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RESUMEN

La tifa de pie presenta distribucién universal y es una de las formas de
dermatofitosis mas frecuente a nivel mundial. En las ultimas décadas se ha
observado no solo un notable aumento de las infecciones causadas por hongos,
sino un incremento de la resistencia farmacolégica. Por esta razén el objetivo
general del estudio, fue determinar la actividad antimicética in vitro del cremagel
elaborado a base de extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia spinosa
“tara” frente a dermatofitos, el cual fue desarrollado en el Centro de Desarrollo,
Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos
(CEDACMEF) y el laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga durante
los meses de enero - agosto del 2014. Las muestras de Caesalpinia spinosa
“tara” fueron recolectadas al azar, durante el mes de enero del distrito de
Luricocha, provincia de Huanta del departamento de Ayacucho. En el extracto
atomizado de tara se realizé el tamizaje fitoquimico, los metabolitos presentes en
extracto atomizado fueron: taninos, fenoles, quinonas, saponinas y otros
metabolitos secundarios. Asi mimo se evalué las caracteristicas fisicoquimicas
del cremagel elaborado a base del extracto atomizado de las vainas de la
Caesalpinia spinosa “tara”, como la solubilidad, el pH y las caracteristicas de
extensibilidad. El cremagel al 3,0 % presenta un color beige claro, el cremagel
5,0 % color beige y el cremagel 7,0 % color beige oscuro, tienen un pH de 5,90;
5,30 y 5,04 respectivamente.

El cremagel elaborado a base del extracto atomizado de las vainas de la
Caesalpinia spinosa “tara” al 7% present6é mayor actividad con un halo promedio
de inhibicion de 49,8667 mm frente a Trichophyton rubrum, mientras que frente
al Trichophyton mentagrophytes no se aprecié diferencias en cuanto a los halos
de inhibicién obtenidos ya que el cremagel al 3%, 5%, 7% y Terbinafina tienen la
misma actividad antimicética.

Palabras Clave: Actividad antimicética, Caesalpinia spinosa “tara”, dermatofitos.
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I. INTRODUCCION

Es probable que las infecciones cutaneas sean las infecciones micéticas mas
comunes de los seres humanos'; Las micosis de la piel y mucosas constituyen
un probiema sanitario de alcance mayor en la poblacion mundial de todas las
edades.?

La dermatofitosis es causada por hongos de los géneros Microsporum,
Trichophyton y Epidermophyton.®

La tifa del pie o tinea pedis presenta distribucion universal y es una de las
formas de dermatofitosis mas frecuente a nivel mundial. Ademas, se encuentra
entre las diez dermatosis mas habituales en la consulta dermatologica. La
infeccion es de distribucion mundial aunque predomina en medios urbanos.*

En las ultimas décadas se ha observado no solo un notable aumento de las
infecciones causadas por hongos, sino un incremento de la resistencia
farmacolégica que han mostrado varias especies de hongos a los diferentes
antimicoticos que se utilizan en la practica médica. °

Los modernos antifingicos presentan una mayor selectividad de actuacion y
existen nuevas formulaciones galénicas que reducen los efectos secundarios de
los utilizados clasicamente. A pesar de ello, el nimero de compuestos con
actividad antifungica es todavia muy reducido, por lo que existe un gran interés
en la investigacion de moléculas con nuevas dianas de actuacién.®

Este aumento en el numero de casos por infecciones fungicas tanto invasivas
como superficiales ha incrementado el interés particular por el estudio de la
actividad in vitro a los antifingicos naturales ya que estos pueden apoyar nuevas
alternativas para el buen manejo del paciente y el respectivo tratamiento.’

La industria farmacéutica internacional ha abierto una novedosa linea de
productos, basada en extractos estandarizados de especies vegetales. Esta
tendencia, responde a la busqueda de medicamentos naturales por parte de los

consumidores. Hoy en dia, se puede palpar un compromiso creciente en cuanto

]



a la investigacion, el desarrollo, la innovacion, la produccion y comercializacion
de medicamentos basados en los extractos estandarizados de especies
vegetales: fitoterapia.®
La Caesalpinia spinosa “tara’, posee propiedades antibacterianas y
antimicoéticas, que puede ser usadas en el campo dermatolégico como
complemento al tratamiento de dermatofitosis, siendo disponibles en el Perd
como alternativa terapéutica en atencion de salud.’
La presente investigacion pretende aportar una alternativa del tratamiento
antimicoético; debido a que los hongos van adquiriendo resistencia contra los
medicamentos antimicoticos sintéticos ya que son estos tratamientos orales
prolongados, con un elevado costo econémico, ocasionan como efecto
secundario hepatotoxicidad, por lo cual se hace necesario el desarrollo de
nuevos farmacos mas eficaces, mediante el descubrimiento de moléculas
bioactivas, que pueden ser aisladas de fuentes naturales, principalmente de
especies vegetales.

Objetivos Generales

Evaluar la actividad antimicética del cremagel elaborado a base de extracto

atomizado de las vainas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a dermatofitos.

Objetivos Especificos

° Identificacion fitoquimica del extracto atomizado de las vainas de la
Caesalpinia spinosa “tara’.

. Determinacion de la actividad antimicética del cremagel elaborado a base
del extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
dermatofitos.

. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) vy
concentraciéon minima fungicida (CMF) del cremagel elaborado a base del
extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
dermatofitos.

. Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas del cremagel elaborado a
base del extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia spinosa “tara”.



. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes.
Goycochea R. realizé una investigacion de la Caesalpinia spinosa en las Lomas
de Atiquipa-Arequipa, que consistid en diferentes evaluaciones a las vainas
(cuantificacién de taninos y caracteristicas de la vaina molida) determiné las
caracteristicas fisico-quimicas de las vainas de tara. Los resultados obtenidos
fueron: el porcentaje de taninos es variable en la mayoria de los arboles un
porcentaje de taninos por bloque contiene entre el 44% y 57% de taninos y
24 34% de otros compuestos; poseen un 25,83% de solubles totales, un 11,22%
de soélidos totales y un contenido de humedad de 11,18%; también reporta que el
pH es de 4,15 y un contenido de cenizas de 3,91%."°
En el trabajo de investigacion realizado por Ferreira y col. titulado: “Efecto
inhibidor del extracto crudo de las hojas de Caesalpinia spinosa en Fusarium
solani y Phoma tarda en las dosis de 0,350 g, 0,500 g, 0,600 g, y 1,270 g, el
promedio de crecimiento del micelio fue significativamente mas corto que el del
control del extracto de la planta, demostrando propiedades fungitéxicas en todos
los tratamientos. La reduccion del crecimiento micelial aumento
proporcionalmente al aumento del extracto de la planta para ambos hongos."
Ananca E. determind el efecto antibacteriano del extracto acuoso de vainas de
Caesalpinia spinosa, en concentraciones que corresponden a 17,5; 16,25; 15;
13,75; 12,5; 11,25; 10; 8,75; 7,5; 6,25 mg/ml, en cepas de Staphylococcus
aureus y Streptococcus pyogenes, usando inéculos estandarizados con el
Nefelometro de Mc Farland N° 0,5 se encontré que se inhibié el crecimiento de
Staphylococcus aureus cuya concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de 12,5
mg/ml y la concentracién minima bactericida (CMB) fue de 15 mg/ml; para la
inhibicion de Streptococcus pyogenes la concentracion minima inhibitoria (CMI)
fue de 13,7 mg/ml y la concentracién minima bactericida (CMB) fue de 16,25

mg/ml. Se determiné que el extracto acuoso de Caesalpinia spinosa “tara” tiene



actividad antibacteriana “in vitro” contra Staphylococcus aureus y Streptococcus.
pyogenes."

Liu H. y Lengua, evaluaron in vitro la actividad antibacteriana de extractos de
Caesalpinia spinosa “"tara" y Eucalyptus sp. "eucalipto" utilizando cepas
bacterianas Gram positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) y Gram
negativas (Escherichia coli, Klebsiella sp. y Shigella flezneri). Se utilizé como
solvente de extraccion una mezcla de alcohol-acetona (1:1) y la actividad
bioldgica de los extractos obtenidos, se evalué mediante la técnica de difusion en
disco. La cascara del fruto de Caesalpinia spinosa y las hojas del Eucalyptus sp.
mostraron una actividad selectiva sobre las bacterias Gram positivas
evaluadas.”

Kondo y col. determinaron el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico en
diferentes concentraciones de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze sobre la
viabilidad de Corynebacterium diphtheriae usando in6culos estandarizados con
el Nefelometro de Mc Farland N° 0,5 encontrandose que el promedio de los
diametros de los halos de inhibicion obtenidos con las diferentes
concentraciones ensayadas varia de 34,11 a 43,55 mm. A medida que se
aumenta la concentracién del extracto alcohodlico de Caesalpinia spinosa se
obtiene mayor diametro de halo de inhibicién.™

Huarino M. encontré halos de inhibicion mayores a 9 mm con diametros
promedios que varian entre 12,32 a 17,32 mm segun aumenta la concentracion
del extracto de Caesalpinia spinosa, se decidié comparar con un control positivo
(Clorhexidina al 0,12%) que generalmente se usa como antiséptico oral, y un
control negativo (alcohol 70°) encontrandose que los halos de inhibicién
obtenidos por el extracto de Caesalpinia spinosa fueron mayores que los
obtenidos por los grupos controles (Clorhexidina 0,12% y alcoholo 70°)."°

2.2. BASE TEORICA

2.2.1. Antimicéticos naturales

En el mundo se ha venido explorando y valorando el uso de productos naturales
como fuente de nuevos y variados agentes antimicéticos. Segun los informes de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente el 80% de la
poblacidn mundial utiliza productos naturales con fines medicinales.®

La creciente resistencia de las bacterias a los antibiéticos quimicos nos obliga a
buscar otros remedios que nos ayuden a combatir eficazmente a los gérmenes

que nos acechan. Son muchas las alternativas naturales que tenemos a nuestro



alcance. V'

Se debe destacar que los farmacos a base de derivados de productos naturales
presentan una inmensa ventaja respecto al tratamiento quimico. En las plantas
los principios activos siempre estan bioloégicamente equilibrados pbr la presencia
de sustancias complementarias, que van a potenciarse biolégicamente entre si,
de forma que en general no se acumulan en el organismo y sus efectos
indeseables estén limitados.™

Simultaneamente al desarrollo tecnolégico de la industria farmacéutica, -ha
desplegado un gran interés de parte de los investigadores por estudiar
sustancias naturales que posean algunas propiedades farmacoldgicas.®

La Fitoterapia es esa ciencia que estudia la utilizacion de estos productos de
origen vegetal con una finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, atenuar o
curar un estado patolégico. Los medicamentos fitoterapicos estan constituidos
por ingredientes activos de origen vegetal formulados bajo la forma farmacéutica
mas adecuada para su administracion. La Fitoterapia podria transformarse
entonces, en un factor real de desarrollo para la agroindustria farmacéutica de
Latinoamérica.?®

En lo que se refiere estrictamente a fitoterapia, ia accién de una determinada
planta medicinal depende en la mayoria de los casos de varios principios activos
y no solo de un aislado existiendo. En la actualidad se conoce bastante bien la
biosintesis o vias de formacioén de los principios activos asi como su estudio en
diversas acciones farmacologicas.?"

2.2.2. Agente antimicético

El antimicotico o antifingico es la sustancia que se utiliza en el tratamiento de
enfermedades producidas por hongos, es aquella sustancia capaz de producir
una alteracion tal de las estructuras de una célula fingica logrando inhibir su
desarrollo, alterando su viabilidad y capacidad de supervivencia, bien directa o
indirectamente, lo que facilita el sistema de defensa del huésped.?

Los antimicéticos incluyen una amplia variedad de sustancias con diferentes
estructuras quimicas de acuerdo a su mecanismo de accién (véase en la figura
n° 1) los agentes antifungicos pueden clasificarse en 5 grupos: polienos, azoles,
equinocandinas, alilaminas y otros agentes que incluyen la griseofulvina y la 5-

flucitosina.?®



7 Grupo farmacologico Antifingico ‘ Mecanismo accion

Anfotericina B deoxicolato
Anfotericina B liposomas

Polienos Anfotericina B complejo lipidico
Anlotericina B de dispersién coloidal

Se fija al ergosterol de la membrana del
hongo y forma poros por los que se plerde
K+ y otros cationes.

IMIDAZOLES
Azoles *Ketoconazol Inhiben la enzima 14a demetilasa blo-
queando el paso de lanosterol 2 ergosterol
TRIAZOLES IRAGENERACION para la sintesis de membrana.
*Fluconazol
*ftraconazol
TRIAZ ; Acumulacion de 14 metilesteroles en fa
) OLES 2da GENERACION membrana del hongo que impiden la ac-
*Voriconazol cibn de las enzimas de membrana,
*Posaconazol
Caspofungina Inhibicién no competitiva de la glucén
Equinocandinas Micafungina sintetasa impidiendo la sintesis del
Anidulofungina polisacdrido de pared 1,3-B glucin

Inhibicidn de la escusleno epoxidasa blo-
Alilaminas Terbinafina gueando el paso de escualeno a lanosterol
que luego es convertido a ergosterol

Otros 5 flucitosina Pirimidina sintética que aclia como
antimetabolito impidiendo la sintesis de
DNA. RNA vy proteinas.

Figura 1. Clasificacion de antibiéticos seglin mecanismo de accién.®

También puede observar mas de 115 presentaciones de preparados antifungicos
de uso topico (crema, gel, pomada, polvo, solucién, locion, spray, tabletas
vaginales, etc.).”* Aunque muchos de los antimicéticos disponibles son Utiles en
diversas infecciones entre las principales causas de la alta tasa de fracaso
terapéutico son las dificultades en el tratamiento, los largos periodos de
tratamiento, los deficientes diagnoésticos y el escaso seguimiento micolégico, sin
embargo, la aparicion de nuevos antifungicos, las nuevas formulaciones, los
tratamientos combinados o los nuevos métodos han supuesto mejoras
evidentes.”

2.2.3. Dermatofitosis

La micosis son infecciones producidas por la invasion de hongos, en ellas
intervienen dos elementos principales el ser humano y el agente etiolégico,
deben tenerse en cuenta ademas otros factores, entre ellos el medio ambiente
que favorece el desarrollo y la propagacion del hongo y las causas que
predisponen al paciente. En general existen micosis profundas y superficiales,
siendo las superficiales aquellas que afectan el estrato corneo de la piel y sus

anexos; Yy las profundas aquellas que afectan a los tejidos sub epidérmicos y
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diferentes 6rganos del cuerpo.®

Las dermatofitosis o tifias constituyen el primero y sin duda el méas importante de
ellos. La epidemiologia de las tifias, tanto desde el punto de vista clinico como
de agentes etiolégicos, ha experimentado cambios a lo largo de la dltimas
décadas, en nuestro pais, en el resto de Europa y Norteamérica.?’ Segln la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la frecuencia de micosis superficiales
es del 20 al 25% de la poblacién general, de ellos del 5 - 10%, son por
dermatofitos. %

Las lesiones por dermatofitos se han considerado como unas de las patologias
mas frecuentes de la piel; las manifestaciones clinicas por este grupo de hongos
se asocian con la capacidad que tienen de utilizar la queratina, el tipo de
moléculas producidas generan inflamacion y el grado de inmunosupresion
selectiva que pueden inducir y que permiten que algunos de estos hongos
puedan permanecer en el estrato cérneo de la piel produciendo manifestaciones
crénicas o eventualmente ninguna sintomatologia directa, pero si reacciones de
hipersensibilidad como las dermatofitides.?

Las dermatofitosis o tifias del estrato corneo de la piel y de sus anexos a saber,
unas y cabellos son ocasionadas por mohos moniliaceos (hialinos) denominados
dermatofitos y pertenecientes a las especies de los géneros Microsporum,
Trichophyton y Epidermophyton. La ubicacién taxonémica corresponde al género
Arthroderma, de la subdivisién Ascomycotyn.*

Una de las micosis mas frecuentes en la practica diaria es probablemente la
tinea pedis, esta afeccion, es conocida popularmente por un nombre curioso: Pie
de Atleta, el termino lo propuso el medico norteamericano Dr. Charles Pebst,
quien observo un gran niumero de casos de tifa de pie en hombres de anuncio
los cuales eran conocidos como atletas. Esta micosis esta bien difundida entre
los deportistas al contagiarse con frecuencia en piscinas, duchas y gimnasios.*'
La tinea pedis es causada por diversas especies. Se forma la descamacion
crénica en uno o en ambos pies, las lesiones suelen iniciarse en el Gltimo
espacio interdigital, ocasionalmente llega a producir hiperqueratosis estas
lesiones suelen ser asintomaticas o pruriginosas y en general permanecen en
forma indefinida.* La tifia de pie responde a todas los antifiingicos administrados
de forma oral o local, de todas formas el tratamiento debe ser individualizado en
funcidn a las caracteristicas del paciente, sobre todo en las dermatofitosis por
Trichophyton rubrum y cuando exista afeccién onicomicética.®



Trichophyton

El género Trichophyton es miembro de la familia Arthrodermataceae del orden
de los ascomicetos Onygenale, el género Trichophyton es un género de hongos
que se caracterizan por el hecho de que desarrollan microconidios y
macroconidios de paredes lisas, en la mayor partede los casos los
macroconidios estan adheridos lateralmente y directamente a la hifa o en cortos
pedicelos, su morfologia macroscopica es muy variada en funcion de las
distintas cepas, son productoras de tricofiticias que parasitan la piel, ufias y
pelo.*

El Trichophyton rubrum y el Trichophyton mentagrophytes son los dos
dermatofitos mas comunes clinicamente causante de micosis de la piel*®, véase
en la tabla 1.

Tabla 1. Morfologia microscépica y localizaciones usuales de los principales
géneros dermatofitos.*

GENERO PIEL PELO UNAS MACROCONIDIAS MICROCONIDIAS

Microsporum ++ - - e S e +
Trichophyton ++ ++ ++ + e+
Epidermophyton  ++ ++ ++ bt =
Trichophyton rubrum,

Es el agente causal mas frecuente en tifias del cuerpo, de la ingle, de fos pies,
asi como de onicomicosis. Es el agente causal hasta en el 80% de los casos.¥
El género Trichophyton se caracteriza por la produccién de muchos
microconidos y alguno o ningun macroconido. Los macroconidos cuando se
forman son de paredes delgadas o lisas. El tamaiio y la disposiciéon de los
microconidos son importantes para la identificacion de la especie.®

Hongo filamentoso con microconidios piriformes (de 3-5,5 x 2-3,5 ym), sésiles
sobre las hifas formando racimos. Macroconidios muy escasos (de 40-55 x 6-7,5
pm), con varios tabiques, de formas irregulares, de pared fina y lisa, al final de la
hifa. Abundan las clamidosporas intercalares, presencia de hifas en raqueta y
ausencia de filamentos espirales.*

Trichophyton mentagrophytes

Es un hongo de distribucién mundial, produce colonias en Saboraud dextrosa



agar planas, de color blanco o crema con una superficie pulverulenta o
aterciopelada y pigmento en el reverso amarillento o café-rosado, que con
frecuencia se hace rojo-café con el tiempo; se encuenfran numerosos
microconidios semiesféricos o piriformes, con algunas hifas en espiral y
clamidoconidios esféricos que se hacen mas abundantes en cultivos viejos;
también se encuentran algunos macroconidios en clava, de pared delgada y
multiseptados en algunos cultivos, hidroliza urea en 5 dias y la perforacion de
pelos es positiva. Su significancia clinica se refiere a que es antropofilico,
causando con frecuencia tifia de los pies crénica, particularmente de tipo
vesicular, tifa del cuerpo (mas frecuentemente de las ingles), y algunas veces
invasién superficial de la ufia.*

Epidermophyton

El género Epidermophyton esta constituido por una sola especie:
Epidermophyton floccosum que puede afectar la piel y a veces las ufas, pero es
incapaz de parasitar el pelo.*'

Es un hongo filamentoso que forma abundantes macroconidios (de 20-40 pm x
6-12 pm) en forma de masa dispuestos en racimos, con pared gruesa y lisa, con
extremos romos, que presentan de dos a cuatro septos. Los macroconidios se
asientan sobre el conidiéforo por un pequefio pediculo. Microconidios ausentes.
Hifas en raqueta y clamidosporas en cultivos viejos. Colonias visibles a los 7-9
dias, como un mechon de hifas amarillentas (colonias de 2-3 cm de diametro a
los veinte dias), con aspecto aterciopelado, finalmente pulverulento, planas, con
centro umbilicado del que parten surcos radiales y color de verde amarillento a
verde oliva. La zona marginal termina en una corona radial blanca, el reverso es
amarillento con un centro naranja o amarillo parduzco. Las colonias se
blanquean rapidamente y-se vuelven flucosas y estériles.*?

2.2.4. Caesalpinia spinosa “tara” |

Es un arbol pequenio, de dos a tres metros de altura, de fuste corto, cilindricoy a
veces tortuoso, y su tronco esta provisto de una corteza gris espinosa, con
ramillas densamente pobladas. En muchos casos las ramas se inician desde la
base dando la impresién de varios tallos. La copa de la tara es irregular,
aparasolada y poco densa, con ramas ascendentes. Sus hojas son en forma de
plumas, ovoides y brillante, ligeramente espinosa de color verde oscuro y miden
1,5 cm de largo. Sus flores son de color amarillo rojizo, dispuestos en racimos de
8 cm a 15 cm de largo. Sus frutos son vainas explanadas e indehiscentes de



color naranja de 8 cm a 10 cm de largo y 2 cm de ancho aproximadamente, que
contienen de 4 a 7 granos de semilla redondeada de 0,6 cm a 0,7 cm de
diametro, pero conforme madura va tomando tonalidades que van del amarrillo al
anaranjado-rojizo y de textura esponjosa.*®

Sus semillas son pequenas miden aproximadamente 0,8 cm de ancho por 1 cm
de largo. Inflorescencia con racimos terminales de 15 a 20 cm de longitud de
flores ubicadas en la mitad distal, flores hermafroditas, zigomorfas, caliz irregular
provisto de un sépalo muy largo de alrededor de 1 cm, con numerosos
apéndices en el borde, céncavo, corola con pétalos libres de color amarillento,
dispuestas en racimos de 8 a 20 cm de largo, con pedunculos pubescentes de
56 cm de largo, articulado debajo de un caliz corto y tubular de 6 cm de longitud;
los pétalos son aproximadamente dos veces mas grandes que los estambres.*

Clasificacion cientifica de la Caesalpinia spinosa "tara"

Reino : Plantae

Division | : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Fabales

Familia : Caesalpinaceae

Género : Caesalpinia

Especie 3 Caesalpinia spinosa (Molina)
kuntze

Nombre binomial : Caesalpinia spinosa

Distribucién geografica:

El Peru es el pais de los Andes que tiene mayor area con bosques de tara,
seguido muy de lejos por Bolivia, Chile, Ecuador y Colombia. Abarcando diversas
zonas aridas, en Venezuela, Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia hasta el norte de
Chile. °

En forma natural se presenta en lugares semiaridos con un promedio de 230 a
500 mm de lluvia anual. También se le observa en cercos o linderos, como arbol
de sombra para los animales, dentro de cultivos de secano, y como
ornamental.*®
Composicién quimica:

* Hojas: Contiene glicosidos, gomas, mucilagos, taninos (12,7% en la forma
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de taninos galicos), antraquinonas: reina, sennosido, agliconas libres, C-

glicosidos, aloe-emodina e iso-emodina, esteroides y flavonoides.*
Vainas: Contiene taninos hidrolizables (galotanino) en un rango de 40% a
60% segun las condiciones ecolégicas del vegetal, la hidrolisis de estos
taninos conduce a la separacion del acido gdlico; asimismo se han aislado
galato de etilo y cuatro galatos del acido quinico correspondiendo a los
esteres metilicos de 4,5-di-Ogaloilquinico y de 3,4,5- tri-O-galoilquinico, y a los
acidos 3,4-di-O- galoilquinico y 3,4,5-tri-O-galoilquinico.*

Figura 2. Vainas de Caesalpinia spinosa “tara™*

Semillas: Del endospermo se ha separado la goma o hidrocoloide
galactomananico®™ en la que los componentes monomericos galactosa y
manosa se encuentran en una relacion de 41:70. La viscosidad intrinseca
permiti6 determinar su peso molecular promedio en 351400, asi mismo la
goma da lugar a soluciones acuosas con caracteristica de fluido
pseudoplastico con una viscosidad promedio de 4000 cp.*

Taninos
Los taninos vegetales son productos naturales de peso molecular relativamente

alto los cuales tienen la capacidad de complejar fuertemente carbohidratos y

proteinas.*” Son compuestos polifenélicos que por sus caracteristicas se dividen

en dos grandes grupos.

» Los taninos hidrolizables consisten en un nucleo central de carbohidrato al

cual se unen, mediante enlaces éster, acidos fendlico carboxilicos (véase en
la figura 3). Son ésteres de azicares de acidos galico o elagico. Estos taninos
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pueden ser faciimente hidrolizados con acidos, 4élcalis, agua caliente o
enzimas. *

OH

Figura 3. Estructura quimica de un ga!otanind de tara®

e Los taninos condensados consisten en oligbmeros de dos o mas flavan-3-
oles, tales como la catequina, epicatequina o la correspondiente
galocatequina. También se describen como proantocianidinas. Dependiendo
de la estructura quimica de la unidad monomérica, en particular del nimero
de radicales hidroxilo, son clasificados en cuatro grupos, los dos mas
comunes son las procianidinas y las prodelfinidinas.

Los taninos son parte integral de! sistema de defensa contra los herbivoros y

otros patégenos de las plantas como bacterias, hongos, insectos y virus. Se ha

comprobado que las plantas que reciben mayor ataque de los herbivoros son
capaces de aumentar su concentracion de taninos. Por ejemplo, una especie

Africana de Acacia incrementé su cantidad de taninos 15 minutos después de

iniciada la ingestion.*

2.2.5. Forma farmacéutica

Se denominan preparados farmacéuticos, formas medicamentosas, formas

farmacéuticas o de dosificacion, o simplemente preparados a los productos

procedentes de la transformacion de una droga o de una asociacion de drogas

mediante procedimientos farmacotécnicos a fin de darles caracteristicas fisicas y

morfolégicas particulares que faciliten su administracién y accion famacolégica,

pero sin dosis establecidas.*

Comprende a los principios activos y excipientes quienes dan como resultado

una forma farmacéutica. La formulacion implica la realizacion de diferentes
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- estudios destinados a conocer la pureza, solubilidad, capacidad de absorcién,

estabilidad, compatibilidad con excipiente y otras propiedades especificas de la

forma farmacéutica.*

Es la mezcla de determinadas proporciones e ingredientes en orden especifico

hasta alcanzar ciertas condiciones finales propias del producto en estudio, para

lo cual se debe conocer las caracteristicas de cada uno de los ingredientes.*’

Formas farmacéuticas semisdlidas

Son preparaciones de consistencia semisélida destinadas a ser aplicadas sobre

la piel o sobre ciertas mucosas con el fin de ejercer una accién local o dar lugar a

la penetracion percutanea de principios activos; o por su propia accién emoliente

o protectora.®?

Los sistemas semisolidos satisfacen una exigencia de las preparaciones de

aplicacion tépica, ya que en general, poseen buena adherencia, lo que hace que

permanezcan sobre la superficie de aplicaciéon por un tiempo razonable hasta

que se elimine por lavado.®?

Clasificacién

Todos los preparados de consistencia semisodlida estan, de hecho, englobados

en la definicién genérica de “semisdlidos”, pero a menudo se utilizan otras

denominaciones mas especificas, relacionadas con sus caracteristicas

fisicoquimicas y su consistencia mas o menos blanda. Asi, en la farmacopea

Europea se distinguen las siguientes categorias.®®

Pomadas; constan de un excipiente de una sola fase el que se pueden dispersar

solidos o liquidos.

» Hidrofobas

e Absorbentes de agua.

o Hidrdfilas.

Cremas; son formas farmaceéuticas multifasicas constituidas por dos fases, una

hidréfoba y otra hidréfila. '

» Hidrofobas. La fase continua o externa es la fase lipofila debido a la presencia
en su composicién de emulgentes tipo W/O.

o Hidréfilas. La fase externa es de naturaleza acuosa debido a la presencia en
su composicion de emulgentes tipo O/W, tales como jabones sédicos o
trietanolamina, alcoholes grasos sulfatados y polisorbatos, a veces

combinados en proporciones convenientes con emulgentes tipo W/O.*
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Geles; estas preparaciones estan formadas por liquidos gelificados con ayuda

de agentes apropiados.

» Hidréfobos (oleo geles). Estan constituidos por excipientes como la parafina
liquida adicionada de polietileno, aceites grasos gelificados con silice coloidal
o por jabones de aluminio o zinc.

« Hidrofilos (hidrogeles). Se elaboran con excipientes hidréfilos como el agua, el
glicerol y los propilenglicoles, gelificados con sustancias como goma de
tragacanto, almidén, derivados de la celulosa, polimeros carboxivinilicos,
silicatos de magnesio y aluminio.*

Cremagel; Presenta una textura muy ligera y fresca. Es una crema poco

blanquecina, casi transparente y viscosa que se absorbe casi en segundos, no

deja ninguna sensaciéon grasa en la piel y puede contener diferentes principios
activos en funcion de la formulacion del producto. Este tipo de cremas se usan
para formular productos para todo el cuerpo, contorno de ojos, etc.*®

Pastas; contienen elevadas proporciones de sélidos finamente dispersos en el

excipiente por lo que, generalmente, su consistencia es bastante elevada y de

bajo flujo, contienen polvos insolubles como 6xido de zinc, almidén, caolin, talco

(silicato de magnesio con trazas de aluminio). Son pomadas duras que contienen

hasta un 50 % de polvo.**

Evaluacion de los parametros fisicoquimicos

Para determinar la calidad de un producto farmacéutico, se realizan controles

tanto a nivel de procesos como en producto terminado, por lo tanto los

parametros a ser evaluados en las formas farmacéuticas semisoélidas elaboradas
son los siguientes:

Caracteristicas organolépticas

Se determinaran las caracteristicas organolépticas de las cremas siguiendo los

procedimientos descritos anteriormente en el parrafo de evaluacién de los

parametros fisicoquimicos del extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia
spinosa “tara”.

*» Aspecto
e Color
e Olor

Caracteristicas fisicoquimicas
e pH.
* Peso especifico.

d
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e indice de refraccién.

» Viscosidad.

2.2.6. Actividad antimicética

La actividad antimicética se utiliza para evaluar la actividad inhibitoria de una
planta o de sus derivados. La actividad biocida se define como la capacidad que
posee un farmaco o compuesto natural de inhibir el crecimiento o destruyendo a
los microorganismos, generalmente los compuestos que poseen dicha actividad
viene a tener un gran interés a nivel mundial ya que con ellos se puede controlar
y hasta eliminar las infecciones provocadas por los microorganismos.>*

Para evaluar la actividad es preciso conocer el modelo antimicético
perfectamente y tenerlo controlado en las condiciones de laboratorio, ya sea por
procedimientos in vitro o in vivo.*

* invitro

Los procedimientos mas frecuentemente empleados son los mismos que los
utilizados para la valoracion de la actividad antimicética e incluyen ensayos de
macrodilucién y microdilucion en caldo, dilucion en agar y difusion con discos.
Los métodos que utilizan medios liquidos tiene la ventaja de poder determinar la
actividad bactericida o fungica, mientras que la dilucién en agar y la difusién con
discos solo establecen la actividad estatica. Para medir la actividad antimicética,
estos estudios se realizan en una primera etapa de cribado para definir
cualitativamente los perfles y posteriormente de forma cuantitativa,
determinando los valores de CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) y de CMB
(Conbentracic’:n Minima fungicida). La determinacion de estos valores permite
establecer comparaciones con antibiéticos convencionales.®®

Dentro de los procedimientos in vitro, encontramos ensayos para bacterias y
hongos, virus, protozoos y helmintos.*

e invivo ‘

La mayoria de los ensayos in vivo sobre la actividad de los extractos de plantas

se han realizado examinando la posible eficacia antiprotozoario probablemente

por el interés de introducir alternativas terapéuticas en paises en desarrolio de

las zonas tropicales.* 5
Dentro de los métodos in vivo, encontramos a los eriSayos en animales de

- . b

experimentacion y ensayos clinicos en humanos.*® "
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Métodos de estudio de la actividad antimicotica

Existen diferentes métodos para evaluar la actividad antimicotica de extractos y

preparados a base de plantas medicinales, son los métodos de difusion y

dilucion.

» Difusion; el método de difusién usa como un procedimiento cualitativo,
semicuantitativo y a veces cuantitativo, generalmente los microorganismos
son categorizados como resistentes, intermedio o susceptibles parar cada
agente antimicrobiano, estos son aplicados en forma de discos de papel
filtro y se conoce como método de Bauer-Kirby.*®

¢ ' Dilucion; el método de dilucién se usa para determinar la concentracion
inhibitoria minima (CMI||) que se requiere del agente antimicrobiano para
inhibir o matar al microorganismo, se utiliza principalmente el método de
Mitscher, que es recomendado para tamizajes de productos naturales, es
reproducible y relativamente facil de estandarizar y procesa gran cantidad

de muestra.*®
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Il. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar del trabajo de investigacion.
El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de la facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga en el Centro de Desarrollo, Andlisis y Control de Calidad de
Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) y el laboratorio de
Parasitologia durante los meses de enero - agosto del 2014, ubicado en la
ciudad Universitaria Av. Independencia s/n Huamanga.
3.2. Definicion de la muestra
3.2.1. Muestra Biol6gica
5 kg de vainas de Caesalpinia spinosa, “tara’
Unidad experimental
e Trichophyton rubrum
e Trichophyton mentagrophytes
s Epidermophyton floccosum
3.3. Diseiio metodolégico para la recoleccion de datos
3.3.1. Recoleccién e identificacién de la muestra
Las muestras de Caesalpinia spinosa “tara” fueron recolectadas al azar, durante
el mes de enero del distrito de Luricocha, provincia de Huanta del departamento
de Ayacucho fueron transportadas al Laboratorio de Control de calidad, donde
fueron secadas al medio ambiente, previamente acondicionada, teniendo como
base papel Kraft, fue cambiada constantemente y volteando la muestra para un
secado uniforme, evitando el deterioro por la humedad y separando aquellas que
cambien de color 0 muestren signos de alteracion.
Para la identificacion taxonémica se emplearon muestras con flores, vainas y
hojas lo que corresponde a cada planta, lo cual se realizé en el Laboratorio de
Botanica de la Facultad de Ciencias Biologicas, con certificacion a cargo de la
Biga. Laura Aucasime Medina (Anexo 1).
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3.3.2. Obtenciéon del extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia
spinosa

Una vez desecada las vainas de Caesalpinia spinosa se procedié a
despepitarlas separando las pepas de las fibras de vainas. Las vainas fueron
reducidas a particulas pequefas utilizando el molino de cuchillas de tcm
aproximadamente obteniéndose un polvo fino y fibra de tara contenido con un
52% a 54% de taninos™.

Obtenci6n del extracto atomizado

Los 1905 g de muestra seca y pulverizada de Caesalpinia spinosa “tara” en
estudio, se concentré en una marmita o tanque de 100 L de acero inoxidable a
una temperatura de 50 °C y no mayor a 75 °C. Se extraj6 los taninos bajo los

siguientes parametros.®
Tabla 2. Parametros de obtencion del extracto®
2 Relacion Numero de
Temperatura Tiempo agualpolvo lividas
65-70°C 30 - 40 minutos 5/1 a 4/1 4-5

» Se realizd el primer lavado con 9500 ml de agua destilada; en un tanque de
100 L a una temperatura inicial de 50 °C con agitacién constante durante 30
minutos.

e Se realizé 4 lavados mas con los mismos parametros utilizados en el primer
lavado llegandose a obtener 36 L de extracto acuoso de Caesalpinia
spinosa. .

* Se filtr6 el extracto acuoso obtenido utilizando papel filtro y algodén con la
bomba de succién y embudo de buchner.*®

Concentracion de la muestra

Se concentré la muestra en un rotavapor industrial a una temperatura menor a

45 °C hasta llegar a un 10 % de solidos totales obteniéndose 8,3 L de extracto

concentrado de tara.”’%®

Atomizacién del extracto acuoso

La solucién concentrada se secd utilizando el atomizador Spray Driver B290 del

CEDACMEF de la Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y Bioguimica.

Se considerd los siguientes pardmetros:>-%®

e  Temperatura de entrada: 150 a 180 °C
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»  Temperatura de Salida: 77 a 86 °C

» Aspirador 100%

. Porcentaje de Bomba: 15 2 30 %

e Flujo de muestra: 3-4 cm®/ min

Se obtuvo 373,65 g de atomizado el cual fue guardado en bolsas

herméticamente selladas dentro de un desecador para evitar que el producto

adquiera humedad. '

3.3.3. Evaluacion de los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado

Una vez obtenido el extracto se evaluaron los siguientes parémetrbs

fisicoquimicos que califican la calidad de nuestro atomizado.

Determinacion de las caracteristicas organolépticas:

Color: Se tom6 una cantidad suficiente de muestra y se coloco en una luna de

reloj o tubo de prueba, esta es colocada en un fondo blanco, se observéd y se

determind el color utilizando el circulo cromatico.*®

Olor: Se tomo6 cantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de reloj o

tubo de ensayo, se percibe y se determina el tipo de olor. Segun la estructura

estereoquimica presenta un olor caracteristico.*®

Sabor: Se tomblcantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de reloj,

para luego hacer contacto con la lengua y se determiné el tipo de sabor: El ser

humano es capaz de percibir y distinguir cinco sabores elementales: duice,

amargo, acido, salado y suigiieneris.*®

Aspecto: Se tomé cantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de

reloj, se observo y se determiné el aspecto de la muestra.*®

3.3.4. Tamizaje fitoquimico del extracto atomizado de la Caesalpinia
spinosa.

Se realizd6 una marcha fitoquimica cualitativa del extracto atomizado,

identificando los diferentes compuestos quimicos de la tara. Las reacciones de

identificacion se realizaron siguiendo la metodologia propuesta por Miranda M y

Cuellar A. del Instituto de Farmacia y Alimentos de la Universidad de la Habana-

Cuba. *%°

La identificacion cualitativa de los principales grupos de metabolitos secundarios

se realizé6 mediante ensayos de coloracién y precipitacién.**%°

Determinacion de la solubilidad.

La solubilidad en agua se determiné vertiendo en un tubo de ensayo 1 ml de

agua destilada, luego se afiadié 1 g de muestra, se agito fuertemente, en caso
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de no disolverse se aumenté el disolvente a 10 ml, se agitd y observé.**%°

Determinacion del pH.
Para determinar el pH se utilizo el pHmetro digital del Centro de Desarrolio de
Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos, siguiendo el
procedimiento descrito en el manual de uso y las determinaciones se realizaron
a una temperatura de 25°C, previamente calibrado. Las determinaciones que
presenten variaciones dentro 0,02 unidades de pH, son aceptadas para
promedio con un nivel de confianza de 95%.%°%°
Determinacion del contenido de humedad.
Se peso6 2 g de muestra con desviacion permisible de 0,5 mg y se transfirié a una
capsula de porcelana previamente tarada y se deseco a 105 °C durante 3 horas
hasta masa constante. La capsula se colocé en la desecadora donde se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se pesd, colocandose nuevamente en la estufa
durante una hora, volviéndose a pesar, hasta obtener una masé constante. 758
Calculo:

MZ - Ml

=—2—1x10
M, — M

Hg

Doénde:

Hg: Pérdida de peso por desecacion (%)

M: Masa de la capsula vacia (g)

Mi: Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)

Mz: Masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

100: Factor matematico

Determinacion de las cenizas totales.

Se pes6 no menos de 2,0 g de muestra, con una desviacién permisible de 0,6
mg en un crisol de porcelana o platino previamente tarado. Se calento
suavemente la muestra de ensayo aumentando la temperatura hasta carbonizar
y posteriormente se incineré en una mufla a una temperatura de 700 a 750 °C
durante 2 horas. Se enfrio el crisol en una desecadora y se peso, repitiéndose el
proceso hasta que dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 0,5 mg.*"*®
Calculo:

Mx100
M;—-M
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Dénde:

C: porcentaje de cenizas totales en base hidratada.

M: Masa del crisol vacio

M;: Masa del crisol con la porcion de ensayos (g)

M2: Masa del crisol con la ceniza (g)

100: factor matematico

Determinacion de sustancias solubles.

Se peso exactamente 5 g de la muestra de ensayo y se transfirié a un erlemyer
de 250 ml, se afadié6 100 ml de disolvente, se tapé y se agité durante 6 horas,
dejandose en reposo hasta el dia siguiente; se agité 30 min, se dejé reposar
alrededor de media hora mas y se filtré por papel. Se tomé una alicuota de 20 mi
y se transfiri6 a una capsula previamente tarada. Se evaporé sobre bafo de
agua y se desecd en estufa a 100 °C durante 2,5 — 3,0 h se enfri6 y se peso. 5"

Célculo:

_ R.500.100
M. (100 — H)

Dénde:

S: Sustancias solubles (%)

H: Humedad de la muestra (%)

500 y 100: Factores matematicos para calculos

R: Residuo de la muestra (g)

M: Masa de la muestra (g)

3.3.5. Formulacion del cremagel de Caesalpinia spinosa “tara”

e Se eligi6 los materiales necesarios para la formulacién de la crema.

e Se eligi6 los excipientes adecuados y compatibles de acuerdo a las
caracteristicas fisicoquimicas del extracto atomizado para la formulacién del
cremagel de Caesalpinia spinosa “tara”. Se determiné las concentraciones a
las cuales se formulé.®'
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Tabla 3. Composicion del cremagel de Caesalpinia spinosa "tara”

Extracto atomizado de

Blanco Caesalpinia spinosa "tara"

3% 5% 7%

Crema base 20% 20% 20% 20%

Gel Base 10% 10% 10% 10%

Propilenglicol 1% 1% 1% 1%
Agua _ Csp 100%

Tabla 4. Componentes de la crema base

Componentes Concentracién

Fase Oleosa
Cera Lanet SX 15%
Cetiol 10%
BHT 0.10%
Fase Acuosa
Parabenos 1.50%
Propilenglicol 0.50%
H,0 Csp. 100%

Tabla 5. Componentes del gel base

Componentes Concentracién

Carbopol 949 2%
Parabenos 1,5%
Propilenglicol 10%
H,0 Csp. 100%

Elaboraciéon de la crema base
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Formacion de la fase oleosa: se colocé en un recipiente de acero
inoxidable provista de bafio maria: cera Lanet SX, cetiol y BHT se fundi6 a
70 °C bajo agitaciéon moderada.
Formacioén de la fase acuosa: en un recipiente adecuado de acero
inoxidable provisto de bafio maria se incorpor6 agua purificada y se

calenté a 70 -75 °C, después se agregd parabenos y propilenglicol, se
agito hasta disolucion completa.



Formacion de la emulsion final: una vez que los ingredientes estén
totalmente disueltos en sus respectivas fases y manteniendo las
correspondientes temperaturas se incorporé lentamente bajo agitacion
moderada la fase acuosa sobre la base oleosa, evitando la formacion de
burbujas, hasta lograr una emulsiéon completa. Luego, se apagé las fuentes
de calor y se dejé hasta que la temperatura descienda, mientras se

contintia agitando constantemente.

Elaboracion del gel base

Se pesé el carbopol y se dejé diluir por aproximadamente 14 horas en agua
destilada. Una vez formado una base homogénea se incorporé el parabeno y
se agitdé constantemente; agregandose propilenglicol y siguiéndose agitando
hasta que todo sea homogéneo, por ultimo se agregd cantidad suficiente de
agua destilada y se siguié agitando con cuidado hasta la obtencién del gel.

Elaboracién del cremagel de Caesalpinia spinosa

Se formulé el cremagel elaborado a base de Caesalpinia spinosa a las
concentraciones de 3%, 5% y 7%.

Se peso el extracto atomizado de tara correspondiente a cada una de las
concentraciones establecidas.

En un mortero de porcelana se disolvido el extracto atomizado de tara
utilizando como diluyente al agua destilada, a esta primera fase le llamamos
solucion 1.

En otro recipiente se disolvid el gel base y la trietanolamina a esta fase le
llamamos solucion 2.

Llevamos la solucion 2 sobre la 1 hasta que se diluya-con homogeneidad, le
llamamos solucion 3. |

A la solucion tres formada se le agregé poco a poco la crema base hasta
formarse asi el cremagel de tara.

Se repitié todos los pasos realizados para elaborar el cremagel a las
concentraciones 5% y 7%.

Una vez realizado sus controles y ensayos, se envasdO en envases
previamente sanitizados en un ambiente aséptico y se verificé el peso

obtenido de cada concentracion del cremagel.

23



3.3.6. 'Control de los parametros fisicoquimico del cremagel de Caesalpinia
spinosa. “tara”

Para determinar y establecer la calidad de un producto farmacéutico, este debe

de cumplir con ciertas especificaciones establecidas en las farmacopeas u otras

bibliografias cientificas autorizadas, por tanto los parametros a ser evaluados en

la forma farmacéutica semisélida elaborada son los siguientes:

Determinacion de las caracteristicas organolépticas .

Se determind las caracteristicas organolépticas de la crema siguiendo los

procedimientos descritos anteriormente.

Determinacion de pH

Para determinar el pH se siguio el método de Fiedler, se tomé 5 a 10 g de crema

en un vaso precipitado y luego se llevé a bafio maria, se fundié la muestra y se

agreg6 30 ml de agua bidestilada a pH 7 calentada a 70 °C, se mezclé bien

hasta formacion de dos fases; se filtrd la fase acuosa y se determino el pH del

filtrado. >

Determinacion del tipo o signo de emulsion

Método de dilucién: En dos tubos de ensayo se colocé 1 a 5 ml de emulsion, a

uno de ellos se agregd 5 ml de agua y al otro 5 ml de vaselina liquida o alcohol,

se mezcld y se observo.

El tubo que presenta un aspecto homogéneo indica la fase externa de la

emulsién, es decir si presenta una dispersion homogénea en agua la fase

externa es acuosa (O/W) y si es homogéneo en vaselina o alcohol la fase

externa es oleosa (W/Q).%*%

Determinacion del indice de extensibilidad

Para realizar este ensayo se utilizaron dos placas de cristal (10 X 10 cm) entre

las cuales se colocd una cantidad pesada del preparado (por ejemplo 2 g),

trabajar a una variacion de temperatura de + 0,5 °C.

Se coloca la placa inferior de cristal sobre una hoja de papel milimetrado. Se

recuadra la placa y se trazan las diagonales, se coloca la muestra del preparado

sobre el punto de interseccion. Se pesa la placa superior y se sitia sobre Ia

inferior. Pasado un determinado tiempo (1 minuto), y por efecto de la presion, la

preparacién se habra extendido de forma aproximadamente circular.>®°

Se anoté los valores de los dos diametros y se calculo el diametro medio y a

partir de éste, se calculé la superficie del circulo formado.
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Se repiti6 esta operacion con sucesivos pesos (por ejemplo, 50, 100, 200 y 500
g) colocados en el centro de la placa. Se represento la extensabmdad en mm?
(Area = n(d/2)? frente a los pesos empleados.® — -

3.3.7. Evaluacion de la actividad antimicotica

Activacion de los hongos dermatofitos

Se prepar6 Agar Soya Tripticase y se dispersaron en tres tubos con tapas rosca

estas se autoclavaron; sobre estos tres tubos con agar se sembro las cepas de

Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes y Epidermophyton

floccosum ATCC 25923, proporcionados por el Instituto Nacional de Salud y se

incubaron a 30 °C por 7 dias. Este cultivo madre se utilizé para realizar las
pruebas de actividad antimicética.®"®

Preparacion del inéculo

Se seleccionaron las cepas de Trichophyton rubrum, Trichophyton

mentagrophytes y Epidermophyton floccosum, se sembré en placas Petri que

contenian agér Saboraud dextrosado y se incubé a 30 °C por 7 dias para luego
transferirlas a un tubo con 5 ml de solucién salina, para obtener una turbidez
opticamente similar al estandar 0,5 de la escala Mc Farland.®"%2

Determinacion de la actividad antifingica

Para determinar la actividad antimicética del cremagel de extracto atomizado de

Caesalpinia spinosa “tara” se emple6 la técnica de “disco en agar”.

e Se prepar6 agar Miller Hinton el cual fue esterilizado y enfriado para luego
anadir 18 ml del medio en cada placa Petri esteéril.

* Una vez solidificado el medio, se sembré las diferentes cepas de hongos
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes y Epidermophyton
floccosum ATCC 25923 se sembré por el método de estrias usando un
hisopo estéril, haciendo un extendido por toda la placa, después se dejo
secar las placas por 30 minutos al ambiente.

* Luego se coloco los discos de papel Wetex secante de 6 mm de diametro y
0,6 mm de grosor embebidos con las diferentes concentraciones del
cremagel de 3%, 5%, 7%, blanco y estandar (Terbinafina), las placas se
incubaron a 30°C por 7 a 14 dias.>*5"%?

Lectura e interpretacion de los resultados

Se observaron las zonas de inhibicién (halos) y se midieron los diametros de los

halos utilizando un vernier. 852
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Para el calculo de porcentaje de inhibicion se utilizé la siguiente formula:

Diametro del halo de inhibicion de la muestra .
Diametro del halo de control

% Inhibicion = 100

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se procedio a la dilucién del extracto en una serie de tubos que contenian caldo

Saboraud dextrosado para el crecimiento del dermatofito que se va a ensayar.

Se inoculo las cepas de Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes y

se incubo a 35°C por 3 dias y se determiné la concentracion minima inhibitoria

del antimicético. &

Procedimiento:

Para hallar la concentracion minima inhibitoria (CMI) se preparé 15 tubos
previamente esterilizados y rotulados del numero 1 al 15.

Se agreg6 a partir del tubo N° 1 hasta el tubo N° 15, 1 ml de caldo nutritivo.
Posteriormente se agregd 2 ml del extracto preparado al 7 %, al tubo N° 1,
a partir del cual se traspasé 1 ml al tubo N° 2 y asi sucesivamente hasta el
tubo N° 14, del tubo N° 14 se extrajo 1 ml y se descarté. El tubo N° 15 no
recibié extracto, siendo éste el control.

Luego se adicioné 1 ml del inéculo de Trichophyton rubrum, a todos los
tubos e inmediatamente se llevé a incubar los tubos a 35 °C entre 3a 7
dias. El mismo procedimiento se realizd para el Trichophyton
mentagrophytes (anexo 17).
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Tabla 6. Concentraciones decrecientes de las diluciones del atomizado de la
Caesalpinia spinosa “tara”

Tubos Trichophyton Rubrum Trichophyton mentagrophytes
1 0,0700 0,0700
3 0,0359 0,0359
3 0,0175 0,0175
4 0,0875 ' . 0,0875
5 0,0437 ; 0,0437
6 0,0218 (CMF) j 0,0218
7 0,010 (CMI) 0,0109 (CMF)
8 0,0054 ] 0,0054 (CMI)
9 0,0027 00027
10 0,0013 0,0013
11 0,0006 0,0006
12 0,0003 0,0003
13 0,0001 0,0001
14 0,00008 | 0,00008

Se observa el crecimiento del hongo por la presencia de turbidez en el medio. Et
punto final de la CMI se definié como la dilucién del tubo en el que no presenta
turbidez, para esto se comparé el tubo utilizado como blanco. La concentracién
minima inhibitoria es la menor concentracién de antimicético capaz de inhibir el
crecimiento de los dermatofitos.

Determinacién de la concentracién minima fungicida (CMF)

Para determinar la CMF se utilizd la concentracion minima inhibitoria, se
seleccionaron los tres tubos en los que no se observaron turbidez al determinar
la CMI, a partir de los cuales fueron sembrados en placas con agar Saboraud
dextrosado y posteriormente se incubaron por 4 a 7 dias. (Anexo 12)

3.4. Disefio experimental

Tipo de investigacion

e Experimental

Disefio de investigacion

Diseiio con pos prueba unicamente y grupo control

RG1 X o1

RG2 X 02

R: asignacién al azar o aleatoria.
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G: Grupos de sujetos (G1, grupo 1; G2 grupo 2; etc.)

X: Tratamiento, estimulo o condicion experimental.

O: Medicién experimental

- : Ausencia de estimulo. Indica grupo control o testigo

3.5. Analisis de datos

Los resultados se procesaron comparativamente en cuadros y graficos
estadisticos y fueron sometidos a andlisis de varianza (ANOVA) que permitio
determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas. Las
diferencias de las diferentes concentraciones fueron analizadas por |la prueba de
Tukey, para el estudio se utilizé un nivel de confianza de p<0,05, el software
estadistico SPSS versién 20,0.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicos del extracto atomizado de las
vainas de Caesalpinia spinosa “tara”. Ayacucho — 2014.

PARAMETROS ENSAYOS RESULTADOS
Color Beige claro
Olor Caracteristico
Organolépticos : 5 W ,
Sabor Astringente
Aspecto Polvo fino
Solubilidad Agua Muy soluble
Metanol Soluble
pH pH - metro 3,5
Humedad Gravimétrico 9,70%
Cenizas Gravimétrico 3,19%
Rendimiento Soélidos Totales 11,89%
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Tabla 8. Metabolitos secundarios presentes en el extracto

atomizado de las vainas de Caesalpinia spinosa. “tara’.. Ayacucho
- 2014.

METABOLITOS
SECUNDARIOS ENSAYOS RESULTADOS OBSERVACIONES
Dragendorff + No hay reaccion
Alcaloides ' .
Opalescencia
Mayer + :
ligera
Azlcares .
reductores Fehling + Precipitado rojo
Catequinas Catequinas A Mancha verde
carmelita a luz UV
Saponinas Espuma i Si hay presencia
de espuma
_ Fase amilica de
Shinoda ++ color amarillo
Flavonoides ‘ intenso
- NaOH 20% ++ Color naranja
H280; (c) ++ Color amarillo
Fenoles y/o Cloruro Coloracién negro
taninos férrico e azulado
Quinonas Bomtrager + Coloracién roja
Leyenda:

(-) :Ausente (+):Escasa (++) :Buena (+++) : Excelente
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Tabla 9. Parametros de las caracteristicas organolépticas y
pH del cremagel elaborado a base del extracto atomizado
de las vainas de Caesalpinia spinosa “tara”. Ayacucho
2014,

PARAMETROS ENSAYOS FORMULAS RESULTADOS
Crema 3,0% Beige claro
Crema 5,0% Beige
Color
Crema7,0%  Beige oscuro
i Cremabase Blanco nieve
organolépticas
Olor Crema Suigeneris
Sabor Crema Amargo
Aspecto Crema Homogéneo
Crema base 6,93
Crema 3,0% 5,90
pH %
Crema 5,0% 530
Crema 7,0% 5,04
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Tabla 10. Tipo de emulsién del cremagel elaborado a
base del extracto atomizado de Caesalpinia spinosa
“tara”. Ayacucho —2014.

METODOS SOLVENTE RESULTADOS

o ) Homogéneo, Soluble y
Dilucién Agua purificada

(Emulsion OW)
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Figura 4. Variacion de la extensibilidad en funcion del peso
aplicado al cremagel elaborado a base del extracto atomizado de
Caesalpinia spinosa “tara” a concentraciones 3 %, 5%, 7% y
btanco. Ayacucho - 2014,
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Figura 8. Prueba de comparaciones del promedio de halos de
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Caesalpinia spinosa “tara” y estandar frente a Trichophyton
mentagrophytes. Ayacucho - 2014.
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Figura 9. Prueba de comparaciones del promedio de halos
de inhibicion a las concentraciones 3%, 5% y 7% del
cremagel de Caesalpinia spinosa “tara” y estandar frente a
Trichophyton rubrum. Ayacucho- 2014.
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Tabla 11. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y
concentracion minima fungicida (CMF) del cremagel
elaborado a base de extracto atomizado de las vainas
de Caesalpinia spinosa “tara". Ayacucho 2014.

Tubos Trichophyton Trichophyton
Rubrum mentagrophytes
1 0,0700 0,0700
2 0,0359 0,0359
3 0,0175 0,0175
4 0,0875 0,0875
5 0,0437 | 0,0437
6 00218(CMF) 00218
7 0,0109 (CMI) ; 0.0109 (CMF)
8 0,0054 } 0,0054 (CMI)
9 0,0027 0,0027
10 0,0013 0,0013
i1 0,0006 0,0006
12 0,0003 0,0003
13 0,0001 0,0001
14 0,00008 0,00008
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V. DISCUCION

En nuestro pais desde épocas muy remotas y ancestrales, se han utilizado con
fines terapéuticos las diversas plantas medicinales que se cultivan en nuestro
ambito territorial.

En la presente investigacion se buscoé evaluar si el cremagel elaborado ‘a base
de extracto atomizado de Caesalpinia spinosa "tara” a las concentraciones de
3%, 5% y 7% poseen actividad antimicética frente a las diferentes cepas:
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes y Epidermophyton
floccosum comparandola con una crema con la misma actividad frente a estos
dermatofitos.

Las vainas de Caesalpinia spinosa “tara” fueron recolectadas en el distrito de
Luricocha de la provincia de Huanta departamento de Ayacucho. Para la
obtencion del extracto atomizado de tara se sigue el protocolo descrito por
Razo® y Fernandez®® mostrando que el extracto atomizado obtenido de
Caesalpinia spinosa “tara” es un producto de calidad que cumple con los
parametros mencionados por Goycochea tal como se observa en la Tabla 1
teniendo gran cantidad de solidos totales que da como principal componente
entre 65 % a 70% de taninos presente en las vainas de tara.

En las caracteristicas organolépticas como olor caracteristico, sabor amargo,
color beige claro y aspecto de polvo fino homogéneo, también cumplen con los
estandares de calidad lo que confirma la presencia de metabolitos secundarios
que demuestra la actividad a estudiar. El extracto atomizado es muy soluble en
agua lo que determina la mejor extraccion de sus principios activos soluble en
alcohol y poco soluble en cloroformo. El pH igual a 3,5 es muy interesante ya
que la acidez de este permite fijarse en proteinas. La humedad 9,7%
encontrandose dentro del rango establecido por Goycochea', determinando la
estabilidad del atomizado que evita la hidrolisis de algunos metabolitos como
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manifiesta Miranda®, el porcentaje de cenizas es de 3,2% coincidiendo con los
resultados que nos muestra Goycochea'.

Al analizar el tamizaje fitoquimico, se observan los diferentes metabolitos
secundarios presente en el extracto atomizado de Caesalpinia spinosa “tara”
(Tabla 8) este estudio comprendié un conjunto de ensayos y técnicas, que
muestran resultados cualitativos o de identificacion dandonos una idea general
de la composicion quimica de la planta, desatando la presencia de taninos,
lactonas, saponinas, alcaloides, flavonoides y otros metabolitos, corroborado por
Narvaez** demostrandose que el proceso de atomizado no existe perdida de
metabolitos secundarios responsable del efecto farmacolégico, especificamente
de los taninos. .

Mariela®® menciona que los taninos hidrolizables son caracteristicos de
dicotiledéneas. Al tratar los taninos hidrolizables con cloruro férrico (FeCls)
aparece una coloraciéon azul, se hidrolizan con facilidad por la accion de los
acidos, bases o enzimas, en un azucar, un polialcohol y un acido fenolcarboxilico
dependiendo del tipo de acido que produce por la reaccién se subdividen en
galotaninos (acido galico) y elagitaninos (acido elagico o dilactona estable del
acido hexahidroxidifénico), demostrando asi que el extracto atomizado de tara
esta contenido de gran cantidad de tanino de tipo hidrolizable ya que este
presenta una coloracion azul oscuro al reactivo FeCl,.

En investigaciones realizadas se encontré que los taninos y flavonoides son
metabolitos, encontrados en la Caesalpinia spinosa que se encuentran en
diferentes partes de la planta. Estos son solubles en agua, etanol, acetona y
otros disolventes organicos, tienen actividad antidiarreica, antihemorragico local,
antihepatotoxica y antibacteriana, Huarino'® demuestra que la caesalpinia
spinosa posee altas concentraciones de taninos.

Trillo® menciona que un estudio de formulacién debe ir precedido del
conocimiento de determinadas propiedades fisicas, quimicas y biofarmaceuticas
del principio activo y las influencias sobre estas de los excipientes y proceso
tecnologico determina las cualidades fundamentales del medicamento que son
eficacia, seguridad y estabilidad.

En el presente estudio esta situaciéon se agrava debido a la higroscopidad
inherente del extracto atomizado y a la cantidad de extracto afadido. Las
medidas utilizadas para evitar estas inconvenientes es adecuar un area de

trabajo, controlando el % de humedad en el medio y la presién. Una vez obtenida
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la formula nos vamos a la realizaciéon de varios pilotos, teniendo en cuehta
principalmente las caracteristicas fisicoquimicas del tanino como solubilidad,
caracter lipofilo u hidréfobo se concluye con la formulacién, realizando los
controles respectivos tal como se muestra en la Tabla 7.

En la Tabla 9 se presenta los resultados de las caracteristicas organolépticas del
cremagel, en ella se aprecia que el color del cremagel depende de la
concentracion de extracto atomizado de la Caesalpinia spinosa “tara”. La crema
base es de un color blanco nieve, el gel base es translucido, observandose que
el cremagel al 3.0 % presenta un color beige claro, el cremagel al 5,0 % un color
beige y el cremagel al 7,0 % un color beige oscuro. El cremagel tiene un olor
suigleneris caracteristico al extracto atomizado de tara debido al olor
caracteristico de esta planta, un sabor ligeramente amargo debido a la presencia
de los excipientes. Esta forma farmacéutica semisélida presenta un aspecto
homogéneo la que nos demuestran su buena estabilidad.

En el misma tabla se muestran los resultados del pH del cremagel; el cremagel
base tiene un pH'de ligeramente acido, el cremagel al 3,0% un pH de 5,90
acida, el cremagel al 5,0 % un pH de 5,30 acida y el cremagel al 7,0 % un pH de
5,04 siendo mas acida. El unglento hidréfilo denominado también crema de
emulsion O/W aniénicas son inestables a un pH inferior a 5,0 como describe
Trillo® por tanto el pH de las cremas estan dentro de las especificaciones que
oscilan entre 5,0 a 7,5 tal como menciona en sus procedimientos el Laboratorio
Farmacéutico Markos®" Es necesario tener en cuenta el pH de ia piel que oscila
entre 4,9 para los hombres y 5,0 para las mujeres como menciona Orlandi,
cuando el pH de la superficie es mas alcalino, se produce prurito y dermatitis de
caracter inespecifico, las que se evitan con la formulacién de cremas con pH
cercano a la piel, por tanto la crema 7,0 % se asemejan al pH de la piel.

En la Tabla 10, se reporta el tipo de emulsion del cremagel, es homogénea en
agua y heterogénea en alcohol etilico, comprobando que es una emulsion O/W.
El cremagel en estudio segun Vila® se les denomina emulsiones O/W, formas
farmacéuticas constituidas por dos fases, una lipéfila y otra acuosa, debido a que
la fase externa es de naturaleza acuosa por la presencia en su composicion de
emulsificantes tipo O/W, en este caso es la cera Lanette N. Por tanto hay una
necesidad de ser evaluada si la forma farmacéutica semisdlida en estudio
corresponde a lo descrito anteriormente, en la Tabla 9 se presenta un método

para determinar el tipo de emulsion; segun el método por dilucién las cremas en
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estudio son solubles en agua y presentan un aspecto homogéneo, es decir si
presenta una dispersién homogénea en agua la fase externa es acuosa, decimos
entonces que es una emulsion OMW. Por tanto decimos que las cremas son
emulsiones O/W.

En la Figura 4, se presentan los resultados de la prueba de extensibilidad del
cremagel elaborado a base de extracto atomizado de tara. En un estudio de
formulacion de formas farmacéuticas semisdlidas es necesario evaluar el
comportamiento reolégico debido a que las propiedades reolégicas tienen una
gran influencia en la estabilidad y en la textura de los mismos como menciona.
En este estudio se considera el indice de extensibilidad que proporciona una
medida del umbral de deformacién del sistema. Podemos observar que la
extensibilidad es aproximadamente proporcional al peso aplicado (a mayor peso,
mayor extensibilidad), llegando a un punto donde al aplicar mayor peso la
extensibilidad es constante. En la Figura 4 se muestra que el cremagel al 7,0%
tiene mayor extensibilidad aplicando 500 g de peso, igual a 72,43 + 5,95 cm?,
seguido del cremagel 5,0 % con 71,64 + 6,50 cm?®, cremagel 3,0 % con 63,71
6,47 cm? y el cremagel base con 65,87 + 6,78 cm? estos comportamientos
puede ser debido a que las cuatro formulaciones tienen diferentes cantidades de
agua.

En la Figura 5 se muestra los promedios de los halos de inhibicién del cremagel
a las diferentes concentraciones 3%, 5% y 7% frente a las tres cepas:
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes y Epidermophyton
floccosum; observando que el cremagel de Caesalpinia spinosa “tara” tiene
actividad frente a 2 tipos de cepas Trichophyton rubrum y Trichophyton
mentagrophytes, pero no presenta actividad frente al género Epidermophyton
floccosum. Las hifas de Epidermophyton floccosum se -caracterizan por
estructuras alargadas, las paredes de Epidermophyton floccosum son bastante
similares a las de Neurospora que consta de dos partes distintas: una capa
exterior delgada, denso en electrones, la lamina densa y una capa fibrilar interior
mas amplio, presentando macroconidios y ninglin microconidio.*®

- En la Figura 6 se observa las caracteristicas del cremagel de extracto atomizado
de tara a las concentraciones 3%, 5% y 7% que mostrando promedios de halos
de inhibicién crecientes de 41,8942 para el cremagel al 3%, 46,3885 para el
cremagel al 5 % y para el cremagel al 7% 49,8667, mostrando mejor sensibilidad

frente a Trichophyton rubrum a la concentracién de 7% con un promedio de halo



de 49,8667 mm, siendo este valor mayor a la Terbinafina que presenta un halo
de inhibicién de 42,7633 habiendo diferencia entre los tratamientos ensayados (p
<0,05) a un nivel de confianza del 95 % (Anexo 9), Kondo muestra el efecto
antibacteriano del extracto alcohdlico en diferentes concentraciones de
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze sobre la viabilidad de Corynebacterium
diphtheriae usando in6culos estandarizados con el Nefelometro de McFarland N°
0,5 encontrandose que el promedio de los diametros de los halos de inhibicion
obtenidos con las diferentes concentraciones ensayadas varia de 34,11 a 43,55
mm. A medida que se aumenta la concentracion del extracto alcohdlico de C.
spinosa se obtiene mayor diametro de halo de inhibicion.

Huarino'®, encontré halos de inhibicion mayores a @ mm con diametros
promedios que varian entre 12,32 a 17,32 mm segun aumente |la concentracion
del extracto de C. spinosa, se decidid® comparar con un control positivo
(Clorhexidina al 0,12%) que generalmente se usa como antiséptico oral, y un
control ﬁegativo (alcohol 70°) encontrandose que los halos de inhibicién
obtenidos por el extracto de Caesalpinia spinosa fueron mayores que los
obtenidos por los grupos controles (Clorhexidina 0,12% y alcoholo 70°).

En cuanto al farmaco utilizado se pudo demostrar que la Terbinafina utilizada
como control, tiene una buena sensibilidad a los dermatofitos esto se puede lo
demuestra Colella® en donde menciona que la mayor sensibilidad a los
dermatofitos fue la Terbinafina, seguida por la griseofulvina e itroconazol. Sin
embargo, se requieren mas estudios en los cuales se utilice los mismos
parametros que se usaron en este trabajo ya que no se encontré mayor
referencia con respecto a lo mencionado. Ademas, se necesitan estudios in vifro
e in vivo, indispensables para la determinaciéon de la actividad dandose una
respuesta clinica frente a un tratamiento

En la Figura 8 se observa que los halos de inhibicion frente al dermatofito
Trichophyton mentagrophytes a las concentraciones 3,0 %, 5 %, 7 % y estandar
terbinafina con halos de inhibicion promedios 26,1489; 26,0600; 26,8591 y
29,6613 no presentan diferencia estadisticamente (Anexo 13) ya qﬁe a cualquier
concentracion utilizada del cremagel se obtendria los mismo resultados.

En la Figura 9 se observa que los halos de inhibicién frente al dermatofito
Trichophyton rubrum del cremagel a las concentraciones de 3%, 5% y el
estandar con halos de inhibicién promedios 41,8942; 46,3875 y 42,7633 mm

respectivamente son estadisticamente iguales, pero que hay diferencia

45



estadistica frente al cremagel de extracto atomizado de tara al 7% que presenta
un promedio de halo de inhibicion de 49,8667 mm, también se observa que el
cremagel al 5% y al 7% son estadisticamente iguales (Anexo 14).
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VI. CONCLUSIONES

Los metabolitos secundarios identificados en el extracto atomizado de la
vaina de la Caesalpinia spinosa “tara”, fueron catequinas, flavonoides,
fenoles y taninos.

El cremagel elaborado a base de extracto atomizado de la vaina de la
Caesalpinia spinosa “tara” tiene actividad antimicética frente a cepas de
Trichophyton rubrum 'y Trichophyton mentagrophytes, pero no tiene
actividad frente al Epidermophyton floccosum.

El cremagel elaborado a base del extracto atomizado de la vaina de la
Caesalpinia spinosa “tara” al 7% presenté mejor actividad con un halo de
‘inhibicion de 49,8667 mm frente a Trichophyton rubrum mientras que
frente al Trichophyton mentagrophytes no se aprecié diferencias en
cuanto a los halos de inhibicién obtenidos al 3%, 5%, 7% y Terbinafina
teniendo estadisticamente la misma actividad antimicética.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
fungicida (CMF) del cremagel elaborado a base del extracto atomizado
de la vaina de la Caesalpinia spinosa “tara” frente a dermatofitos es de
1% y 2% respectivamente frente a Trichophyton rubrum, mientras que
frente a Trichophyfon mentagrophytes presenta una CMI 0,05 % y una
CMF de 1 % observandose que el cremagel de tara tiene buena actividad
a mininas concentraciones.

El cremagel elaborado al 3,0 % presenta un color beige claro, el cremgel
al 5,0 % un color beige y el cremagel al 7,0 % un color beige oscuro,

tienen un pH de 5,90; 5,30 y 5,04 respectivamente.
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VII.RECOMENDACIONES

Realizar el estudio de estabilidad del cremagel elaborado a base del
extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia spinosa “tara” la
concentracion de 3,0 %, 5,0 % y 7,0 %, su posterior estudio clinico las
cuales nos permitird contribuir a una alternativa en el tratamiento contra
las tifias y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Realizar un estudio comparativo con un farmaco del mismo grupo
farmacoquimico.

Realizar estudios cientificos que confirmen las diversas propiedades
medicinales atribuidas al extracto atomizado de la vaina de la Caesalpinia
spinosa ‘tara”.

Llevar todos los estudios realizados mas alla de extractos acuosos y/o
hidroalcoholicos y tratar de industrializarlo, ya que abre puertas a otros
campos para poder realizar diferentes formas farmacéuticas que sean

mejor biodisponibles para un eficaz tratamiento farmacolégico.

49



10.

11.

12.

13.

Viil. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Sahm D. Weissfeld A. Diagnodstico Microbiologico. 12°ed. Argentina
Editorial Médica Panamericana S.A. 2009

Allevato M. Negroni R. Galimberti R. Antifungicos Ayer, Hoy y Mafiana.
Educacion Continua. (Revista en internet) 2007 (acceso Enero 20149)
30(8). Disponible en: http://www.atdermae.com/pdfs/atd_30_01_02.pdf
Dermatofitosis. Tifia, Tinia y Dermatomicosis Instituto For Internacional
Cooperacion In Animal Biologics. lowa State University Mayo 2005.
Benedito T, Vallecidos M. Tinea pedis. fml Revista de Medicina de la
Familia y Atencion Primaria (Revista en internet) 2013 )(acceso a internet
02 de diciembre de 2013) 17(8) disponible en:
http://www.revistafml.es/upload/ficheros/noticias/201302/1708_im__tia_ped
is.pdf

Arango M. Sanchez B. Productos Naturales con Actividad Antimicética.
Rev. Espaiiola Quimioterapica Prou Science S.A. (revista de internet)
Diciembre 2004 (acceso 17 de noviembre del 2013) 7(2).

Disponible en: http://imww.seq.es/seq/0214-3429/17/4/325.pdf

Cabanes J, |Identificacion de hongos dermatofitos. Revista
Liberoamericana de micologia (Revista en internet) 2001(acceso a internet
30 de noviembre del 2013) 11(3) disponible en:
http://www.guia.reviberoammicol.com/Capitulo12.pdf.

Rodriguez J, Rodero L, Cérdoba S, Cuenca M. lll Curso Hispano-
Argentino de Micologia Médica Determinacion de la Resistencia a los.
Antifungicos en el Laboratorio. 2000. pp.10

Cea R. Célula Inventa Quimica y Farmacia. Célula inventa quimica y
farmacia direccidn de innovacion y calidad. (revista de internet) setiembre
2013 (acceso 20 de agosto del 2014) 1(8)
http://www.innovacion.gob.sv/inventa/attachments/articie/4591/Publicaci%
C3%B3n%20de%20Fitof%C3%A1rmacos.pdf

Haddad M, Fernandez |, Actividad Antifingica de Cuatro Plantas Usadas
en la Medicina Tradicional Peruana. Aislamiento de 3'- formil - 2'.4'.6' —
Trihidroxidihidrochalcona, Principio Activo de Psidium acutangulum
(Revista en internet) 20112013 (acceso a internet 02 de diciembre del
2013) 77(3) disponible en:
http://www.scielo.org.pe/pdf/rsqp/v77n3/a05v77n3.pdf

Goycochea R. Evaluacion de taninos y goma del fruto de la tara
Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze provenientes de las lomas de
Atiquipa, Arequipa - Perd. Facultad de Ciencias Forstales. Universidad La
Molina. 2010

Ferreira J, Gragas M, Estevan P. Inhibitory effect of Caesalpinia spinosa
leaflets crude extract on Fusarium solani and Phoma tarda. Departamento
de Quimica, Universida de Federal de Lavras (UFLa), Brasil. 2005. 187-12.
Ananca E. Efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de vainas de
Caesalpinia spinosa (tara) en cepas de Staphylococcus aureus vy
Streptococcus pyogenes. Tesis para optar el Titulo de Quimico
Farmacéutico. Fac. Ciencias Médicas Escuela Académico Profesional de
Farmacia y Bioquimica: Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.
Tacna. 2009.

Liu H, Lengua L. Evaluacién de la Actividad Antibacteriana in vitro de los
Extractos de Caesalpinia spinosa “tara” y Eucalyptus sp. “Eucalipto”

51


http://www.atdermae.com/pdfs/atd_30_01_02.pdf
http://www.revistafml.es/upload/ficheros/noticias/201302/1708_im
http://www.seq.eS/seq/0214-3429/17/4/325.pdf
http://www.guia.reviberoammicol.com/Capitulo12.pdf
http://www.innovacion.gob.sv/inventa/attachments/article/4591/Publicaci%25
http://www.scielo.org.pe/pdf/rsqp/v77n3/a05v77n3.pdf

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22.

23.

24,

25.

26.

27,

28.

Facultad de Medicina Humana de la Universidad de san Martin de Porres,
Lima 2007

Kondo K, Takaishi Y, Shibata H, Higuti T. lismrs (Intensifier of beta- Lactam
Susceptibibility in Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) from Tara
Caesalpinia  spinosa (Molina) Kuntze. J Phytotherapy And
Phytopharmacolog.2006.

Huarino M. Efecto antibacteriano de la Caesalpinia spinosa (tara) sobre
flora salival mixta. (Tesis de la Facultad de Otdontologia UNMSM) Lima
Peru (s.n.) 2011.

Arango M. Sanchez B. Productos Naturales con Actividad Antimicética.
Rev. Espanola Quimioterapica, Prou Science S.A. (revista de internet)
2004 diciembre (acceso 17 de noviembre del 2013) 7(2). Disponible
en:http://www._seq.es/seq/0214-3429/17/4/325. pdf

Herranz |. Antibidticos Naturales, (revista de internet) 2010 octubre
(acceso 27 de noviembre)3(1). Disponible en:
http:/fisabelaherranz.blogspot.com/2010/10/antibioticos-naturales.htmi.
Canigueral S. Dellaccassa E. Plantas medicinales y fitoterapia:
tindicadores de dependencia o factores de desarrollo? unidad de
farmacognosia, Farmacologia, Universidad de Barcelona (revista de
internet) 2003 Enero-Marzo (acceso 20 de noviembre del 2013) 22(1).
Greulach A, Adams J. Las plantas: Introduccién a la botanica moderna. 3ra
ed. México DF: LIMUSA. 2000: 60.

Torres J. Fitoterapia. Centro de medicina biolégica, Managua, Nicaragua,
2003. -

Vanaclocha B. Canigueral S. Fitoterapia Vademécum de Prescripcion. 4ta
Ed. Barcelona. Edit. Mason S.A. 2006.

Gregori Valdez B.S. Estructura y Actividad de los Antifunjicos. Rev.
Cubana Farm. (Revista de internet) 2005 (acceso 23 de noviembre del
2013) 39 (2) disponible en:
http://bvs.sld.cu/revistas/far/vol39_2_05/far12205.pdf.

Rivas A. Cardona N. Antimicéticos de uso sistémico ;Con qué opciones
terapéuticas contamos? CES Medicina (Revista en internet) 2009 Enero-
Junio (acceso12 de setiembre del 2014), 61-76, Universidad CES
Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/pdf/2611/261121006007 .pdf

Avellato M. Negroni R. Antifungicos ayer, hoy y mafiana, Educacion
Continua (revista de internet) 2007(acceso a internet 20 de noviembre del
2013) 30(8) disponible en:
http://www.atdermae.com/pdfs/atd_30_01_02.pdf

Carrillo A. Tur C. Antifungicos disponibles para el tratamiento de las
micosis ungueales Rev Iberoam Micol. (revista en internet) 2010 Enero
(acceso a internet 20 de setiembre del 2014);27(2) Disponible en :
http://www.reviberoammicol.com/2010-27/049056..pdf

Lura C. Gonzales M. Introduccion al estudio de Micoldgica. 2da Ed. Santa
Fe —Argentina. Edit. Universidad Nacional del editorial Santa Fe. 2003.
Erchiga V. Aspectos novedosos en la epidemiologia de las micosis
superficiales en Espafa. Rev. Internacional de dermatol Dermacoms
(revista de internet) 2002 (Acceso a internet 2 de diciembre del 2013)
disponible en:
http://www.elmedicointeractivo.com/ap1/emiold/publicaciones/dermacosme
tica2002/8/429-430.pdf.

Sanchez L. Matos R. Infecciones micéticas superficiales. Dermatologia
Peruana. (Revista de internet) 2009 Agosto (acceso a internet 2 de

52


http://www
http://isabelaherranz.blogspot.com/2010/10/antibioticos-naturales.html
http://bvs.sld.cu/revistas/far/vol39_2_05/far12205.pdf
http://www.redalyc.org/pdf/2611/261121006007.pdf
http://www.atdermae.com/pdfs/atd_30_01_02.pdf
http://www.reviberoammicol.com/2010-27/049056.pdf
http://www.elmedicointeractivo.com/ap1/emiold/publicaciones/dermacosme

29.

30.

31.
32,
33.

34.

35.

36.

37.

38.
39.

40.

41.

42.

43.

diciembre del 2013) 19(3) disponible en:
http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/dermatologia/v19_n3/pdf/a09v19n3.
pdf.

Pérez E. Aspectos Actuales sobre las Dermatofitosis y sus Agentes
Etiolégicos. Biosalud (Revista de Internet) 2005 Enero-Diciembre acceso a
internet 21 de noviembre del 2013) 121(1) disponible en:
http://iwww.uv.mx/personal/elodominguez/files/2012/08/Aspectos. pdf
Arango M. Castafieda E. Micosis Humanas, Procedimientos Diagnosticos.
Examenes Directos. Corporacion para Investigaciones Bioldgicas, 2da Ed.
Medellin- Colombia. Edit. Quebedor World Bogéta S.A. _

Vilata Corel J.J. Micosis Cutaneas. Dermatomicosis, 1ra ed. Madrid. Edit.
Medica Panamericana S.A. 2005.

Velez V.Rodas M. Dermatologia. Fundamentos de Medicina. 6taEd. Edit.
Bogota. Ed. Corporacion para las Investigaciones Biologicas. 2006.

Puig L. Vilarrasa E. Tina interdigital de los pies (pie de Atleta): Su
diagnéstico y sus Ultimos avances en su tratamiento. Sistema Nacional de
Salud (Revista de internet) 2008 Madrid (Acceso a internet el 3 de
diciembre del 2013) 38(26) disponible en:
http://2011.elmedicointeractivo.com/Documentos/doc/pieatleta. pdf

Arlete Z. Ramirez R. Micologia : Trichophyton Parasitologia (Articulo en
internet)2010 Novienbre (Acceso a internet el 20 de setiembre del 2014)
2(5)

Sanchez L. Matos R. Infecciones Micoticas Superficiales. Rev.
Dermatologia Peruana (Revista de Internet) 2009 (Acceso a internet 20 de
diciembre del 2013)19(3) disponible en:
http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/dermatologia/v19_n3/pdf/a09v19n3.
pdf

Vasquez A. Micosis en El Salvador. Un problema de Salud Publica.
Propiedades antimicéticas In Vitro de una Planta Natural Allium sativum
(XX27). Universidad De El Salvador Universidad De Maastrich Holanda
Facultad De Medicina.2001

Salazar H. Carbajal P. Dermatofitosis por Trichophyton rubrum.
Experiencia de 10 afios (1996-2005) en un servicio de dermatologia de un
hospital general de la Ciudad de México.

Koneman j. Diagnostico Microbiologico 6ta. Ed. Madrid 2006. Edit. Médica
Panamericana S.A.

Fernandez R. Segundo C, Micosis. Determinacion de las variedades de
Trichophyton mentagrophytes en10 casos de dermatofitosis de Paraguay.
Rev. Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal [revista
en internet] 2002 junio [Acceso a internet 20 de diciembre del 2013] 45(41)
disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=57627203

Escobar, M. Nuevos antimicoticos y su uso en dermatologia. Servicio en
dermatologia. Universidad CES .Medellin. Colombia. 2004.

Sinski J, Avermaete D. Analysis of Tests Used to Differentiate Trichophyton
rubrum from Trichophyton mentagrophytes, Journal of Clinical Microbiology
(Revista de Internet) 2000 (Acceso a internet 20 de diciembre del
2013)13(1) disponible en: http://journals.asm.org/site/misc/reprints.xhtmi
Aristegui B. Epidermophyton floccosum (Harz) Langeron et Milochevitch,
2008

Quicaria E. Caracteristicas del follaje, nimero de cromosomas y contenido
de taninos en seis variedades de tara (Caesalpinia spinosa). 2009;

Narvaez A, “Las poblaciones naturales de la tara (Caesalpinia spinosa) en
el Ecuador: Una aproximacion al conocimiento de la diversidad genética y

53


http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/dermatologia/v19_n3/pdf/a09v19n3
http://www.uv.mx/personal/elodominguez/files/2012/08/Aspectos.pdf
http://2011
http://elmedicointeractivo.com/Documentos/doc/pieatleta.pdf
http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/dermatologia/v19_n3/pdf/a09v19n3
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=57627203
http://journals.asm.org/site/misc/reprints.xhtml

45.

46.

47.

48.

49.

50.
51.
52,

53.
54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

el contenido de taninos por medio de estudios moleculares y bioquimicos”
(revista de internet) 2010 enero (acceso 20 de noviembre del 2013)

36(15).disponible en:
http://asocam.net/portal/sites/default/files/publicaciones/archivos/BIBLIOTE
CA_0064.pdf.

Siccha A, Lock O, Molina M. Determinacién Cuantitativa de
Galactomananos en las Gomas de Tara, Charan y Una de Gato, por
Cromatografia de Gases. Bol SocQuim del Peru. 1994; 60:39-43. 2006;
13:209-212

Morales V. Catalogo de plantas medicinales estudiadas en la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la UNMSM (periodo: 1924 - 1986). Revista de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica 2010; 34:132.

Aragon S. Benedi J. Antimicéticos dermatolégicos, Farmacia Profesional.
Rev. El Sevier: Ciencia y Economia (revista de internet) 2003. (acceso 20
de “noviembre del 2013) 49(7) disponible en:
http://www.elsevierciencia.com/es/revista/farmacia-profesional-
3/articulo/antimicoticos-dermatologicos-13064579

Torres J. Alonso M. Efectos negativos y positivos del consumo de forrajes
ricos en taninos en la producciéon de caprinos Tropical and Subtropical
Agroecosystems Universidad Autonoma de Yucatan (revista en internet)
2008 (acceso 18 de setiembre del 2014) disponible en
http://www.redalyc.org/pdf/939/93911227008. pdf

Dominguez, A. Catedratico de Tecnologia Farmacéutica de la Universidad
de Salamanca, Revista: Estar bien, Edicion N° 8, Octubre de 2008(71).
Trillo F. Tratado de Farmacia Galénica. Madrid: Ed. Luzan 5 S.A; 1993.
Heliman J. Farmacotécnia tedrica y practica. México: Ed. Continental; 1982
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. Direccion General de
Control de Insumos para la Salud — Secretaria de Salud. México.5ta
edicion.1991.

Vila J. Tecnologia Farmacéutica. Volumen Il (Formas Farmacéuticas). 1ra
Reimpresion. Edit. Sintesis S.A. Madrid 2001

Caceres, A. Plantas de uso medicinal en Guatemala. editorial
Universitaria.1995

Rafael C. Plantas medicinales con actividad antiinfecciosa y antiparasitaria.
Servicio de Microbiologia. Facultad de Farmacia -Universidad
Complutense de Madrid.2012

Alnicolsa. Productos agroindustriales de exportacién. Todo sobre la tara
(acceso a internet 03 de enero del 2014) disponible en
http:/taninos.tripod.com/

Razo E. Disefio de una planta piloto para la industrializacion de stevia en la’
Comunidad Cueva de los Monos, Canton Sacha, Provincia de Orellana
[Tesis] Quito: Facultad de inginieria Quimica y Agroindustria de la Escuela
Politecnica Nacional. 2011.

Fernandez A. Figueroa M. Laboratorio de Operaciones Unitarias |l
“Secado por Atomizacidon de la Tara”. Universidad Nacional de
Ingenieria.2014 http://es.scribd.com/doc/231769117/SECADO

Miranda M. “Métodos de analisis de drogas y Extractos”.Edit. Instituto de
Farmacia y Alimentos-Universidad de la Habana Habana-Cuba.2002
Miranda M., Cuellar A. Manual de practicas de Laboratorio:
“Farmacognosia y Productos Naturales” Edit. Instituto de Farmacia y
Alimentos. Universidad de la Habana Habana-Cuba.200

Alvarado V. Plantas medicinales: efecto antibacteriano in vitro de Plantago
major L, Erithroxylum novo granatense, Plowman var Truxillense y Camelia

54


http://asocam.net/portal/sites/default/files/publicaciones/archivos/BlBLIOTE
http://www.elsevierciencia.com/es/revista/farmacia-profesional-
http://www.redalyc.org/pdf/939/93911227008.pdf
http://taninos.tripod.com/
http://es.scribd.com/doc/231769117/SECADO

62.

63.

64.

65.

sinensis sobre bacterias de importancia estomatoldgica. Revista cientifica
odontologia Sanmarguina: 2010; 13(2): 21-25.

USP 35. Farmacopea de los Estados Unidos de América. Formulario
nacional. Estados Unidos de América: 2012..

James H. Electro microscopic observations of Epidermophyton floccosum.
The journal of investigative dermatology (Acceso a internet 05 de abril del
2014).

Laboratorios Farmacéuticos Markos. Procedimiento de Operacion
Estandar; Fabricacion de Productos semisolidos No Estériles. Lima. 2004
Colella M. Castro M et. Al Suceptibilidad. antifungica en dermatofitos Rev.
Kasmera, Seccion de Micologia Médica, Instituto de Medicina Tropical,
Facultad de Medicina. UCV 32 (2) 85-92 julio- Diciembre 2006.

James H. Wolly H. Las observaciones de microscopia electrénica del
Epidermophyton floccosum ElI Joumnal of Investigative Dermatology.
Departamento de Zoologia de la Universidad Estatal de Louisiana 1964.

55



IX. ANEXOS

57



Anexo 1. Certificado de identificacion de la Caesalpinia spinosa “tara”. Ayacucho
-2014

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 Biogquimica, Srta. Flor de Maria, LOPEZ CHAUPIN,
ha solicitado |a identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada sequn el Sistema de Clasificacion F
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION H MAGNOLIOPHYTA F
" CLASE : MAGNOLIOPSIDA '

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : FABALES v

FAMILIA : CAESALPINACEAE

GENERO : Caesalpinia

ESPECIE 1 Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

N.V. : “tara” ¥

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

Ayacucho, 19 de Marzo de! 2014
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Anexo 2. Fotografia de las vainas de Caesalpinia spinosa “tara’. Ayacucho-2014
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Anexo 3. Concentracion del polvo de Caesalpinia spinosa “tara” realizado en el
Laboratorio de Control de Calidad de Farmacia y Bioquimica. Ayacucho —2014.

Vainas de Caesalpini
spinosa “tara”

>

Recoleccion y
determinacién
taxondmica

R

Despepitamos las vainas de
tara

!

Molienda de las vainas L'-“D

de tara

H

Se realiza la molienda
con un molino de

cuchilla
Y
Extracto acuoso de -
Caesalpinia spinosa 4 D> ﬁ%ouurr':lzz ::;a{::%e o%e
lavados
por 1h
Concentracién de la Se utiliz6 el
muestra ——>1  rotavapor industrial

|

Se lleva a atomizar

|

L

tara
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Anexo 4. Filtrado y concentracién del extracto acuoso de Caesalpinia spinosa
"tara" realizado en el Laboratorio de Control de Calidad de Farmacia y
Bioquimica. Ayacucho — 2014.

..‘ ”‘- T mg
itl‘.\ Ay,

Filtrado del extracto de tara utilizando el embudo de buchner

Concentracion del extracto con el rotavapor industrial
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Anexo 5. Fotografia del atomizador Spray Driver B290 del Centro de Desarrollo
Anélisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos. Ayacucho -

2014
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Anexo 6 .Extracto atomizado de Caesalpinea spinosa “tara’ realizado en el
Laboratorio de Control de Calidad de Farmacia y Bioquimica. Ayacucho — 2014.

T —
|

T ar oe
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Anexo 7. Tamizaje Fitoquimico realizado en el Laboratorio de Control de Calidad
de Farmacia y Bioguimica. Ayacucho - 2014.
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Anexo 8. Formulacién del Cremagel elaborado a base del extracto atomizado de
Caesalpinia spinosa "tara" realizado en la Farmacia MASPHARMA especializado
en preparados Magistrales. Ayacucho — 2014.

: m? E :

&

-3 | -Mortero
Sanmzaclén de L} -Pilon

los materiales l \ -Vasos ppdo.

- -Varillas
:

e
T Pesar todos Ios
U insumos

- )

A T T

t

|
| _ mne
[ Se daluye el extracto
atomuzado de tara en agua

destllada

En otro recuplente se
mezcla labase gelyla |
tnetanolamlna § :

— =g )

.-/

—

. ——~——— | unamezcla homogénea 1 .
- I i i i) :

- | ~ o

el |
ﬂ Se mezcla Ia fase 1 y Ea fase_2 I :
| agitando hasta que se obtenga i

L l

L)

T { Se va agnegando poco a poco la
S | base gel se agita constantemente
y se obtiene el cremagel de
caesalpinea spinosa.
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Anexo 9. Producto terminado realizado en el laboratorio de la Farmacia
MASPHARMA especializado en preparados farmacéuticos. Ayacucho — 2014.

W‘:".nﬂ . .‘; o
¢ 3 -
P >
- / %
k-/ ]
b o
Producto terminado

g
N

g <
SR I

Rotulado del cremagel de Caesalpinia spinosa “tara”
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Anexo 10. Prueba de sensibilidad por Difusién en Agar realizado en el laboratorio
de Parasitologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas. Ayacucho - 2014.

| Activacion de Hongos | | Se preparaen Agar |
| dermatofitos R L Soya Tripticasa
| — E e Sy

T
i
oA

- cultivo, agregar 18 ml
b para cada placa

e S e el
i

|1_ Prepara el medio de ”

l
olla

Semt;rar los hongoé _
dermatofitos en medio
solidificado

Ji
Se‘ coloca los discos de pépélﬁ
embebidos del cremagel alas
concentraciones 3%, 5% y 7%

¢

b e — ——

ella

ﬁ- Incubar;;.-l‘n.a tém?p;@ra 7 ]
! de 30°C por 7 a 14 dias.

elln

S we—— il
i Lectura e interpretacion |
h de resultados i
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Anexo 11. Halos de inhibicibn del cremagel elaborado base de extracto
atomizado de Caesalpinea spinosa “"tara" realizado en el laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas. Ayacucho - 2014.

Trichophyton mentagropytes Epidermophyton floccosum

Trichophyton rubrum
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Anexo 12. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima
fungicida (CMF) realizado en el laboratorio de Parasitologia de la Facultad de
Ciencias Biolégicas. Ayacucho - 2014.

'..........a s ;:_.;a-\a AR
TR

;
L . : =

Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

Concentracion minima fungicida (CMF) del Trichophyton rubrum y Trichophyton
mentagrophytes.
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Anexo 13. Prueba de Comparaciones del promedio de los halos de inhibicién de

acuerdo a las concentraciones frente a Trichophyton rubrum. Ayacucho - 2014

ANOVA
Suma de Media .
cuadrados gl cuadrética Sig.
Inter-grupos 413,325 3 137,775 7,240 ,001
Intra-grupos 666,057 35 19,030
Total _ 1079,382 38 _
— TUKEY
Tratamiento N Subconiunto para alfa = 02.05
Crema 3% 12 41,8942
Estandar 3 42,7633
Crema 5% 12 46,3875 46,3875
Crema 7% 12 49,8667
Sig. 244 ,462
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Anexo 14. Prueba de comparaciones del promedio de los halos de inhibicién de
acuerdo a las diferentes concentraciones frente a Trichophyton mentagrophytes.
Ayacucho - 2014

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 23,188 3 7,729 873 467
Intra-grupos 238,919 27 8,849

Total 262,107 30
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Anexo 15.Esquema del procedimiento de la determinacion de la CMI 'Y CMF

1 mL de caldo nutritive del tubo 1 al 14.

= (FO.

e tara.”

[ 10 10 |
AAR AR RRARAADAARIT.
] 100 00ar ‘ j“’:‘“‘j
EELEERLCLLED
NIRRT R RN PR IR
1 2 3 4 5 6 43 g ¢ W0 n w2 B w15
4

Estandarizar

‘ﬁl
L84

Cultivo de hongos dermatofitos 0.5 Mc Fariand

1 mL del indculo.

(’1 I = ! e T = €1 A F©
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\ : : : : : I:wba:por:ﬂlhor:s. 2
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No turbios. Sc observa turbidez a simple vista.

¥

0.01 mL se subcultivan en agar Sabourand.

QOO

Incubar por 24 horas.

I 1
O O O El tubo N° 7 corresponde a la CMF.
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[-.
~1
-
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Anexo 16. Matriz de Consistencia

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Actividad {Cudl es |la Objetivo General: 1. Antecedentes: El cremagel  Varlable Tipo de estudio: basiko
antimicética del  actividad Evaluar la actividad  Ferreira, en el tabajo de elaborado a indepandiente: Nivel de estudio: Expsrimental
cremagel antimicdtica del antimicética del cremagel investigacion titulado: “Efecto  base del extracto Disefio muestral:
elaborado a bass cremagel slaborado a base de extracto  inhibidor de Caesalpinie  atomizado de las  El cremagel Muestra: 50 kg de la vaina seca de caesalpinia spinosa “tara”
de extractv  elaborado a base atomizato de las vainas de  spinosafoliclos extracto crudo en  vainas de elaborado a base recolectadas en el distrito de Luricocha que crece a una altura
atomizado de lag ds extracto  Ceesalpinia spinosa "tara” Fusarnum solani y Tards Caesalpinia del extracto  ds 2 627 m.s.n.m. una parts de la planta recolectada se llevara al
vainas de atomizado de las frents a dermatofitos. phoma”.La reduccion del spinosa ‘tara’. atomizado de las Herbarium Huamangenesis para su identificacién y clasificacion
Caesalpinia vainas de Objetivo Especifico: crecimiento  micelial aumentd tlane actividad de vainas de botdnica.
spinosa “tara” Caesalpinia proporcionalments al aumento de  antimicotica Caesalpinia Unidad experimental:
frente 8 spinosa “tara” o |denfificacién fitoquimica Ia extracto de la planta. frante a spinosa “tara”. Cepas de cultivo de Trichophyton rubrum, Trichophyton
dermatofitos, frents a  del extracto atomizado de las 2. Generalidades: dermatofitos. mentagrophytes y Epidermophyton floccosum
Ayacucho 2013, dermatofitos? vainas de Caesalpinia  Antimicoticos naturales: Indicador:
spinosa “tara”. La crecients resistancia de las Concentraciones Metodologia:
o Determinar la actividad bacterias a los antibioticos de 30% 50% o g5 obtuvé el extracto atomizado de las vainas de
antimicética del cremagel quimicos nos obliga a buscar 7.0% Caesalpinie spinosa “tara”
elaborado a base del otros remedios que nos ayuden a

extracto atomizado de les
vainas de  Caosalpinia

apinosa “fara” frents a
dermatofitos.

+ Determinar la
concentracion minima
inhibitoia  del cremagel
elaborade a bass del

extracto atomizade de las
vainas de  Caesalpinia
spinosa ‘tara® frents a
dematofitos.

» Evaluacién de las
caracteristicas fisicoquimicas
del cremagel elaborado a
base del extracto atomizado
de las vainas de Caesaipinia
spinosa "tara”.

combatir eficazments a los
gérmenes qus nos acechan. Son
muchas fas altsrnativas naturales
que tenemos a nuestro alcance.
(Herranz, 2010).

Tinea pedis:

Una de fas micosis mas
frecuentas on la prictica diaria es
probablements la tifia pedis, esta
afeccién, es conocida
popularmente por un nombre
curioso: Pe de Afleta (Vilats,
2005).

Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum es el agente
causal mas fracuents en tifias del
cuerpa, de fa ingle, de los pies,

asi como de onicomicosis.
(Salazar, 2005).
Caesalpinia spinosa:

* Origen

« Composiciéh

« Camposicién quimica

Varlable
Dependiente:

Efacto
antimicético

indicador: (Halos
de Inhlbicién)

Medida del area
en mm’ de
actividad
antimicdtica.

® Se evalué los pardmetros fisicoquimicos del extracto
(caracteristicas organolépticas, Identificacidn de compuestos
quimicos, pH y humedad).

® Saelaboraron lotss pilotos dsl cremagel a base del extracto
atomizado de las vainae de Caesalpinia spinosa "tara”.

® Se evaluaron los pardmetros fisicoguimicos y bioldgicos del
cremagel. (Organclépticos, pH, viscosidad, extensibilidad y
irritabilidad en piel, sagin Vila, J 2001.

® Se evalué la Actividad Antimicética por ol método de
dispersion en placas y se medira el hale de inhibicién. segin
(Alvarado V. 2010.)

® Se determinara la CMIl y CMF por el método de dilucion en
caldo seglin (Almeida, 2005).

Recoleccion de datos:

Se realizara la medicién da los halos de inhibicién con ayuda de
un vernier, colocada sobre la superficie de una placa y con luz
refleja.

Andlisls de datos:

Los resultados se procasaron comparativamente en cuadros y
graficos estadisticos y fueron sometidos a anélisis de varianza
(ANOVA) que permitid determiner la existsncia de diferencias
sstadisticamente significativas. Las diferencias de las diferentes
concentraciones fueron anslizadas por la prueba de Tukey, para
el estudio se utilizé un nivel de confianza da p<0,05, el software
estadistico SPSS versién 20,0.
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Actividad antimicotica del cremagel elaborado a base
de extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia

spinosa “tara” frente a dermatofitos. Ayacucho - 2013

Flor de Maria Lépez Chaupin', Edgar Cardenas Landeo' y Victor Cardenas Lépez'.
'Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

RESUMEN

La tifia de pie presenta distribucion universal y es una de las formas de dermatofitosis méas frecuente a
nivel mundial. En las ultimas décadas se ha observado no solo un notable aumento de las infecciones
causadas por hongos, sino un incremento de la resistencia farmacoldgica. Por esta razén el objetivo
general del estudio, fue determinar la actividad antimic6tica in vitro del cremagel elaborado a base de
extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a dermatofitos, el cual fue
desarrollado en el Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y
Fitomedicamentos (CEDACMEF) y el laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga durante los meses de enero - agosto del 2014.
Las muestras de Caesalpinia spinosa “tara” fueron recolectadas al azar, durante el mes de enero del
distrito de Luricocha, provincia de Huanta del departamento de Ayacucho. En el extracto atomizado de
tara se realizé el tamizaje fitoquimico, los metabolitos presentes en extracto atomizado fueron: taninos,
fenoles, quinonas, saponinas y otros metabolitos secundarios. Asi mimo se evalué las caracteristicas
fisicoquimicas del cremagel elaborado a base del extracto atomizado de las vainas de la Caesalpinia
spinosa “tara”, como la solubilidad, el pH y las caracteristicas de extensibilidad. El cremagel al 3,0 %
presenta un color beige claro, el cremagel 5,0 % color beige y el cremagel 7,0 % color beige oscuro,
tienen un pH de 5,90; 5,30 y 5,04 respectivamente.

El cremagel elaborado a base del extracto atomizado de las vainas de la Caesalpinia spinosa “tara” al 7%
presentd mayor actividad con un halo promedio de inhibicién de 49,8667 mm frente a Trichophyton
rubrum, mientras que frente al Trichophyton mentagrophytes no se apreci6 diferencias en cuanto a los
halos de inhibicién obtenidos ya que el cremagel al 3%, 5%, 7% y Terbinafina tienen la misma actividad
antimicética.

Palabras Clave: Actividad antimicética, Caesalpinia spinosa “tara”, dermatofitos

SUMMARY

Ringworm of the foot has universal distribution and is one of the most common forms of ringworm world
ide. In recent decades there has been not only a significant increase in infections caused by fungus, but
increased drug resistance. Therefore the overall objective of the study was to determine the antifungal
activity in vitro creamgel produced from atomized pods Caesalpinia spinosa "tara" against
dermatophytes, which was developed at the Center for Development, Analysis extract and Drug Quality
control and Phytomedicines (CEDACMEF) and the laboratory of Parasitology, Faculty of Biological
Sciences, National University of San Cristobal de Huamanga during the months of January to August
2014. Samples of Caesalpinia spinosa "tara" were collected random, during the month of January
Luricocha district, province of Huanta Ayacucho department. In the atomized extract tara phytochemical
screening was performed, the metabolites present in atomized extract were: tannins, phenols, quinones,
saponins and other secondary metabolites. So mime the physicochemical characteristics of Cremagel
made from atomized extract of Caesalpinia spinosa pods "tara", as solubility, pH and extensibility
features were evaluated. The 3.0% Cremagel presents a light beige color, 5.0% Cremagel and Cremagel
beige dark beige 7.0%, have a pH of 5.90; 5.30 and 5.04 respectively.

The Cremagel made from atomized extract of pods Caesalpinia spinosa "tara" 7% showed higher
activity with an average inhibition halo 49.8667 mm against Trichophyton rubrum, while against
Trichophyton mentagrophytes differences are not appreciated in terms of the inhibition halos cremagel
obtained as the 3%, 5%, 7% and terbinafine have the same antifungal activity.

Key words: Antifungal Activity, Caesalpinia spinosa "tara", Dermatophytes.



INTRODUCCION
Es probable que las infecciones cutineas sean
las infecciones micéticas mas comunes de los
seres humanos.' La dermatofitosis es causada
por hongos de los géneros Microsporum,
Trichophyton y Epidermophyton.”
La tifia del pie o ftinea pedis presenta
distribucién universal y es una de las formas de
dermatofitosis més frecuente a nivel mundial.?
En las ultimas décadas se ha observado no solo
un notable aumento de las infecciones causadas
por hongos.*
Este aumento en el nimero de casos por
infecciones fiingicas tanto invasivas como
superficiales ha incrementado el interés
particular por el estudio de la actividad in vitro a
los antifiingicos naturales ya que estos pueden
apoyar nuevas alternativas para el buen manejo
del paciente y el respectivo tratamiento.’
La industria farmacéutica internacional ha
abierto una novedosa linea de productos, basada
en extractos estandarizados de especies
vegetales. Esta tendencia, responde a Ia
busqueda de medicamentos naturales por parte
de los consumidores. Hoy en dia, se puede
palpar un compromiso creciente en cuanto a la
investigacién, el desarrollo, la innovacién, la
produccion y comercializacién de
medicamentos basados en los extractos
estandarizados de  especies  vegetales:
fitoterapia.’®
La Caesalpinia spinosa “tara”, posee
propiedades antibacterianas y antimicéticas, que
puede ser usadas en el campo dermatolégico
como complemento al tratamiento de
dermatofitosis, siendo disponibles en el Peru
como alternativa terapéutica en atencién de
salud.’
La presente investigacién pretende aportar una
alternativa del tratamiento antimicético; debido
a que los hongos van adquiriendo resistencia
contra los medicamentos  antimicéticos
sintéticos y estos tratamientos orales
prolongados, con un elevado costo econdémico,
ocasionan efectos secundarios, por lo cual se
hace necesario el desarrollo de nuevos firmacos
mas eficaces, que pueden ser aisladas de fuentes
naturales, principalmente de especies vegetales.

Objetivo general:

» Evaluar la actividad antimicttica del
cremagel elaborado a base de extracto
atomizado de las vainas de Caesalpinia
spinosa “tara” frente a dermatofitos.

Objetivos especificos:

e Identificacion fitoquimica del extracto
atomizado de las vainas de la Caesalpinia
spinosa “tara”.

e Determinacién de la actividad antimicética
del cremage] elaborado a base del extracto

atomizado de las vainas de Caesalpinia
spinosa “tara” frente a dermatofitos.

e Determinacién de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) y concentracién minima
fungicida (CMF) de] cremagel elaborado a
base del extracto atomizado de las vainas
de Caesalpinia spinosa ‘“tara” frente a
dermatofitos.

e Evaluacion de las  caracteristicas
fisicoquimicas del cremagel elaborado a
base del extracto atomizado de las vainas
de Caesalpinia spinosa ‘“tara”.

MATERIALES Y METODOS
DEFINICION DE LA POBLACION Y
MUESTRA

Muestra
e 5 kg de vainas de Caesalpinia spinosa,
‘itaral!

Tipo de muestreo

Muestreo por conveniencia.

Unidad experimental

e Trichophyton rubrum

e Trichophyton mentagrophytes

e Epidermophyton floccosum

DISENO METODOLOGICO

Metodologia para la recoleccién de datos
Recoleccién de la muestra

Las muestras de Caesalpinia spinosa ‘“tara”
fueron recolectadas al azar, durante el mes de
enero del distrito de Luricocha, provincia de
Huanta del departamento de Ayacucho.
Obtencién del extracto atomizado de las
vainas de Caesalpinia spinosa

Una vez desecada las vainas de Caesalpinia
spinosa se procedié a despepitarlas. Las vainas
fueron reducidas a particulas pequefias con un
molino.®

Los 1905 g de muestra seca y pulverizada de
Caesalpinia spinosa ‘‘tara” en estudio, se
concentré en una marmita o tanque de 100 L.*

Tabla 1. Parametros de obtencién del extracto®

" Temperatur  Tiem Relacién Numer
7 P agua/polv ode
a- 0
- o lavados
30-40
65-70°C minuto  5/1a4/1 4-5

s

Se filtré el extracto acuoso obtenido utilizando
papel filtro y algodén, con la bomba de
succién y embudo de buchner.®

Concentracién de la muestra

Se concentré la muestra en un rotavapor
industrial a una temperatura menor a 45 °C
hasta llegar a un 10 % de solidos totales
obteniéndose 8,3 L de extracto concentrado de
tara 210



Atomizacién del extracto acuoso

La solucién concentrada se seco utilizando el

atomizador Spray Driver B290  del

CEDACMEF.

Se considerd los siguientes pardmetros:™'®

o Temperatura de entrada:150 a 180 °C

e Temperatura de Salida: 77 a 86 °C

e Aspirador 100%

» Porcentaje de Bomba: 15 2 30 %

e Flujo de muestra: 3-4 cm®/ min

Se obtuvo 373,65 g de atornizado.

Evaluacién de los pardmetros fisicoquimicos

del extracto atomizado de caesalpinia

spinosa “tara”

e Determinacion de las caracteristicas
organolépticas'’

Tamizaje fitoquimico del extracto atomizado

de la Caesalpinia spinosa

* Determinacion de la solubilidad

o Determinaci6n del pH'"*

e Determinacién del
humedad.'""2

e Determinacién de las cenizas totales.

¢ Determinacién de sustancias solubles.

Formulacién del cremagel de Caesalpinia

spinosa “tara”

Se eligi6 los materiales y excipientes

adecuados y compatibles de acuerdo a las

caracteristicas fisicoquimicas del extracto

atomizado para la formulacién.’

Tabla 2. Composicién del cremagel de

Caesalpinia spinosa “tara”.

11,12

contenido de

9,10
9,10

Extracto atomizado
Blanco de Caesalpinia
spinosa ''tara"'

3% 5% 7%

Crema base 20% 20% 20% 20%
Gel Base 10% 10% 10% 10%
Propilenglicol 1% 1% 1% 1%
Agua csp. Csp 100%

Tabla 3. Componentes de la crema base

. Componentes Concentracién
Fase Oleosa
Cera Lanet SX 15%
Cetiol : 10%
BHT 0.10%
Fase Acuosa
Parabenos 1.50%
Propilenglicol 0.50%
H;0 Csp. 100%

Tabla 4. Componentes del gel base

Com ponent'es Concentracién
Carbopol 949 2%
Parabenos 1,5%
Propilenglicol 10%

H,0 Csp. 100%

Elaboracién del cremagel de Caesalpinia

spinosa

e Se formul6 el cremagel elaborado a base de
Caesalpinia spinosa a las concentraciones
de 3%, 5% y 7%.

e Se pesdé el extracto atomizado de tara
correspoendiente a cada una de las
concentraciones establecidas.

e En un mortero de porcelana se disolvié el
extracto atomizado de tara utilizando como
diluyente al agua destilada, a esta primera
fase le llamamos solucién 1.

e En otro recipiente se disolvio el gel base y
la trietanolamina a esta fase le llamamos
solucién 2.

e Llevamos la solucién 2 sobre la 1 hasta que
se diluya con homogeneidad, le llamamos
solucién 3.

* A la solucién tres formada se le agregéd
poco a poco la crema base hasta formarse
asi el cremagel de tara.

e Se repitié todos los pasos realizados para
elaborar el cremagel a las concentraciones
5%y 1%.

e Se envasé en envases previamente
sanitizados en un ambiente aséptico y se
verific6 el peso obtenido de cada
concentracién del cremagel.

Control de los pardmetros fisicoquimico del

cremagel de Caesalpinia spinosa. “tara™"

e Determinacidn del tipo o signo de emulsién

e Determinacion del indice de extensibilidad

Evaluaci6n de la actividad antimicética

Activacién de los hongos dermatofitos

Se prepar6 Agar Soya Tripticase y se

dispersaron en tres tubos con tapas rosca éstas

se autoclavaron, sobre estos tres tubos con agar
se sembr6 las cepas de Trichophyton rubrum,

Trichophyton mentagrophytes y

Epidermophyton  floccosum ATCC 25923,

proporcionados por el Instituto Nacional de

Salud y se incubaron a 30 °C por 7 dfas. Este

cultivo madre se utilizd6 para realizar las

pruebas de actividad antimicética.'>"

Preparacién del in6culo

Se seleccionaron las cepas de Trichophyton

rubrum, Trichophyton mentagrophytes y

Epidermophyton floccosum; se sembré en

placas Petri que contenian agar Saboraud

dextrosado y se incub6 a 30 °C por 7 dias para
luego transferirlas a un tubo con 5 ml de
solucién salina, para obtener una turbidez
6pticamente similar al estindar 0,5 de la escala

Mc Farland.""

Determinacién de la actividad antifiingica

Se empled la técnica de “disco en agar”.

e Se prepar6 agar Miiller Hinton, el cual fue
esterilizado y enfriado para luego afiadir 18
ml del medio en cada placa Petri estéril.



e Una vez solidificado el medio, se sembré
las  diferentes cepas de  hongos
Trichophyton  rubrum, Trichophyton
mentagrophytes y Epidermophyton
floccosum ATCC 25923 se sembrd por el
meétodo de estrias usando un hisopo estéril,
haciendo un extendido por toda la placa,
después se dejé secar las placas por 30
minutos al ambiente.

e Luego se colocd los discos de papel Wetex
secante de 6 mm de diametro y 0,6 mm de
grosor embebidos con las diferentes
concentraciones del cremagel de 3%, 5%,
7%, blanco y estandar (Terbinafina), las
placas se incubaron a 30°C por 7 a 14
dias.‘z"a'”

Lectura e interpretacién de los resultados

Se midieron los didmetros de los halos

utilizando un vernier.’*'®

Para el célculo de porcentaje de inhibicién se

utilizé la siguiente formula:

Didnetro i hdo d inhibicicn b lameestra
Diretroddl ho b cord

Yolrhicidn= 100

Determinacién de la concentracién minima

inhibitoria (CMI)

Se procedié a la dilucién del extracto en una

serie de tubos que contenian caldo Saboraud

dextrosado para el crecimiento del dermatofito
que se va a ensayar. Se inocul6 las cepas de

Trichophyton  rubrum y  Trichophyton

mentagrophytes y se incubé a 35°C por 3 dias y

se determin6é la concentraciéon minima

inhibitoria del antimicético.”

Procedimiento:

e Para hallar la concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) se preparé 15 tubos
previamente esterilizados y rotulados del
namero 1 al 15.

e Se agregd a partir del tubo N° 1 hasta el
tubo N° 15, 1 ml de caldo nutritivo.

* Posteriormente se agregd 2 ml del extracto
preparado al 7 %, al tubo N° 1, a partir del
cual se traspasé 1 ml al tubo N° 2 y asi
sucesivamente hasta el tubo N° 14, del tubo
N° 14 se extrajo 1 ml y se descart6. El tubo
N° 15 no recibi6é extracto, siendo éste el
control.

Luego se adicion6 1 ml del inéculo de

Trichophyton rubrum, a todos los tubos e

inmediatamente se llevo a incubar los tubos a

35 °C entre 3 a 7 dias. El mismo procedimiento

se realiz6 para el Trichophyton

mentagrophytes.

Tabla 5. Concentraciones decrecientes de las
diluciones del atomizado de la Caesalpinia
spinosa “‘tara”.

N ol
1 0,0700 0,0700
2 0,0359 0,0359
3 0,0175 0,0175
4 0,0875 0,0875
5 0,0437 0,0437
6 0,0218 (CMF) 0,0218
7 0,0109 (CMI) 0,0109 (CMF)
8 0,0054 0,0054 (CMI)
9 0,0027 0,0027
10 0,0013 0,0013
1 0,0006 0,0006
12 0,0003 0,0003
13 0,0001 0,0001
14 0,00008 0,00008

Se observa el crecimiento del hongo por la
presencia de turbidez en el medio. El punto final
de la CMI se defini6é como la dilucién del tubo
en el que no presenta turbidez, para esto se
compard el tubo utilizado como blanco. *
Determinacién de la concentracibn minima
fungicida (CMF) ‘

Para determinar la CMF se utilizé Ia
concentracion minima - inhibitoria, se
seleccionaron los tres tubos en los que no se
observaron turbidez al determinar la CMI, a
partir de los cuales fueron sembrados en placas
con agar Saboraud dextrosado y posteriormente
se incubaron por 4 a 7 dias.

Disefio experimental

Tipo de investigacion

s Experimental

Disefio de investigacién

Disefio con pos prueba tunicamente y grupo
control

RGI X 01

RG2 X 02

R: asignacion al azar o aleatoria.

G: Grupos de sujetos (G1, grupo 1; G2 grupo 2;
etc.)

X: Tratamiento, estimulo o condicién
experimental.

O: Medicién experimental

- : Ausencia de estimulo. Indica grupo control o
testigo .

Andilisis de datos

Los resultados se procesaron comparativamente
en cuadros y graficos estadisticos y fueron
sometidos a analisis de varianza (ANOVA) que



permitié determinar la existencia de diferencias
estadisticamente significativas. Las diferencias
de las diferentes concentraciones fueron
analizadas por la prueba de Tukey, para el
estudio se utilizo un nivel de confianza de
p<0,05, el software estadistico SPSS version
20,0.

RESULTADOS
Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicos del

extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia
spinosa “tara”. Ayacucho — 2014,

PARAMETROS ENSAYOS RESULTADOS
Color Beige claro
o Olor Caracteristico
Organolépticos .
Sabor Astringente
Aspecto Polvo fino
Agua Muy soluble
Solubilidad Metanol Soluble
pH pH - metro 35
Humedad Gravimétrico 9,70%
Cenizas Gravimétrico 3,19%
Rendimiento Sélidos Totales 11,89%

Tabla 7. Metabolitos secundarios presentes en el
extracto atomizado de las vainas de Caesalpinia
spinosa. “tara”. Ayacucho - 2014,

Tabla 8. Parametros de las caracteristicas
organolépticas y pH del cremagel elaborado a
base del extracto atomizado de las vainas de
Caesalpinia spinosa “tara”. Ayacucho 2014

PARAMETROS ENSAVOS PORMIUNLAS RESULTADOX
Crema 3,0% Beige claro
Crema 5,0% Beige
Color Crema 7,0% Beige oscuro
Caracteristicas Crema base Blanco nieve
evgemaligtices Olor Crema Suigeneris
Sabor Crema Amargo
Aspecto Crema Homogéneo
Crema base 6,93
Crema 3,0% 5,90

Crema 5,0% 5,30
Crema 7,0% 5,04

METABOLITOS

RESULTA  OBSERVACIONE
SECUNDARIOS Eresayos DOS s
No hay
Dragendorff + 2
Alealoides op’:“"“’" _
escencia
Mayor ¥ ligera
Azizcares . Precipitado
reductores Fehling ¥ 10jo
Mancha verde
Catequinas Catequinas ++ carmelita a luz
uv
Si hay
Saponinas Espuma + presencia de
espuma
Fase amilica de
Shinoda ++ color amarillo
Flavonoides intenso
NaOH 20% ++ Color narangja
H;804 () ++ Color amarillo
Fenoles ylo Cloruro e Coloracion
taninos férrico negro azulado
Quinonas Bomtrager + Coloracién roja
Leyenda:

(-) :Ausente (+): Escasa (++):Buena  (+++): excelente

Tabla 9. Tipo de emulsion del cremagel
elaborado a base del extracto atomizado de
Caesalpinia spinosa “tara”. Ayacucho - 2014.

METODOS SOLVENTE RESULTADOS

Dilucién Agua Homogéneo, Soluble y

purificada (Emulsién O/W)
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Figura 1. Variacion de la extensibilidad en
funcion del peso aplicado al cremagel elaborado
a base del extracto atomizado de Caesalpinia
spinosa “tara” a concentraciones 3 %, 5%, 7%y
blanco. Ayacucho - 2014.
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Figura 2. Halos de inhibicion (mm) del
cremagel elaborado a base del extracto
atomizado de las wvainas de Caesalpinia
spinosa “tara” a concentraciones 3%, 5% y 7%
frente a las diferentes cepas. Ayacucho —2014.
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Figura 3. Valores promedio de los halos de
inhibicién (mm) del cremagel elaborado a base
del extracto atomizado de Caesalpinia spinosa
“tara” a concentraciones 3%, 5%,7% vy la
Terbinafina (estandar) sobre cepas de hongos
dermatofitos. Ayacucho — 2014.
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Figura 4. Porcentaje de los halos de inhibicion
(mm) del cremagel elaborado a base del
extracto atomizado de las vainas de
Caesalpinia spinosa “tara” a concentraciones
3%, 5% y 7% sobre cepas de hongos
dermatofitos. Ayacucho-2014.
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Figura 5. Prueba de comparaciones del
promedio de halos de inhibicion a las
concentraciones 3%, 5% y 7% del cremagel de
Caesalpinia spinosa “tara” y estandar frente a
Trichophyton mentagrophytes. Ayacucho -
2014
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Figura 6. Prueba de comparaciones del
promedioc de halos de inhibicion a las
concentraciones 3%, 5% y 7% del cremagel de
Caesalpinia spinosa “tara” y estandar frente a
Trichophyton rubrum. Ayacucho- 2014

DISCUCION

Para la obtencion del extracto atomizado de tara
se sigue el protocolo descrito por Razo' y
Fernandez'" mostrando que el extracto
atomizado obtenido de Caesalpinia spinosa
“tara” es un producto de calidad que cumple con
los parametros mencionados por Goycochea tal
como se observa en la Tabla 1 teniendo gran
cantidad de solidos totales que da como
principal componente entre 65 % a 70% de
taninos presente en las vainas de tara.

Al analizar el tamizaje fitoquimico, se observan
los diferentes metabolitos secundarios presente
en el extracto atomizado de Caesalpinia spinosa
“tara” (Tabla 8) este estudio comprendid un
conjunto de ensayos y técnicas, que muestran
resultados cualitativos o de identificacion
dandonos una idea general de la composicion
quimica de la planta, desatando la presencia de
taninos, lactonas, saponinas, alcaloides,
flavonoides Y otros metabolitos, corroborado
por Narvaez'" demostrandose que el proceso de
atomizado no existe perdida de metabolitos
secundarios responsable del efecto
farmacologico, especificamente de los taninos.
Mariela”  menciona que los taninos
hidrolizables son caracteristicos de
dicotiledoneas. Al tratar los taninos
hidrolizables con cloruro férrico (FeCl;) aparece
una coloracion azul, se hidrolizan con facilidad
por la accion de los acidos, bases o enzimas, en
un azicar, un polialcohol y wun acido
fenolcarboxilico dependiendo del tipo de acido
que produce por la reaccion se subdividen en
galotaninos (acido galico) y elagitaninos (acido
elagico o dilactona estable del &cido
hexahidroxidifénico), demostrando asi que el
extracto atomizado de tara esta contenido de

gran cantidad de tanino de tipo hidrolizable ya
que este presenta una coloracion azul oscuro al
reactivo FeCl,.

En investigaciones realizadas se encontrd que
los taninos y flavonoides son metabolitos,
encontrados en la Caesalpinia spinosa que se
encuentran en diferentes partes de la planta.
Estos son solubles en agua, etanol, acetona y
otros disolventes organicos, tienen actividad
antidiarreica, antihemorragico local
antihepatotoxica y antibacteriana, Huarino®™
demuestra que la caesalpinia spinosa posee altas
concentraciones de taninos.

Trillo® menciona que un estudio de formulacién
debe ir precedido del conocimiento de
determinadas propiedades fisicas, quimicas y
biofarmaceuticas del principio activo y las
influencias sobre estas de los excipientes y
proceso tecnolégico determina las cualidades
fundamentales del medicamento que son
eficacia, seguridad y estabilidad.

En el presente estudio esta situacion se agrava
debido a la higroscopidad inherente del extracto
atomizado y a la cantidad de extracto afiadido.
Las medidas utilizadas para evitar estas
inconvenientes es adecuar un area de trabajo,
controlando el porcentaje de humedad en el
medio y la presién. Una vez obtenida la formula
nos vamos a la realizacion de varios pilotos,
teniendo en cuenta principalmente las
caracteristicas fisicoquimicas del tanino como
solubilidad, caracter lipofilo u hidrofobo se
concluye con la formulacion, realizando los
controles respectivos tal como se muestra en la
Tabla 7.

En la Tabla 9 se presenta los resultados de las
caracteristicas organolépticas del cremagel, en
ella se aprecia que el color del cremagel
depende de la concentraciébn de extracto
atomizado de la Caesalpinia spinosa “tara”. La
crema base es de un color blanco nieve, el gel
base es translucido, observandose que el
cremagel al 3.0% presenta un color beige claro,
el cremagel al 5,0% un color beige y el
cremagel al 7,0 % un color beige oscuro. Esta
forma farmacéutica semisolida presenta un
aspecto homogéneo la que nos demuestran su
buena estabilidad.

En el misma tabla se muestran los resultados del
pH del cremagel; el cremagel base tiene un pH
de ligeramente acido, el cremagel al 3,0% un
pH de 5,90 acida, el cremagel al 5,0% un pH de
5,30 4cida y el cremagel al 7,0 % un pH de 5,04
siendo mas acida. El ungiento hidréfilo
denominado también crema de emulsion O/W
anionicas son inestables a un pH inferior a 5,0
como describe Trillo® por tanto el pH de las
cremas estan dentro de las especificaciones que
oscilan entre 5,0 a 7,5 tal como menciona en sus
procedimientos el Laboratorio Farmacéutico



Markos®'. Es necesario tener en cuenta el pH de
la piel que oscila entre 4,9 para los hombres y
5,0 para las mujeres como menciona Orlandi,
cuando el pH de la superficie es més alcalino, se
produce prurito y dermatitis de caracter
inespecifico, las que se evitan con Ia
formulacion de cremas con pH cercano a la piel,
por tanto el cremagel al 7,0 % se asemejan al
pH de la piel.

En la Tabla 10, se reporta el tipo de emulsién
del cremagel, es homogénea en agua vy
heterogénea en alcohol etilico, comprobando
que es una emulsion O/W. El cremagel en
estudio segin Vila® se les denomina emulsiones
O/W, formas farmacéuticas constituidas por dos
fases, una lipofila y otra acuosa, debido a que la
fase externa es de naturaleza acuosa por la
presencia en su composicion de emulsificantes
tipo O/W, en este caso es la cera Lanette N. Por
tanto hay una pecesidad de ser evaluada si la
forma farmacéutica semisolida en estudio
corresponde a lo descrito anteriormente, en la
Tabla 9 se presenta un método para determinar
el tipo de emulsion; segin el método por
dilucidon el cremagel en estudio es soluble en
agua y presenta un aspecto homogéneo, es decir
si presenta una dispersion homogénea en agua la
fase externa es acuosa, decimos entonces que es
una emulsion O/W. Por tanto decimos que el
cremagel es una emulsion en O/W.

En la Figura 4, se presentan los resultados de la
prueba de extensibilidad del cremagel elaborado
a base de extracto atomizado de tara. En un
estudio de formulacion de formas farmacéuticas
semisolidas es  necesario evaluar el
comportamiento reoldgico debido a que las
propiedades reologicas tienen wuna gran
influencia en la estabilidad y en la textura de los
mismos como menciona en este estudio se
considera el indice de extensibilidad que
proporciona una medida del umbral de
deformacion del sistema. Podemos observar que
la  extensibilidad es aproximadamente
proporcional al peso aplicado (a mayor peso,
mayor extensibilidad), llegando a un punto
donde al aplicar mayor peso la extensibilidad es
constante. En la Figura 4 se muestra que el
cremagel al 7,0% tiene mayor extensibilidad
aplicando 500 g de peso, igual a 72,43 £ 5,95
cm’, seguido del cremagel 5,0 % con 71,64 +
6,50 cm”, cremagel 3,0 % con 63,71 £ 6,47 cm?
y el cremagel base con 65,87 + 6,78 cm’, estos
comportamientos puede ser debido a que las
cuatro  formulaciones tienen  diferentes
cantidades de agua.

En Ja Figura 5 se muestra los promedios de los
halos de inhibicion del cremagel a las diferentes
concentraciones 3%, 5% y 7% frente a las tres
cepas. Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes y Epidermophyton floccosum,

observando que el cremagel de Caesalpinia
spinosa “tara” tiene actividad frente a dos tipos
de cepas Trichophyton rubrum y Trichophyton
mentagrophytes, pero no presenta actividad
frente al género Epidermophyton floccosum. Las
hifas de Epidermophyton floccosum  se
caracterizan por estructuras alargadas, las
paredes de Epidermophyton floccosum son
bastante similares a las de Neurospora que
consta de dos partes distintas: una capa exterior
delgada, denso en electrones, la ldmina densa y
una capa fibrilar interior mas amplio,
presentando  macroconidios y  ningln
microconidio.®

En la Figura 6 se observa las caracteristicas del
cremagel de extracto atomizado de tara a las
concentraciones 3%, 5% y 7% que mostrando
promedios de halos de inhibicion crecientes de
41,8942 para ¢! cremagel al 3%, 46,3885 para
el cremagel al 5 % y para el cremagel al 7%
49,8667, mostrando mejor sensibilidad frente a
Trichophyton rubrum a la concentracion de 7%
con un promedio de halo de 49,8667 mm,
siendo este valor mayor a la Terbinafina que
presenta un halo de inhibicion de 42,7633
habiendo diferencia entre los tratamientos
ensayados (p <0,05) a un nivel de confianza del
95 %, Kondo® muestra el efecto antibacteriano
del extracto alcohdlico en  diferentes
concentraciones de Caesalpinia  spinosa
{Molina) Kuntze sobre la wviabilidad de
Corynebacterium diphtheriae usando inoculos
estandarizados con el Nefelometro de
McFarland N° 0,5 encontrandose que el
promedio de los didmetros de los halos de
inhibicion obtenidos con las  diferentes
concentraciones ensayadas varia de 34,11 a
43,55 mm. A medida que se aumenta la
concentracién del extracto alcohdlico de C.
spinosa se obtiene mayor didmetro de halo de
inhibicién™.

Huarino", encontré halos de inhibicion mayores
a 9 mm con didmetros promedios que varian
entre 12,32 a 17,32 mm segin aumente la
concentracion del extracto de Caesalpinia
spinosa, se decidid comparar con un control
positivo  (Clorhexidina al 0,12%) que
generalmente se usa como antiséptico oral, y un
control negativo (alcohol 70°) encontrandose
que los halos de inhibicién obtenidos por el
extracto de Caesalpinia spinosa fueron mayores
que los obtenidos por los grupos controles
(Clorhexidina 0,12% y alcoholo 70°).

En cuanto al firmaco utilizado se pudo
demostrar que la Terbinafina utilizada como
control, tiene una buena sensibilidad a los
dermatofitos esto lo demuestra Colella® donde
menciona que la mayor sensibilidad a los
dermatofitos fue por la Terbinafina, seguida por
la griseofulvina e itroconazol. Sin embargo, se



requieren mas estudios en los cuales se utilice
los mismos pardmetros que se usaron en este
trabajo ya que no se encontré mayor referencia
con respecto a lo mencionado. Ademds, se
necesitan estudios in vitro e in vivo,
indispensables para la determinacién de la
actividad dandose una respuesta clinica frente a
un tratamiento

En la Figura 8 se observa que los halos de
inhibicién frente al dermatofito Trichophyton
mentagrophytes a las concentraciones 3,0 %, 5
%, 7 % y estindar terbinafina con halos de
inhibicién promedios 26,1489; 26,0600;
26,8591 y 29,6613 no presentan diferencia
estadisticamente ya que a cualquier
concentraciéon utilizada del cremagel se
obtendria los mismo resultados.

En la Figura 9 se observa que los halos de
inhibicion frente al dermatofito Trichophyton
rubrum del cremagel a las concentraciones de
3%, 5% y el estindar con halos de inhibicion
promedios 41,8942; 46,3875 y 42,7633 mm
respectivamente son estadisticamente iguales,
pero que hay diferencia estadistica frente al
cremagel de extracto atomizado de tara al 7%
que presenta un promedio de halo de inhibicién
de 49,8667 mm, también se observa que el
cremagel al 5% y al 7% son estadisticamente
iguales
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