentaje de
inhibicion.
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Anexo 7.

Esquema del procedimiento para determinar la CMI y CMF del extracto
etanélico de las flores de Matricaria chamonilla “manzanilla® sobre
hongos Dermatofitos. Ayacucho-2013.

:

Extracto etanélico de lldeeuMonuhiﬁvoddmbolalM.
“manzanilla.”
%1 L0 10 10 10 10 10 m,_ommmuum!,,
Lo\mmﬂﬂﬂﬂﬂ nn NN o™

]

TTLEER TR

1 2 3 4 s 6 1 8 9 10 n
Estandarizar %
Cultivo de hongos dermatofitos 0.5 Mc Farland

1 mL del inécalo.

i 2 3 4 s 6 3 g 9 W nm B u )
I
000,

Incobar por 24 horas.
P2 3 4 5 6 9 g 9 10 n 12 B M
Incubar por 7 dias.

GETRRABETIEATR,
 AT—
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Anexo 8.

Halos de inhibicion del extracto etandlico de las flores de Matricaria
chamonifla “manzanilla” en cepas de hongos dermatofitos. Ayacucho 2013.
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Anexo 9.

Concentracion minima inhibitoria (CMI) y (CMF) del extracto etandlico de las
flores de Matricaria del chamonilfa “manzanilla” en cultivo de trichophyton
mentagrophytes. Ayacucho 2013.

L A ek e e s L T
_L,,gmmugmnﬁ vl o B
[
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Anexo 10

Analisis de varianza del promedio de los halos de inhibicién en las diferentes
cepas de hongos dermatofitos al 20% de concentracion del extracto
etandlico de las flores de Matricaria chamonilla. Ayacucho 2013.

CV. 11%
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
inter-grupos 77,860 4 19,465 17,000 ,000
Intra-grupos 22,900 20 1,145
Total 100,760 24
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Anexo 11

Prueba de comparaciones muiitiples de Tukey, respecto al promedio de los
halos de inhibicién segin la especie de hongos dermatofitos. Ayacucho-
2013.

HSD de Tukey, CV. 11%

N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

Trichophyton rubrum 5 17,9

Trichophyton fonsurans 5 18,1

Microsporum canis 5 18,8

Terbinafina 5 21,0
Trichophyton

mentagrophytes > 224

Sig. 677 272

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 5.000.
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ANEXO 12

Andlisis de varianza del halo de inhibicion segin la concentracion del
extracto etandlico de las flores de Matricaria chamonilla “manzanilla” en
cepas de hongos dermatofitos Ayacucho 2013.

Suma de Media F S
cuadrados Y cuadratica 9
bter- 7702742 3 2567581 54411 000
Qgrupos
N peoes 12 47489
grupos

Total 8,269,009 15
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ANEXO 13.

Matriz de consistencia

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES MARCO TEORICO METODOLOGIA
Actividad iTendra Objetivo general El extracto Variable La Matricacaria chamonilla” manzanilla”, es una  Tipo de investigacion:
antifingica  in  actividad «Evaluar la actividad etandlicode las  independiente planta anual, herbécea, muy ramificada, que puede  Basica — experimental.
vitro del antifingica jn antifungica in vitro del flores de *El extracto alcanzar t'°‘; :50 Gt e 3“‘:"’-5!' pincipal - Muestra: 500 mg de flores
extracto vitro del extracto  €Xtracto etandlico de las Matricaria etanélico de fas e i :onamom:a?:i?:é 4% S compeaiaan de manzanilla,
etandlico de las gtanélico de las flores  de  Matricaria chamonilla flores de Matricaria gs muy compleja siendo s'us'elementg: mas Cepas de hongos
flores de flores de chamonilla  “manzanilla® ‘manzanilla® chamonilla importantes el camazuleno y el L-bisabolol, y a dermatofitos:

Matricaria Matricaria frente a Dermatofitos. tiene actividad “manzanilla’ diferencia de otros aceites esenciales es de color /mentagrophytes,

chamonilla chamonilla Objetivos especificos: antifingica sobre  Indicadores azul. Otros componentes de la manzanilla son Trichophyton rubrum,
“manzanilla” “manzanilia” sIdentificar los metabolitos cepas de hongos * Concentraciones  flavonglucdsidos y la cumarina, aunque solo la  Trichophyton fonsurans y
frente a frente a secundarios presentes en dermatofitos. 5%, 10% y 20% del ~ conjugacion de todos los elementos es la que Microsporum canis.
Dermatofitos Dermatofitos ™7 €l extracto etandlico de las extracto etandlico ~ Produceel °°“°°’dl° ffem Determinacion de |la
Ayacucho-2013. flores de  Matricaria de las flores de Propiadades mudicinsles. actividad antifing

chamonilla "“manzanilla”.

*Determinar la
concentracién minima
inhibitoria y la
concentracién fungicida
minima del extracto
etandlico de las flores de
Matricaria chamonilla
“manzanilla” en cultivos de:
Trichophyton
mentagrophytes,
Trichophyton rubrum,

Trichophyton tonsurans y
Microsporum canis.

Matricaria
chamonilla
“manzanilla’
Variable
dependiente
*sensibilidad
antifingica.
Indicadores
*Halo de inhibicion
*CMI y CMF

Posee una accién antibiética, antimicrobiana (sobre
todo frente al estafilococo) y antifingica (candida).
Por via oral se le atribuye propiedad anticatarral,
antiemética, antiinflamatoria, aromética, calmante,

carminativa, depurafiva, diurética, emoliente,
espasmolitica,
Dermatofitos
Son un grupo de hongos filamentosos

taxonémicamente relacionados que tienen la
capacidad de producir infecciones en la piel, el pelo
y las ufias tanto del ser humano como de los
animales

Terbinafina

Pertenece al grupo de las alilaminas, cuyo
mecanismo de accién es la inhibicién de la enzima
escualeno-epoxidasa, lo que impide la sintesis del
lanosterol y hace que el escualeno se acumule. La
cadena de la sintesis del ergosterol queda por tanto
paralizada en un paso anterior al inhibido por los
antifungicos azdlicos y este acumulo del escualeno
en el interior de la célula fungica, parece ser el
responsable de la actividad fungicida in vitro frente
a los dermatofitos.

La actividad antifiingica fue
determinado mediante la
técnica de difusién en agar,
en la que se observa los
halos de inhibicion del
extracto y el control para
determinar si es sensible o
resistente al tratamiento.
Analisis estadistico

Se evaluara la existencia de
diferencias significativas de
los diferentes tratamientos
usando el andlisis de
varianza seguido de la
prueba de Tukey con un
nivel de confianza del 95%.
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Actividad antifungica in vitro del extracto
etandlico de las flores de Matricaria chamonilla

“manzanilla” frente a Dermatofitos. Ayacucho -
2013.

Diana Mercado Mancco ' y Serapio Romero Gavilan.!
'Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
RESUMEN

La creciente incidencia, de las infecciones flingicas, y el incremento de resistencia a los
tratamientos convencionales, ha despertado el interés por mejorar el conocimiento que se
tiene acerca de las micosis y las posibilidades de nuevas terapias, concentrindose en la
prueba de sensibilidad in vitro. Por esta razén el objetivo general de éste estudio, es
determinar la actividad antifiingica in vitro del extracto etandlico de las flores de Matricaria
chamonilla “manzanilla” frente a dermatofitos, desarrollado en los laboratorios de
Farmacognosia y Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, durante los meses de agosto a diciembre del 2013.
La muestra fue recolectada en el distrito de Luricocha provincia de Huanta de la region de
Ayacucho. Al extracto etandlico de las flores, se le realizd el tamizaje fitoquimico. Los
metabolitos presentes en el extracto etandlico fueron: flavonoides, triterpenos, esteroides,
saponinas, fenoles, taninos, quinonas y catequinas.,

La actividad antifingica se evalué a concentraciones de 5%, 10%, y 20% mediante el método
difusién en agar, la determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) por
dilucion en caldo y la Concentracién Minima Fungicida. Las cepas de hongos con las que se
trabaj6 fuerdn: Trichophyton mentharophytes, Microsporum canis, Trichophyton tonsurans, y
Trichophyton rubrum.

La concentracion del 20% presentdé mejor actividad antifingica respecto a las demas
concentraciones con halos de inhibicion de T. mentharophytes 22,4 mm; T. rubrum 17,9 mm;
M. canis 18,8 mm y T. tonsurans 18,1 mm respectivamente, superior a la Terbinafina que
presenté 21 mm. El andlisis estadistico mostré diferencias significativas en los diferentes
tratamientos (p < 0,05). La CMI y CMF fué 0,012 mg/mL y 0,024 mg/mL respectivamente.

Palabras clave: Actividad antifingica, Matricaria chaminilla “manzanilla”, dermatofitos.
SUMMARY.

The increasing incidence of fungal infections, and increasing resistance to conventional treatments,
has sparked interest in improving the knowledge we have about the fungal infection and the
potential for new therapies, focusing on in vitro susceptibility testing. Therefore the overall
objective of this study is to determine the in vitro antifungal activity of ethanol extract of the
flowers of Matricaria chamonilla "manzanilla" against dermatophytes, developed in the
laboratories of Pharmacognosy and Microbiology, School of Biological Sciences, University
Nacional de San Cristobal de Guamanga during the months of August to December 2013. The
sample was collected in the district of Luricocha Huanta of the Ayacucho region. When ethanol
extract of flowers was performed phytochemical screening. The metabolites present in the ethanol
extract were flavonoids, triterpenes, steroids, saponins, phenols, tannins, quinones and catechins.
The antifungal activity was evaluated at concentrations of 5%, 10% and 20% using the agar
diffusion method, determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) by broth dilution
and Minimum Fungicide Concentration. Mentharophytes Trichophyton, Microsporum canis,
Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum: Fungal strains with which they were worked.

The concentration of 20% showed better antifungal activity compared to other concentrations with
inhibition halos 7. mentharophytes 22,4mm; T. rubrum 17,9 mm; M. canis and T. tonsurans 18,8
mm 18,1 mm respectively, higher than that presented Terbinafine 21mm. Statistical analysis
showed significant differences in the different treatments (p <0,05). The MIC and MFC was 0,012
mg / mL and 0,024 mg / mL respectively.

Key words: antifungal activity, Matricaria chaminilla "manzanilla" dermatophyte
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del trabajo de investigacién

El presente trabajo de investigacion, se
desarrolld. en el  laboratorio  de
Farmacognosia del Area de Farmacia y en
los laboratorios de Microbiologia seccion de
Micologia de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de
San Cristobal de Huamanga, durante los
meses de agosto a diciembre del 2013.
Materiales

Muestra vegetal

500 g de flores de Matricaria chamonilla
“manzanilla”, del distrito de Luricocha a una
altitud de 2 580 m.s.n.m. perteneciente a la
provincia de Huanta, de la region de
Ayacucho.

Muestra bioldgica

Se utilizaron cuatro cepas de hongos
dermatofitos: Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton rubrum, Trichophyton
tonsurans y Microsporum canis, existentes
en ¢l laboratorio de Microbiologia, los
cuales fueron sometidos a su
rejuvenecimiento para luego realizar los
ensayos antifiingico.

Disefio metodolégico: Bisico-experimental.
Procedimiento metodolégico para la
recoleccién de datos.

Recoleccion, seleccion y secado de la
muestra

Matricaria chamonilla ‘“manzanilla”, fue
recolectada en el Distrito de Luricocha
Provincia de Huanta, Departamento de
Ayacucho; Se recolecté la planta entera
(hojas, tallo, flores), en buen estado de
conservacion y que hayan alcanzado un buen
desarrollo bioldgico.

En la identificacion botdnica se emplearon
las hojas, flores y raiz de la muestra. La cual
estuvo a cargo de los especialistas del
Herbarium Huamanguensis de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la UNSCH.

Las hojas, tallos y flores de la especie
vegetal en estudio fueron sometidos a un
tratamiento de limpieza y seleccion para
eliminar todo elemento extrafio. Luego serdn
separadas las flores y secadas bajo sombra,
extendiéndolas apropiadamente durante 14
dias. Las flores se molieron utilizando un
mortero de porcelana; obteniéndose un
polvo fino y seco.

Preparacion del extracto etanélico

Se utilizd 500g de flores secas, el material
molido se llevé a maceracién en un frasco
limpio y seco durante dos semanas con 2
litros de etanol al 96%, agitando
vigorosamente a diario. Posteriormente se

realiz6 el filtrado del macerado a través del
filtro al vacio utilizando papel Whatman N°
40, finalmente se procedié a la evaporacion
a sequedad en un rotavapor rotatorioc BUCHI
3000, y en una estufa 40°C.

Tamizaje fitoquimico

Las reacciones de identificacion de los
diferentes metabolitos secundarios del
extracto hidroalcohdlico se realizo siguiendo
los procedimientos propuestos por Miranda
y Cuellar.***!

Féarmaco de referencia

Diez tabletas Terbinafina de 250 mg,
fabricado por Laboratorios Labogen S.A.C.,
N° de lote 107512.

Activacién de los hongos dermatofitos

Se conservaron cepas de  hongos
dermatofitos debidamente identificadas y
clasificadas. La reactivacién se realizdé a
partir de las cepas originales, se procedié a
repicar en agar Sabouraud contenido en
viales, y se dejé incubar a temperatura de
30°C por 7 dias.

Preparacion del inéculo

Se procedié a seleccionar las colonias de
hongos dermatofitos crecidos en agar
Sabouraud  glucosado, las que se
transfirieron esporas a un tubo con 3mL de
caldo Sabouraud, se dejé incubar por 48
horas. Para obtener una turbidez
opticamente similar al estdndar 0,5 de la
escala Mc Farland, se ajusté con caldo
sabouraud.* *

Determinacién de la actividad antifingica
Fundamento: La metodologia que se
empled para la determinacion de la actividad
antifingica se basa en el método de
“difusion en agar”. Se basa en la inhibicién
del crecimiento fungico, mediante la
difusion de las sustancias activas en un
medio solido lo que evidencia con la
formacion de los halos de inhibicion; de
forma que cuando més susceptible sea el
hongo frente a los tratamientos, mis amplia
sera la zona de crecimiento inhibido.***

Procedimiento:

* El medio Agar Sabouraud Glucosado
(ASG), previamente reconstituido,
esterilizado y enfriado, se agregd
cloranfenicol, para evitar el crecimiento de
bacterias previo al plaqueo.

* Se afiadié 20 mL de medio de cultivo por
cada placa Petri de vidrio estéril.

* Una vez solidificado, Se hicieron pozos
con la ayuda de un sacabocado de acero de
11 mm de didmetro externo, en cada placa
se hizo 3 pozos equidistantes.**



* Se inoculd las diferentes cepas de los
hongos dermatofitos, se sembré por
agotamiento en toda la superficie, usando
un  hisopo estéril, Jas diferentes
suspensiones de esporas se inoculd
haciendo un extendido en toda la
superficie del medio de cada placa, y se
dejo secar por 5 minutos.

* Se agregdé ImL de los extractos a
concentraciones de 5%, 10%, y 20% en los
pozos, se dejé reposar por 5 minutos a
temperatura ambiente y se llevé a incubar
a30°Cde7al4.

Tratamientos

* Grupo I: Tratado con extracto al 5% de la
concentracion.

® Grupo II: Tratado con extracto al 10% de
la concentracion.

* Grupo III: Tratado con extracto al 20% de
la concentracién

e Grupo IV: control positivo tratado con
Terbinafina.

Lectura e interpretacién de los resultados
Se observé las zonas de inhibicion (halos)
y se mide los diametros en milimetros (mm).
Se considera que tiene una actividad
antifingica significativa a un halo de
inhibicién mayor a 18 mm.>

Para el célculo del porcentaje de inhibicion
se usé la siguiente formula:

% de inhibicién

x 100

Didmetro del halo de inhibicién de la muestra
Didmetro del halo de inhibicién del control

Determinacién de la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI)

Se colocd 2 mL del extracto en el primer
tubo de la serie de diluciones. En cada uno
de los tubos restantes se afiadié 1 mL de
caldo nutritivo. Con una pipeta estéril se
transfirié 1 mL del primer tubo al segundo.
Después de mezclar el contenido del
segundo tubo, se transfiri6 1 mL con una
pipeta diferente (en esta transferencia y en
todas las sucesivas) al tercer tubo. EI
proceso continda hasta el peniitimo tubo, al
que se le quita I mL, que se descarta. El
ultimo tubo no recibe el extracto y sirve de
control de crecimiento. Las concentraciones
finales del extracto en esta prueba son
iguales a la mitad de la serie inicial de
dilucién, debido al agregado de una
concentracién igual de inéculo en el caldo.
Se prepara ¢l indculo de Trichophyton
mentagrophytes que contenga 105 a 106

UFC/mL ajustando la turbidez de un caldo
de cultivo al estdndar y diluyendo en caldo.
Afiadir a cada tubo 1 mL del inéculo
ajustado. Incubar los tubos a 35°C entre 3 a
7 dias.
Lectura de los resultados de Ila
Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI)
e interpretacion de resultados
Se observé el crecimiento del hongo
mediante la aparicion de turbidez en el
medio, o mediante cambio de coloracién.
Por lo que el punto final de la CMI, se
defini6 a simple vista por la falta de turbidez
(crecimiento del hongo) en el caldo, para
ello se comparara el tubo con el control de
crecimiento. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) es la menor concentracion
de antimicético capaz de inhibir el
crecimiento, anotando la concentracién del
tubo.
Determinacion de la Concentracién
Minima Fungicida (CMF)
Para determinar la Concentracién Minima
Fungicida (CMF) se determiné a partir de la
Concentracion Minima Inhibitoria de la
siguiente manera:
Procedimiento
eUna vez observado la turbidez
(crecimiento del hongo) a simple vista, al
determinar la CMI; se procedié a sembrar,
los caldos no turbios (no hay crecimiento
del hongo) en las placas con agar
Sabouraud,
e Posteriormente se incubd a 30°C por4a 7
dias.

Andlisis de Datos

Los resultados se presentaron
comparativamente en cuadros y gréaficos
estadisticos y fueron sometidos al anélisis de
varianza (ANOVA) que permitié determinar
la existencia de diferencias estadisticamente
significativas. Las diferencias intergrupos se
analizaron por la prueba de Tukey, para €l
estudio se utilizé un nivel de confianza p<
0,05; el software estadistico SPSS version
20,0.



RESULTADOS
Tablal. Metabolito secundarios presentes en
el extracto etanolico de las flores de

Matricaria ~ chamonilla  “manzanilla”.
Ayacucho-2013.
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Figura 6. Valores promedio de los halos de
inhibiciéon (mm) del extracto etan6lico de las
flores de Matricaria chamonilla
“manzanilla” de concentraciones: 5%, 10%
y 20% sobre cepas de hongos dermatofitos
con relacién a la terbinafina. Ayacucho
2013.
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Figura 7. Porcentaje de los halos de
inhibicién (mm) del extracto etandlico de las
flores de Matricaria chamonilla
“manzanilla” de concentraciones: 5%, 10%

y 20% sobre cepas de hongos dermatofitos.
Ayacucho 2013.
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Figura 8. Promedio de halo de inhibicidn
segln tipos de cepas de hongos dermatofitos
al 20% de la concentracién del extracto.
Ayacucho-2013.
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Figura 9. Prueba de comparaciones muitiples
de Tukey del promedio de los halos de
inhibicion segin la concentracion del
extracto y el control. Ayacucho-2013.

Promedlo de inhiblelén

Tabla 2. Concentracién minima inhibitoria y
concentracién minima fungicida del extracto
etandlico de las flores de Matricaria
chamonilla “manzanilla”. Ayacucho-2013.
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13 00015R 0003 R 0006 R

14 00008 R 00015 R 0003 R
DISCUSION

La incuestionable necesidad de utilizar
productos naturales en el tratamiento de



diferentes enfermedades, constituyen en la
actualidad un desafio en la medicina y se
ofrece como una alternativa, especialmente
en aquellas enfermedades en la que no existe
un tratamiento adecuado y un periodo de
tratamiento largo. Sin duda el reino vegetal
es el que ofrece mayor diversidad de
sustancias.”

Los compuestos derivados de plantas son de
interés en este contexto porque ellos
comprenden sustitutos mis seguros 0 méis
eficaces que los agentes antimicrobianos
producidos sintéticamente,  los cuales
podrian servir como buenos candidatos para
el desarrollo de nuevos  agentes
antimicrobianos (antifingicos en particular)
que aporten ventajas apreciables respecto a
los actuales farmacos; debido a que
globalmente las plantas producen més de
100000 productos naturales de bajo peso
molecular, también conocido como
metabolitos secundarios.?

El papel cada vez mdas importante de los
hongos dentro de las enfermedades
infecciosas humanas, ha ejercido una fuerte
influencia sobre la investigacién y el
desarrollo de nuevos y variados firmacos,
con un mayor espectro de accion y menor
toxicidad que los actuales. El aumento de las
infecciones por hongos, unida a Ia
resistencia que han empezado a tener estos
agentes a los antimicéticos, han llevado a
una constante bisqueda de alternativas
terapéuticas eficaces que puedan brindar
més y me;jores opciones en las farmacopeas
actuales.”*

En la presente investigacion se buscéd
determinar si el extracto etandlico de las
flores de Matricaria chamonilla
“manzanilla” tiene actividad antifiingico in
vitro  sobre  hongos dermatofitos,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
rubrum,  Trichophyton  tonsurans y
Microsporum  canis, lo cual quedo
demostrado, la existencia de un efecto
antifingico segin los resultados obtenidos;
ademds se encontrd diferencia significativa
con respecto al tamafio del halo de
inhibicién de las distintas concentracién del
extracto de las flores de “manzanilla® que
fueron utilizados.

La Matricaria chamonilla “manzanilla” es
una de las plantas medicinales més utilizadas
en la medicina popular, el extracto acuoso de
la “manzanilla” ha sido utilizado para curar
varias dolencias, como insomnio, ansiedad,
disturbios gastrointestinales, tlceras, entre
otros.” Mas de 100 metabolitos estan

mencionados como componentes de la
planta, los estudios farmacoldgicos muestran
que el bisabolol, sesquiterpeno presente en
su composicion, tiene accién
antiinflamatoria, previene el
desenvolvimiento de wulceras gastricas,
Eropiedades antibacterianas y antifungicas.*
Alta concentracién de alfa-bisabolol
presente en el aceite de “manzanilla™ parece
estar relacionada con sus actividades
farmacolégicas, presentando  actividad
antibacteriana, antifungica , antiinflamatoria
y antiulcerosa."”
Al analizar los resultados del tamizaje
fitoquimico, se observan los diferentes
metabolitos secundarios presentes en el
extracto de  Matricaria  chamonilla
“manzanilla® (Tabla 2). Este estudio
comprendié un conjunto de ensayos y
técnicas sencillas, que aunque no brindan los
resultados concluyentes, debido a diversos
factores influyentes, si nos dan una idea
general sobre su composicion quimica de la
planta. Destacando la presencia de: lactonas,
cumarinas, triterpenos, esteroides, fenoles,
flavonoides, quinonas, azucares reductores,
antocianinas, saponinas antocianinas
catequinas; corroborados por Cruz’,
resultados que nos hacen suponer que estos
metabolitos secundarios ya sean de manera
independiente o posiblemente al efecto
sinérgico entre ellos, son los responsables de
la actividad antiﬁin§ica a través de
diferentes mecanismos.
En la Figura 6. Se observa los extractos de
concentraciones 5%, 10% y 20%, muestran
promedios de halos de inhibicién crecientes
segin la concentracion del extracto,
mostrando mejor sensibilidad a los hongos
dermatofitos la concentracion de 20%,
siendo estos promedios: Trichophyton
mentagrophytes 22,4 mm, Trichophyton
tonsurans 18,1 mm, Trichophyton rubrum
17,9 mm y Microsporum canis 18,8 mm
respectivamente, siendo valores menores a la
terbinafina a excepcién de Trichophyton
mentagrophytes que muestra un promedio de
22,4 mm que es ligeramente superior que el
control positivo que tiene un promedio de
halo de inhibicion de 21 mm, habiendo
diferencia entre los tratamientos ensayados
(p <0,05) a un nivel de confianza del 95%
(Anexo 10); Se realizé las comparaciones
multiples de las medias de los halos de
inhibicién con la prueba de Turkey (Anexo
11), basado en el grado de parecido existente
entre sus medias, Trichophyton tonsurans;
Trichophyton rubrum y Microsporum canis



tienen similitud en el promedio de las
medias, mientras que el Trichophyton
mentagrophytes tiene similitud en el
promedio que la Terbinafina.

Estos resultados permiten comparar la
diferencia existente entre géneros y especies
de  dermatofitos basados en las
caracteristicas macroscépicas de las colonias
y en la morfologia microscopica.

Los resultados obtenidos tienen similitud por
lo reportado por Limachi'® que reporta, en su
trabajo valores promedios de halos de
inhibicién que permiten una comparacion
multiple de cepas de hongos dermatofitos,
indicando asf que existe diferencia
significativa en cuanto al tamafio del halo de
inhibicién entre cada cepa de hongo siendo
el Microsporum gypseum el que produce
mayor halo de inhibicién 22,22 mm seguido
por el Microsporum canis con un promedio
de 19,61 mm, y el Trichophyton
memagrop}wtes con 19,39 mm.

Costo’, contrariamente reporta el efecto
inhibitoric de la infusién de Marricaria
chamonilla  “manzanilla”  sobre el
crecimiento de microorganismos
cariogenicos , Lactobacillus acidophilus y
Streptococcus mutans in vitro; demostrd que
la concentracion al 5% estimula el
crecimiento del Streptococcus mutans e
inhibe el crecimiento del Lactobacillus
acidophilus, la concentracion al 10% obtuvo
mayor efecto inhibitorio para los dos
microorganismos estudiados, la
concentracion al 20% tuvo menor efecto
inhibitorio que la concentracion al 10%.’
Estos resultados se pueden deber al tipo de
extraccion, ya que la manzanilla tiene
aceites esenciales y el extracto etandlico
arrastra mayor cantidad de metabolitos
secundarios en comparacién con la infusién
de la planta.*

En la Figura 7. Los porcentajes de inhibicion
de las concentraciones 5%, 10% y 20%
fueron 44,3% para la concentracioén 5% del
extracto, 72% para la concentracion 10% del
extracto, y 107% para la concentracion del
20% del extracto, esta ultima concentracion
muestra un mayor porcentaje de inhibicion
en cepas de Trichophyton mentagrophytes
respecto a la terbinafina. Al realizar el
analisis de varianza (Anexo 12), presenta un
valor estadisticamente significativa entre los
tratamientos con una (p <0,05) a un nivel de
confianza del 95%; donde los tratamientos
. difieren significativamente, es decir no
tienen el mismo comportamiento inhibitorio.

Estos resuitados tienen similitud en cuanto al
trabajo realizado por Gémez®, en la que
reporta que los geles de extracto
hidroalcohdlico de Matricaria chamonilla
“manzanilla” de las concentraciones 15% vy
20% no presentaron actividad antimicdtica,
mientras que para el 25% del gel presento
efecto antimic6tico, ya que desaparecieron
las manifestaciones clinicas mostrados por
los cobayos. Concluye que tiene actividad
antimicética para el dermatofito evaluado
“Trichophyton mentagrophytes”

Asi mismo los resultados anteriores también
contrastan con los reportes de Cruz’, donde
reporia que el extracto fluido de
“manzanilla, “matico” y “marco” al 25%,
gel fluido, mostraron actividad antimicética
frente a candida albicans ATCC 10231.

Por otro lado Colella®, reporta la inhibicién
del crecimiento de los dermatofitos
expuestos al  aceite  esencial, a
concentraciones 2,5 a 80 pg/mL en el
intervalo de 3,24 a 68,15% para
Microsporum gypseum, 24,48 a 100% para
M. canis, 11,40 96,65% para Trichophyton
mentagrophytes, 27,79 a 100% para T.
rubrum y 45,73 a 100% para T. fonsurans.®®
Lo cual demuestra que existe una mejor
respuesta al tratamiento, usando el aceite
esencial y no el extracto hidroalcoholico.
Son fungistdticos a bajas concentraciones
mientras que a concentraciones mas
elevadas se comportan como fungicidas por
accion directa sobre la membrana celular del
hongo.*®

En cuanto al firmaco utilizado, se pudo
demostrar que la Terbinafina utilizada como
¢l control, tiene una buena sensibilidad a los
dermatofitos, menciona que la mayor
sensibilidad in virro alcanzada por los
dermatofitos fue la Terbinafina, seguida por
la Griseofulvina e Itraconazol.®® La
Terbinafina es un medicamento considerado
como una excelente herramienta contra los
dermatofitos tanto por su sensibilidad in
vitro como por la respuesta  clinica
demostrada. El estudio de Ghannoum et af
reportd un rango<0,001-0,004 pg/mL (media
de 0,012 y MICsq: 0,002 ug/mL) **

La concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
y la Concentracién Minima Fungicida
(CMF), realizado mediante el método de
dilucién en caldo, fue demostrada a
concentraciones de 5%, 10% y 20%,
presentando 0,012 mg/ml y 0,024 mg/ml
respectivamente (Tabla 3).

El tratamiento de las infecciones causadas
por dermatofitos ha ido evolucionando en las



ultimas décadas. Ello se debe, no sélo a la
aparicion de posibles resistencias frente a
alguno de los antifungicos ya conocidos. El
cual conllevaria secundariamente al aumento
en la incidencia de estas infecciones;
Amoldo’® er al realizaron la investigacién de
la solucién de manzanilla sobre candidiasis
genital, determinaron que los componentes
més importantes de la manzanilla son la
camazuleno, el a-bisabolol y los 6xidos de
bisabolol, los cis- y trans éteres asi como los
derivados de la flavona y cumarina El a-
bisabol actia como fungicida en una
concentracion de 1000 pg/mL después de un
contacto de treinta minutos mientras que los
éteres en la misma concentracién empiezan a
actuar después de un contacto de cuarenta
més graves y con manifestaciones clinicas
atipicas en pacientes sometidos a alguna
inmunodepresién. Para estos casos es
necesario el empleo de antifiingicos més
potentes. La Terbinafina ha demostrado una
excelente actividad en aquellos procesos en
los que por su gravedad necesitaron ser
tratados de forma mds agresiva. Sin
embargo, pocos son los estudios en los que
se ha probado su actividad in vitro frente a
hongos dermatofitos.”

Actualmente, no existe método
estandarizado para determinar la sensibilidad
antifingica frente dermatofitos. En nuestro
estudio la técnica de los pozos de difusion,
una técnica similar a la de los discos de
difusién, la cual permite utilizar los
antifungicos a evaluar en su presentacién
comercial, mostr6 ser una posible opcién
adicional. Sin embargo, se requieren mas
estudios en los cuales se utilice los mismos
pardmetros que se usaron en este trabajo, el
cual fue un ensayo, para determinar si
realmente esta es una técnica efectiva para
realizar la susceptibilidad antifingica de los
dermatofitos. Ademas, se necesitan estudios
de correlacién “in vitro” e “in vivo”,
indispensables para la prediccion de la
- respuesta clinica ante un tratamiento.
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