UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN

CRISTOBAL DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

ESCUELA DE FORMACION PROFESIONAL DE MEDICINA

VETERINARIA.

Actividad antimicdética in vivo del gel de extracto
hidroalcoholico de matricaria chamomilla

“manzanilla” en dermatofitos de cuyes.

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE:

MEDICO VETERINARIO

PRESENTADO POR:
Bach. GOMEZ RODRIGUEZ, Mitchel
AYACUCHO - PERU

2013



“ACTIVIDAD ANTIMICOTICA in vivo DEL GEL DE EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE Matricaria chamomilla (Manzanilla) EN

DERMATOFITOS DE CUYES”
Recomendado : 30 de octubre de 2013
Aprobado : 14 de noviembre de 2013

C\>—7/

M. V. CARLOS ALBERTO PISCOYA SARMIENTO
Presidente del Jurado

NEROS NINA
bro del Jurado

y
M. V. JIM HERBERT AI/fRED! ’ CAROS DE CORDOVA
Miembro del Jurado

i

o= " "L
M.V.JULIO ALBERTO RUIZ MAQUEN
Miembro del Jurado

Dr. JUAN RAMIRO PALOMINO MALPARTIDA
Decano (e) de la Facultad de Ciencias Agrarias




A mis padres Jestisa Rodriguez vy
Amancio Goémez, por su estimulo,
apoyo, amor y carifio sin los que me
hubiese resultado dificil concluir mi

carrera.

A mis hermanos Edwin, Percy y Rony

por su apoyo en todo momento.

A mi novia Guiliana Bendez( Sayas, por

ser el amor de mi vida.



AGRADECIMIENTO

Deseo expresar un sincero agradecimiento por la inestimable ayuda
recibida durante la realizacion de este trabajo:

Al Mg. BLGO. Serapio Romero Gavilan por apoyarme en la investigacion
realizada.

Al M.V. Florencio Cisneros Nina, por su ayuda, firme colaboracién y por
proporcionarme la bibliografia necesaria para este trabajo.

Al M.V. Julio Ruiz Maquen por darme las facilidades para realizar el
trabajo de tesis.

Al Sr. Jorge Zamora Béjar por su apoyo y colaboracién en el desarrollo de
la parte experimental de esta tesis.

A mis amigos y compaieros Roberto Luque Diaz, Cesar Cabrera Vega,
Fredy Mejia Palomino por su ayuda en la parte experimental de este
trabajo y sin la cual hubiese sido aburrido y tedioso.

A mi amiga M.V. Suima Soledad Hinostroza Palomino por su apoyo.



INDICE

AGRADECIMIENTO ...t ii
INDICE ...t e e r e s st e nesr e e e s sreara s iii
LISTADE CUADROS ... v
RESUMEN.......cocooiiriiercr it ceeeeereeer e etens vi
INTRODUCCION ..ottt nree s e et s sras e s snens 1
REVISION BIBLIOGRAFICA ...........ccooiiiriiiiicrcreeseceee s 3
1.1, ANTECEDENTES.....cooticrtrnmssssnssseasssssnssnssssssasssinns 3
1.2. ASPECTO TEORICO......rcmmrssssssssissssmnsssnsssssessasssnsisans 5
1.2.1. Dermatofitos..........cccviiiieniiiiic e 5
1.2.1.1. Ubicacion taxonomicCa..........ccccccivviiinieinnnninnnieenceeneee 5
1.2.2. DermatomiCoSis ........cccccevririniniiiiniin e 6
1.2.2.1. TranSmMiSION .....cccovreereiriir et 6
1.2.2.2. PatOGENESIS.....c..c ettt e 6
1.2.2.3.Patologia .....ccoeeriiee e 7
1.2.2.4. Manifestaciones clinicas...........c..ccceevvviiiviniiiiinniic . 8
1.2.3. Delamanzanilla.........icissens 9
1.2.3.1. Aspectos DOtANICOS .......cccuuveiiiiriiiien e 9
1.2.3.2. Descripcion y Habitat.............coooeriimenei 9
1.2.3.3.ComposiCion qQUIMICA: ......oceivreiniiiiiinie et 10
1.2.3.4.Farmacologia:......c...ccccocmrririiiiininciceeee e 11
1.2.4. Del fArMACO........ it s 12
1.2.4.1. KetoConazol .........ccceiriiiiriciiiniin st 12
1.2.5. EIgel .ttt 13



1.2.5.1.Composicionde un gel.........cccoooiiriiiceeenniieceene e 13

MATERIALES Y METODOS ..........cccoiiniiniiiniieiere et seeeesnneans 14
2.1. LUGAR DE EJECUCION DEL EXPERIMENTO................... 14
2.2, MATERIALES.......rrreicenserrsesecsssesesssssssssasssesssssasns 14
2.2.1. MUESHA....cooreierrc 14
2.2.2. Material biolOgICO..........cceeiireiirimiine e 15
2.2.3. Fammaco de referencia...........ccccccocveniinnciiinniieniiiccene, 15
2.3. METODOLOGIA......etercrnriceseeasisesesssssssssssmnssssssssanes 15
2.3.1. Diseio metodolOgiCo ........cccormiieriririiiiee e ccreeere s 15
2.3.1.1. Desecacion y estabilizacion.: ... 16
2.3.1.2.MOKENdA: .....c.ccceeeiereieeiine s 15

2.3.1.3. Obtencion del extracto hidroalcoholico y elaboracién del gel

16
2.3.1.4. ldentificacion del dermatofito .............ccceeeiinincinni 16
2.4. PROCESO DE APLICACION DEL GEL DE EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO ... creectrreirrcrmecoresssenssssessessesssissssssessssssssens 16
2.4.1. Procedimiento........cccocooiieiiieniiii e 16
2.5. PROCESAMIENTO DE DATOS........cmiinnienninnnes 17
RESULTADOS YDISCUSION ... 18
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES...............cccccovviiniiieinnn 28
4.1, CONCLUSIONES........oocormrrecnresscrseerssemssecssscssesssssssssasssssossss 28
4.2. RECOMENDACIONES. ......omcrrcrrmmmmmsissssisssssssssssens 29
LITERATURA CITADA ...t e 30
ANEXOS ....... ..ottt e 38



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Manifestaciones clinicas pre tratamiento............ccccocvveicvenneceeeven 18
Cuadro 2. Manifestaciones clinicas entre los dias 7 y 9 de tratamiento del
gel de extracto hidroalcohdlico de Matricaria chamomilla “manzanilla® al
A5%. euvererrreeierisnsesesesseserasestes st e ssant e a st s ea et et e e r e e AR e e R et s e ranareanatan 19
Cuadro 3. Manifestaciones clinicas entre los dias 7 y 9 de tratamiento del
gel de extracto hidroalcohdlico de Matricaria chamomilla “manzaniila® al
2098. c.cuererenrnniercnenrsnstsese et ne e sre s Rt s gs et e e Rt bRt e se g gt enena st enreraas 20
Cuadro 4. Manifestaciones clinicas entre los dias 7 y 9 de tratamiento del
gel de extracto hidroaicohédlico de Matricaria chamomilla “manzanilla” al
25%. coeveenrrereenriresse it n e e bR A R Rt s Rt e n et 21
Cuadro 5. Manifestaciones clinicas entre los dias 18 y 20 de tratamiento del
gel de extracto hidroalcohélico de Matricaria chamomilla “manzanilla” al
T5%0. 1evreerereireeeeectresceeensseensne e n s s uar e e asaen et e s At a e s e e R ant st esaRenees 22
Cuadro 6. Manifestaciones clinicas entre los dias 18 y 20 de tratamiento del
gel de extracto hidroalcohélico de Matricaria chamomilla "manzanilla® al
2090. cvuererererereersencinesesesssa ettt e e e RS e Rt s n e e b e e e s et aran AR A e s 23
Cuadro 7. Manifestaciones clinicas entre los dias 18 y 20 de tratamiento del
gel de extracto hidroalcohdlico de Matricaria chamomilla “manzanilla” al
25%0. «vreireeiiseereeenere st e s st et s e et st et e AR n et e Rt e st ne 24



Actividad antimicética in vivo del gel de extracto hidroalcoholico de

matricaria chamomilla “manzanilla” en dermatofitos de cuyes.

Autor : Bach. GOMEZ RODRIGUEZ, Mitchel
Asesor : M.V. CISNEROS NINA, Florencio
RESUMEN

El presente trabajo se llevé a cabo en la Escuela de Formacion
Profesional de Medicina Veterinaria en el centro experimental “Pampa del
Arco” y en el laboratorio de micologia de la Escuela de Formacién
Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, el objetivo fue evaluar la actividad antimicética In vivo del gel
de extracto hidroalcohdlico de Matricaria chamomilla “manzanilla® en
dermatofitos de cuyes, se utilizd 5 grupos, de 2 animales cada uno;
infectados con Trichophyton mentagrophytes. 3 grupos tratados con el gel
del extracto en concentraciones de 15%, 20% y 25%, un grupo control |
tratado con crema Ketoconazol y un grupo tomado como testigo;
tomando como puntos evaluables el prurito, alopecia y piel costrosa.
Siendo el gel con extracto al 25% el que mostro mayor actividad

antimicaética.

Palabras claves: Extracto hidroalcoholico, dermatomicosis, Matricaria

chamonmilla.
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INTRODUCCION
Los hongos (del latin fungus) son microorganismos eucariotes que forman
parte de la microflora normal en animales y personas; son habitantes
saprofitos de la tierra, y se encuentran en los vegetales y en materia
organica en descomposicion (Sumano 2006).
Las micosis son menos frecuentes que las infecciones bacterianas en la
practica veterinaria, por ello, existen pocos antimicéticos en comparacion
con el numero de farmacos antibacterianos. Esta situacién esta
cambiando rapidamente y son varios los farmacos antifingicos que estan
desarrollando las industrias farmacéuticas (Botana 2002).
Los farmacos antiflingicos de administracion general tienen por objeto
eliminar el hongo mientras este causando dafos minimos al paciente.
Desgraciadamente, el espectro terapéutico de los agentes antiflingicos
generales mas conocidos es reducido y sus efectos secundarios son un
gran problema. Los antimicéticos antiguos como los yodados, la

anfotericina B y la flucitosina, estan siendo paulatinamente sustituidos por



los nuevos imidazoles y triazoles que presentan mayor eficacia y menor
toxicidad para los mamiferos (Botana 2002).

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de ciertas
enfermedades se ha desarrollado desde tiempos inmemorables. A través
de analisis clinicos se ha conseguido validar la actividad antibacteriana y
antimicética. Los productos elaborados a base de plantas tienen menos
efectos secundarios y en general causan menos reacciones adversas que
los productos farmacéuticos, y su empleo en la atencién médica primaria
puede lograr que se hagan ahorros en las cuentas destinadas a la
atencion médica en el pais.

Asi el objetivo de la investigacién fue evaluar la actividad antimicética in
vivo del gel de extracto hidroaicohdlico de Matricaria chamomilla
“‘manzanilla® en dermatofitos de cuyes. La actividad antimicética de la
Matricaria chamomilla se evalu6é a través de la aplicacion topica de geles
formulados a concentraciones de 15, 20 y 25% de extracto

hidroalcoholico en un periodo de tiempo de 20 dias.



CAPITULOI

REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. ANTECEDENTES

Se realizaron estudios de algunas plantas medicinales usadas en el
tratamiento de la dermatomicosis.

CANCHARI (2002), estudi6 la actividad antifiingica de la raiz de Senecio
rudbeckiaefolius Meyenni & Walpers ‘“remilla” frente a hongos
dermatofitos, utilizando cinco cepas de hongos dermatofitos: Microsporum
canis, Microsporum gypseum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton
mentagrophytes causantes de dermatomicosis tanto en animales como en
el hombre, refiriendo que todas las cepas de hongos dermatofitos
probadas mostraron sensibilidad a los extractos metanolicos y
cloroférmico puros y diluidos de la raiz de “remilla®, mostrando la mayor
sensibilidad las cepas de Microsporum canis y Trichophyton

mentagrophytes.



LIMACHI (2003), evalu6 la actividad antimicética de los extractos de
Allium sativum L. frente a dermatofitos (Microsporum canis, Microsporum
gypseum, Trichophyton mentagrophytes), por el método de difusion en
placa en agar Sabouraud glucosado, de los extractos etandlico,
metandlico y acuoso, las cuales presentaron mayor actividad antimicética
frente a Microsporum gypseum y Microsporum canis.

TUEROS (2005), estudio por el método de difusion en placa en agar
sabouraud, en los extractos alcohélico y aceténico de las hojas y el tallo
de Euphorbia peplus “leche leche” a cuatro concentraciones diferentes de
cada extracto, frente a cepas de hdngos dematofitos Microsporum canis,
Microsporum gypseum Trichophyton mentagrophytes, los que fueron
comparados con un antifingico estandar (Ketoconazol), obteniendo como
resultado, que las cepas de Trichophyfon mentagrophytes fue la mas
sensible con un halo de inhibicion de 18.44mm seguido del Microsporum

gypseum con 18.14mm y finalmente Microsporum canis con 17.44mm.



1.2. ASPECTO TEORICO

1.2.1. DERMATOFITOS

Dermatofitos son hongos capaces de parasitar sélo las estructuras
queratinizadas: piel superficial, pelo, plumas, cuernos, pezuiias, garras y
las unias (Dwight 1999.)

1.2.11. Ubicacﬁén taxonémica

Las especies de hongos causantes de dermatomicosis se encuentran

dentro del;
Reino : Mytacea
Divisién : Deuteromycota
Subdivisién : Deuteromicotina
Clase : Deuteromicetes |
Orden : Moniliales
Familia : Moniliaceae
Subfamilia : Trichophytoneae
Género : Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton
Especie : Trichophyton rubrum

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton tonsurans
Microsporum canis
Microsporum gypseum
Epidermophyton floccosum

FUENTE: Garcia, 1996; Alexopoulus, 1985.



1.2.2. DERMATOMICOSIS

Se trata de infecciones del estrato corneo de la piel y de otras estructuras
queratinizadas derivadas de la epidermis, como el cabello y las ufias. Son
producidas por hongos filamentosos, hialinos y septados, denominados
“‘dermatofitos”, similares en su apariencia, fisiologia, antigenicidad,
requerimientos nutricionales y patogenicidad; se clasifican en los géneros
anamorfos Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, estando muchas
de la especies particularmente bien adaptadas para infectar la epidermis
por su capacidad de utilizar la queratina como fuente de nutrientes
(Restrepo A. et al. 2003).

1.2.2.1. Transmisién

Dermatofitos son diseminados por contacto directo, debido a su
persistencia en fémites y locales (Dwight 1999).

1.2.2.2. Patogénesis

El desarrollo y la extension de la infeccion dependen de factores de
virulencia del dermatofito, del sitio afectado y de la resistencia del
hospedero (Restrepo 2003).

La piel actia como una barrera fisica al tener multiples capas resistentes,
y ademas, la luz ultravioleta, la competencia que ejerce la flora
bacteriana, el pH y la escaza humedad hacen dificil la colonizacion
fangica razén por la cual las pieles maceradas y hiumedas presentan
mayor riesgo de infectarse (Restrepo 2003).

Las enzimas proteoliticas (elastasa, colagenasa, queratinasa) pueden

determinar la virulencia, particularmente en la enfermedad inflamatoria



-severa. La localizacién en la epidermis queratinizada se ha atribuido a la
falta de suficiente hierro en otra parte. Esto puede explicar la detenciéon
frecuente de las dermatofitosis por respuestas inflamatorias (a través de
la afluencia de proteinas de hierro) y por inhibidores de la enzima.

La unidad infecciosa - un conidio - entra a través de un defecto en el
estrato corneo. La germinacién se activa por estimulos quimicos. El
germen se desarrolla en micelio de ramificacion entre el epitelio
cornificado. Porciones de micelio se diferencian en artroconidias. Este
patrén de crecimiento en la piel sin pelo predomina con algunos
dermatofitos (M. nanum, T. rubrum). Invasién de pelo, que es mas
prominente en la tifia animal, comienza con la germinacién de esporas
alrededor de un orificio folicular. Filamentos de hifas crecen en los
foliculos del pelo a lo largo de las células radiculares externas. Hifas
crecen dentro de la corteza del cabello, en las partes exteriores de forma
que las artroconidias se acumulan en la superficie del cabello. Este
modelo, denominado ectotrix, es caracteristico de todos los dermatofitos
animales importantes. (Endotrix describe acumulacion artronidial dentro
de pelo) (Dwight 1999).

1.2.2.3. Patologia

El proceso patogénico comienza con la colonizacién, durante el cual el
dermatofito sélo se reproduce para evocar la poca respuesta del huésped.
Puede haber hipertrofia de la capa cérnea con queratinizacion acelerada y
exfoliacion, produciendo un aspecto casposo y pérdida de cabello. En

perros con infecciones M. canis, esto es a menudo el efecto. En los gatos



adultos puede no haber ninguna sefal. La segunda fase comienza
alrededor de la segunda semana con la inflamacién en el margen de las
zonas parasitadas. Las manifestaciones van desde eritema a reacciones
vesiculopustular y supuracién. Las formas leves se ven en T. verrucosum
infeccién de los terneros. La reaccion severa es tipica de la infeccién T.
mentagrophytes de los perros y la infeccién M. gypseum de caballos. Las
placas locales ("kerion") pueden parecerse a ciertos tumores de la piel,
especialmente en los perros (Dwight 1999).

1.2.2.4. Manifestaciones clinicas

La invasion endotrix y ectotrix del cabello le confiere a este un aspecto
opaco, grisaceo, con ligero engrosamiento. El cabello se desprende
facilmente y se parte unos pocos milimetros del foliculo, dejando zonas de
alopecia. En respuesta a la infeccién de la piel y de la unidad pilo-
sebacea, hay descamacién, con mayor o menor grado de inflamacién y
formacion de costras. Las lesiones aumentan poco a poco de tamaiio y
numero (Restrepo 2003).

Las infecciones por Trichophyton Mentagrophyles se presentan en
perros, gatos, conejos, chinchillas, cobayos, ratones y ratas, mas comun
en la cabeza cerca de la boca y ojos, 0 en la base de la cola, pero pueden
presentarse en cualquier parte del cuerpo. La infeccion puede ser
clinicamente inaparente por lo comin se encuentran areas irregularmente
definidas de perdida de pelo con descamacién considerable. Se puede
formar gruesas costras. Ocasionalmente se forman pustulas en los bordes

de la lesidn y supuracién bajo las costras (Georg 1959).



La mayoria de los roedores infectados con T. mentagrophytes son
asintomaticos o presentan pocos signos clinicos. En ratones, se pueden
observar areas de alopecia parcial o completa, eritema, escamas y
escaras, a menudo, en la cola. En ratas, las lesiones suelen encontrarse
en el lomo. Los cobayos cominmente desarrollan lesiones pruriginosas,
zonas inflamadas, sin pelo, en forma ovalada, con costras o escamas;
estas lesiones primero aparecen en la cara y luego se propagan a los
miembros inferiores o el lomo (lowa State University 2005).

1.2.3. DE LA MANZANILLA

1.2.3.1. Aspectos botanicos

Clasificacion sistémica

Division : Angiospermae

Clase : Dicotyledones

Orden : Synandrae

Familia : Asteraceae

Género : Matricaria

Nombre Cientifico : Matricaria chamomilla L
Nombres Comunes : Manzanilla, Camomila, Matricaria

Fuente: constancia emitida por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
(Anexo 1).

1.2.3.2. Descripcion y Habitat

¢ Descripcion botanica:

La Matricaria chamomilla, es una planta anual con flores olorosas, la flor

es blanca con un centro amarillo, la planta es de 20 a 40 cm de alto



(Physicians” Desk 2000, The Lawrence Review of Natural Products.1993-
1995).

o Parte utilizable:

La Comisién “E” del Ministerio de Sanidad o Salud de Alemania sefiala
como parte utilizada las flores, por ello solo reportan la monografia de
las flores de manzanilla; (Heck 2000). En otra fuente bibliografica como el
PDR de plantas medicinales en su edicién segunda indica el uso de la
“planta entera florecida o solamente las flores” (Physicians'Desk, 2000).
1.2.3.3. Composicion quimica:

El aceite esencial (0,2-1,8%) est4d compuesto de:  camazuleno, alfa-
bisabalol (levomenol) éxidos de bisabolol A, B y C, 6xidos de bisabolona,
beta-trans-farnesina, espatuienol.

*Flavonoides: luteol, apigenol, quercetol, agliconas incluyendo quercetina,
isohamnetina, patuletina, apigenina agliconas, luteolin, crisoeriol y
los glicésidos principales de la apigenina-7-O-glucosido, apigenin
glucésido acetato (Physicians’'Desk 2000, The Lawrence Review of
Natural Products.1993-1995).

*Hidroxicumarinas: umbeliferona y herniaria (Physicians’Desk Reference
for herbal Medicines.2000, The Lawrence Review of Natural
Products.1993-1995, Colegio Oficial de Farmacéuticos de Bizkaina 1998).
*Mucilagos: urénicos, ramnogalacturonanos (Physicians'Desk Reference
for herbal Medicines.2000, The Lawrence Review of Natural

Products.1993-1995, Colegio Oficial de Farmacéuticos de Bizkaina 1998).
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*Lactonas sesquiterpénicas (principios amargos: matricina, matricarina,
precursoras del camazuleno) y sales minerales (8-10%) (Physicians’Desk
Reference for herbal Medicines.2000, The Lawrence Review of Natural
Products.1993-1995, Colegio Oficial de Farmacéuticos de Bizkaina 1998).
*Otros compuestos presentes en la manzanilla son: aminoacidos, 4acidos
grasos, acidos fendlicos, colina (mas del 0.3%) (Heck, A, DeWitt, B,
Lukes, A. 2000).

1.2.3.4. Farmacologia:

Diferentes acciones farmacolégicas se han documentado para
manzanilla alemana, basada principalmente in vitro y los estudios en
animales. Tales acciones incluyen antibacterianos, antifingicos,
antiinflamatorios, antiespasmédicos, antiulcerosos, antivirales, y los
efectos sedantes (Berry, M., 1995. Herbal products: Part 6. Chamomiles.
Pharm. J., 254: 191-193).

° Actividad antibacteriana, antifiingico y antiviral

Las actividades antibacterianas, antifingico y antivirales de la manzanilla
han sido bien documentados (AGGAG y Yousef, 1972).

El extracto etandlico de manzanilla alemana inhibié el crecimiento de
herpes y poliovirus (Suganda et al., 1983). Los compuestos en el aceite
esencial de manzanilla eran eficaces contra el Staphylococcus y
Candida. Componentes de aceite esencial de manzanilla, a-bisabolol
tenian gran actividad frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
Camazuleno también tuvo una fuerte actividad antimicrobiana (Kedzia,

1991). Los ésteres y lactonas mostraron actividad contra Mycobacterium
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tuberculosis y M. avium (Lu et al, 1998). Camazuleno, a-bisabolol,
flavonoides y las hidroxicumarinas mostraron propiedades antifiingicas
contra Trichophyfon mentagrophytes, T. rubrum y Candida albicans

(Kedzia, 1991; Szalontai et al, 1976, 1977;.. Ahmed et al, 1994).

1.2.4. DEL FARMACO

1.2.4.1. Ketoconazol

El Ketoconazol es un imidazol antimicético y fue el primer farmaco de
este grupo utilizado por V.O. Es practicamente insoluble en agua
(Sumano  2006).

El tratamiento topico es efectivo en la mayoria de las micosis
superficiales, en las formas comunes y no complicadas, es una
excepcion en tifas de extenso compromiso (Arenas, 1993; Falabella,
1997; Ribera, 1987).

Farmacodinamia

Actian inhibiendo la sintesis de ergosterol a través de la interaccién con
demetilasa a-c-14 (una enzima dependiente del citocromo P-450
necesaria para la conversion de! lanosterol a ergosterol) al inhibir su
desmetilacion. La deplecion de ergosterol altera la fluidez de la
membrana; con ello se reduce la actividad enzimatica membranal, hay un
aumento de la permeabilidad e inhibicidn del crecimiento celular y de la

multiplicacion.
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El Ketoconazol por lo general actia como fungistatico, pero con dosis
altas y por periodos prolongados actia como fungicida alterando las
membranas celulares (Sumano 2006).

1.25. ELGEL

Los geles son formas farmacéuticas de consistencia semirrigida,
generalmente no tienen aceites grasos, destinados a aplicarse sobre las
membranas mucosas, no tienen poder de penetracion, por eso se utilizan
para ejercer accién topica (de superficie) (Cando 2006).

1.2.5.1. Composicion de un gel

Los geles pueden prepararse con una cantidad de agentes
farmacéuticos, como tragacanto al 2-5%, alginato de sodio al 2-10%,
gelatina al 2-15%, metilcelulosa 450 al 3-5%, carboximetilcelulosa sédica
al 2-5%, carbomero al 0.3-5% o alcoholes polivinilicos al 10-20%, otros
agentes gelificantes son la metilhidroxietilcelulosa, el polioxietileno, la

hidroximetilcelulosa y la gelatina (Gennaro 2003).
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CAPITULO 1l
MATERIALES Y METODOS
2.1. LUGAR DE EJECUCION DEL EXPERIMENTO

El presente trabajo de investigacion fue conducido en las
instalaciones del centro experimental pampa del arco de la Escuela de
Medicina Veterinaria de la Facuitad de Ciencias Agrarias, ubicado en el
distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga, departamento de
Ayacucho.

2.2. MATERIALES

2.2.1. Muestra

Constituida por 3 Kg de inflorescencias frescas de Matricaria chamomilla
las cuales fueron adquiridas en el mes de mayo, teniendo en cuenta que
estuvieron en buenas condiciones, a partir de la cual se obtuvo el extracto

hidroalcohélico para elaborar el gel.
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2.2.2. Material biolagico

Estuvo constituido por 10 cobayos Cavia porcellus, de ambos sexos, con
pesos que varian de 150gr. a 200gr.; de 15 dias a 18 dias de edad,
infectados con Trichophyton mentagrophytes.

2.2.3. Farmaco de referencia

Ketoconazol al 2% de los laboratorios Farmindustria.

2.3. METODOLOGIA

2.3.1. Diseiio metodolégico

2.3.1.1. Desecacion y estabilizacion:

Las hojas, tallos y flores de la especie vegetal en estudio fueron
sometidos a un tratamiento de limpieza y seleccién para eliminar todo
elemento extrafio. Luego fueron separadas las flores y desecadas a la
sombra, extendiéndolas apropiadamente durante una semana.

2.3.1.2. Molienda:

Las flores fueron sometidas a molienda utilizandose un mortero de
porcelana; obteniéndose un polvo fino y seco.

2.3.1.3. Obtencion del extracto hidroalcoholico y elaboracién del gel
El extracto hidroalcoholico se obtuvo por maceracién de 7 dias, para lo
cual se pes6 500 gr de muestra pulverizada y se afiadié 1500mi de etanol
al 80%, el cual se mantuvo en un lugar fresco y oscuro por un periodo de
7 dias; posteriormente se realizé6 la filtraciéon del macerado a través del
filtro al vacio utilizando papel Whatman N° 40, finalmente se procedi6 a la
evaporaciéon a sequedad en un rota vapor BUCHI 3000, y en una estufa

40°C.
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Para la elaboracién del gel en las concentraciones de 15%, 20% y 25%
para el experimento se utilizd carboximetilcelulosa sodica,
propilparabeno, agua desionizada y el extracto hidroalcoholico de la
Matricaria chamomilla.

2.3.1.4. ldentificacién del dermatofito

Para la identificacion del dermatofito obtenida a partir del raspado
cutaneo, se utilizd el medio de Agar Sabouraud Glucosado (ASG),
previamente esterilizado a 15 Ib de presiéon y 121°C por 15 minutos en

autoclave.

2.4. PROCESO DE APLICACION DEL GEL DE EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO

2.4.1. Procedimiento

- Se seleccion6 10 cuyes con problemas dérmicos (micosis) de un solo
galpén.

- Se dividi6 a los animales en 5 grupos, escogidos aleatoriamente, cada
grupo conformado por 2 animales.

- Se realizé el tratamiento tépico de los cuatro primeros grupos en las
zonas de lesion.

- Al primer grupo de animales se realizé el tratamiento con el gel de
extracto hidroalcohdlico de Matricaria chamomilla al 156 %.

- Al segundo grupo de animales se aplico el gel del extracto

hidroalcohélico de Matricaria chamomiila al 20%.
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- El tercer grupo se le aplico el gel de extracto hidroalcohdlico de
Matricaria chamomilla al 25%.

- El cuarto grupo se tomé como grupo control al cual se aplicé la crema
antimicoética de Ketoconazbl de uso comercial.

- El quinto grupo se tomé como testigo del experimento al cual no se le
realizo ningun tratamiento.

2.5. PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos obtenidos en la presente investigacion son presentados en

cuadros elaborados por el autor; no se utilizan paquetes estadisticos por

ser una investigacion de tipo cualitativa; esto referido de la siguiente

manera; los investigadores desarrollan conceptos e intelecciones,

partiendo de los datos y no recogiendo datos para evaluar modelos,

hipétesis o teorias preconcebidos. En los estudios cualitativos, lo

investigadores siguen un disefio de la investigacion flexible (Alvarez -

Jurgenson, 2007).

Las unidades de analisis de la inveétigacién cualitativa constituyen casos

a estudiar, en vez de muestras estadisticamente representativas de la

poblacion prefijada (Torres, 2010).
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CAPITULO iii

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la investigacion estdn presentados de la siguiente

manera: observacion de las manifestaciones clinicas pre tratamiento,

comparacion de manifestaciones clinicas durante el tratamiento y

comparaciéon de las manifestaciones clinicas al final del tratamiento; de

las diferentes concentraciones, frente a la crema antimicética comercial.

3.1.

Cuadro 1. Manifestaciones clinicas pre tratamiento

OBSERVACION DE MANIFESTACIONES CLINICAS

Grupos
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo §
Manif
A1 A-2 A-1 A-2 A1 A-2 A1 A-2 A1 A-2
SI[NO |[SIINO [SI[NO |[SI|NO [SI[NO [SI[NO |Si|[NO [SI{NO |[SI{NO |SI|{NO V
Alopecia X X X X X X X X X X
Prurito X X X X X X X X X X
Piel costrosa X X X X X X 1 X X X X
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En el cuadro 1, se observan las manifestaciones clinicas evaluadas pre
tratamiento. En los 5 grupos se observa la presencia de las

manifestaciones clinicas como son: alopecia, prurito y piel costrosa.

3.2. OBSERVACION DE MANIFESTACIONES CLINICAS DURANTE

EL TRATAMIENTO

Cuadro 2. Manifestaciones clinicas entre los dias 7 y 9 de tratamiento
del gel de extracto hidroalcohdlico de Matricaria

chamomilla “manzanilla” al 15%.

Tratamientos
Manifestaciones G:: a‘:;::itll;:c‘ltg‘;: © Ketoconazol Testigo
clinicas

Grupo 1 Grupo 4 Grupo 5

A-1 A-2 A-1 A2 | A1 A-2

Si No Si No |Si|No|Si|No|Si|NoSi|No
Alopecia X X X X X X
Prurito X X X | XX X
Piel costrosa X X X X X X

En el Cuadro 2, se observa que durante los dias 7 — 9 de tratamiento con
el gel del extracto hidroalcohélico de Matricaria chamomilla “manzanilla” al
15%, solo dos de las tres manifestaciones clinicas tomadas de referencia
presentaron evolucion clinica rapida en los animales A-1 y A-2 del grupo
1, los cuales no presentaron prurito ni piel costrosa, pero aun presentaron
alopecia, en comparacion del grupo 4 tratado con la crema comercial

Ketoconazol que tuvo una evolucion mas lenta; observandose las 2
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manifestaciones clinicas de referencia (alopecia y piel costrosa). Mientras
que en el grupo tomado como grupo testigo del experimento (grupo 5) la

infeccién prosiguio.

Cuadro 3. Manifestaciones clinicas entre los dias 7 y 9 de tratamiento
del gel de extracto hidroalcohdlico de Matricaria

chamomilla “manzanilla” al 20%.

Tratamientos
Manifestaciones G:: ;:;::itlzcztg‘;: e Ketoconazol Testigo
clinicas
Grupo 2 Grupo 4 Grupo 5
A-1 A-2 A-1 A-2 A1 A-2
Si| No |Si| No |Si| No |Si{ No |Si{ No |Si{ No

Alopecia X X X X X X
Prurito X X | X X | X X
Piel costrosa X X 1 X X X X

En el Cuadro 3, se observa que durante los dias 7 — 9 de tratamiento con
el gel del extracto hidroalcohélico de Matricaria chamomilla “manzanilla” al
20%, solo dos de las tres manifestaciones clinicas tomadas de referencia
presentaron evolucion clinica rapida en los animales A-1 y A-2, los cuales
no presentaron prurito, ni piel costrosa, pero aun presentaron alopecia, en
comparacién del grupo 4 tratado con la crema comercial Ketoconazol que
tuvo una evolucion mas lenta; observandose las 2 manifestaciones

clinicas de referencia (alopecia y piel costrosa).

20



Cuadro 4. Manifestaciones clinicas entre los dias 7 y 9 de tratamiento

del

de extracto hidroalcohdlico de Matricaria

chamomilla “manzanilla” al 25%.

Tratamientos

Gel de extracto de

Manifestaciones manzanilla 25% Ketoconazol Testigo
clinicas
Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
A1 A-2 A1 A-2 A1 A-2
Si| No | Si] No |Si|{ No |Si| No |Si] No | Si| No

Alopecia X X X X X X
Prurito X X X X [ X X
Piel costrosa X X | X X X X

En el cuadro 4, se observa que el grupo tratado con el gel de extracto

hidroalcohélico de Matricaria Chamomilla “manzanilla” al 25% presentaron

alopecia tanto en el animal A1 y A2; pero no se observé prurito ni piel

costrosa entre los dias 7-9 de tratamiento; en comparacion con el grupo 4

tratado con la crema comercial Ketoconazol que presento alopecia y piel

costrosa.
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3.3. OBSERVACION DE LAS MANIFESTACIONES CLINICAS AL
FINAL DEL TRATAMIENTO

Cuadro 5 Manifestaciones clinicas entre los dias 18 y 20 de

tratamiento del gel de extracto hidroalcohdlico de

Matricaria chamomilla “manzanilla” al 15%.

Tratamientos
Manifestaciones G:‘I a‘:;::;::c,‘tg‘z e Ketoconazol Testigo
clinicas Grupo 1 Grupo 4 Grupo 5
A-1 A-2 A-1 A-2 A-1 A-2
Si|No |Si{No |Si|Noj|SijNo|Si|Noj|Si No

Alopecia X X
Prurito
Piel costrosa X X _ X

En el cuadro 5, las manifestaciones clinicas (prurito y piel costrosa) en los
animales A-1 y A-2 tratados con el gel de extracto hidroalcohdlico de
Matricaria chamomilla “manzanilla” al 15% entre los dias 18 y 20 del
tratamiento; reaparecierbn con mayor fuerza, en comparaciéon con el
ketoconazol el cual tuvo una evolucién clinica eficaz y el grupo testigo en
el cual las zonas alopécicas aumentaron en varias zonas del cuerpo de

ambos animales.
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Cuadro 6. Manifestaciones clinicas entre los dias 18 y 20 de
tratamiento del gel de extracto hidroalcohdlico de

Matricaria chamomilla “manzanilla” al 20%.

Tratamientos
) _ G:‘la(:'ezae:'(itll;:czt:;:e Ketoconazol Testigo
Manifestaciones
clinicas Grupo 2 Grupo 4 Grupo 5
A-1 A-2 A-1 A-2 A-1 A-2
B ] Si| No |Si| No [Si| No |Si| No |Si| No |Si| No
Alopecia X X X X [ X X
Prurito X X X X | X X
Piel costrosa X ) X . - X X | X X

En el cuadro 6, se observa las manifestaciones clinicas (prurito y piel
costrosa) para el grupo tratado con el gel de extracto hidroalcohdlico de
Matricaria chamomilla “manzanilla” al 20% reaparecierébn con mayor
fuerza, en comparacion con el Ketoconazol;, entre los dias 18 y 20 de

tratamiento.
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Cuadro 7. Manifestaciones clinicas entre los dias 18 y 20 de
tratamiento del gel de extracto hidroalcohdlico de

Matricaria chamomilla “manzanilla” al 25%.

Tratamientos
Gel de extracto de .
Manifestaciones manzanilla 25% Ketoconazol Testigo
clinicas Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
A1 A-2 A-1 A-2 A1 A-2
Sij] No |Si| No |Si| No |Si|] No |Si| No | Si| No
Alopecia X X X X | X X
Prurito X X X X i X X
| Piel costrosa X X X X [ X X

En el cuadro 7, se observa que, entre los dias 18 y 20 de tratamiento
con el gel de extracto hidroalcohdlico de Matricaria chamomilla
“‘manzanilla” al 25 % las manifestaciones clinicas de alopecia, prurito y
piel costrosa han desaparecido en los animales A1y A2 de este grupo; al
igual que con los animales del grupo tratado con la crema comercial de
Ketoconazol. Esto nos indica que tiene actividad antimicética para el

dermatofito evaluado “Trichophyton mentagrophytes”.

Muchas plantas han sido aceptadas para su uso antiflingicos porque en
su analisis quimico y evaluacién farmacolégica han demostrado que
contienen un principio o metabolito especifico para los diferentes
dermatofitos patdégenos. La blsqueda es muy intensa en casi todo el
mundo y se basa en explorar el parentesco sistematico con plantas

curativas ya reconocidas que han servido para hallar otras nuevas; o bien
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se han descubierto por casualidad o por validacién sistémica de la flora de

una regién (Holetz et al., 2002).

Los geles de extracto hidroalcohélico de Matricaria chamomilla
“manzanilla’ de las concentraciones 15% y 20% no presentaron actividad
antimicética, esto debido que el solvente usado para la extraccion de los
metabolitos de la Mairicaria chamomilla “manzanilla” con accién
antimicética, fue el alcohol etandlico el cual no permiti6 extraer los
triterpenoides en mayor concentracion por ser un solvente medianamente
polar, lo cual explicaria los resultados obtenidos; pues el solvente de
eleccibn para la extraccidbn de metabolitos antimicéticos triterpenoides
(alfa bisabolol) es un solvente de alta polaridad, sieﬁdo el etanol de
polaridad (5.2) con respecto al metanol cuya polaridad es (6.2)
(Matthel.2008). La diferencia en la actividad antimicética de los extractos
etandlico y metandlico puede ser debido a que en la extracciéon de
principios activos es importante la eleccion de un buen solvente y de
preferencia se debe utilizar solventes de mayor polaridad (Lock, 1994;
Miranda, 1996).

La eleccién del extracto etandlico se basé en estudios ya realizados
donde refieren que el etanol es capaz de extraer gran cantidad de:
saponinas, triterpenoides, flavonoides, taninos, alcaloides y quinonas
ademas de estar relacionado con aplicacion tradicional en que la
maceracién se efectia con agua o etanol, solventes de caracteristica

polar (Parekh. 2005).
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Hoy en dia se ha venido observando un creciente desarrollo de
mecanismos de resistencia a los antimicéticos sintéticos por algunas
especies fingicas, este hecho se explica en parte porque la mayoria de
farmacos son fungistaticos y por la administracién prolongada de los
tratamientos en el tiempo, lo cual pemmite la aparicion de clones
resistentes. Por lo tanto ante éste aumento de infecciones por hongos, se
lleva a cabo una constante busqueda de alternativas terapéuticas;
eficaces entre las piantas medicinales como fuente de nuevos y variados

agentes antimicéticos (Holetz et al., 2002).

El metabolito (alfa bisabolol), para la formulacién antimicética de un gel
debe ser utilizado en forma pura y también como un precursor para el
desarrolio de nuevos agentes antifingicos. Entre los antifingicos
naturales, alfa-bisabolol se considera como una opcién posible, ya que es
un inhibidor no téxico de la biosintesis de ergosterol. Puede ser utilizado

como un agente antifingico (Pauli 2006).
Las manifestaciones clinicas para evaluar la actividad antimicética del gel
de extracto hidroalcoholico, tuvieron una evoluciéon (18-20 dias) igual al

grupo tratado con la crema Ketoconazol.

Se inform6 de la inhibicion del crecimiento de los dermatofitos expuestos

al aceite esencial, a concentraciones (2,5 a 80ug/mL) en el intervalo de
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3,24 a 68,15% para Microsporum gypseum, 24,48 a 100% para M. canis,
 11,40-96,65% para Trichophyton mentagrophytes, 27,79 a 100% para T.
rubrum y 45,73 a 100% para T. tonsurans (Jamalian et al 2012). Lo cual
demuestra que existe una mejor respuesta al tratamiento, usando el
aceite esencial y no el extracto hidroalcoholico. Son fungistaticos a bajas
concentraciones mientras que a concentraciones mas elevadas se
comportan como fungicidas por accién directa sobre la membrana celular

del hongo (Cleary 1990).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este trabajo se concluye lo siguiente:

1. Los resultados del gel del extracto hidroalcohdlico de la Matricania
chamomilla “manzanilla” tiene actividad antimicética frente al
dermatofito Trichophyton mentagrophytes.

2. Se observo mejor resultado en el gel del extracto hidroalcohdlico de
Matricaria chamomilla “manzanilla” al 25%. Esta concentracion fue
eficaz para el tratamiento, observandose mejoria clinica.

3. La actividad antimicética de la manzanilla presenta igual periodo de

tiempo de mejoria clinica que la crema comercial Ketoconazol.
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4.2,

RECOMENDACIONES

. Realizar extracciones con otros tipos de solventes (metanol, éter

etilico), altamente polares para una mejor concentracion de los

metabolitos con accidén antimicética.

. Continuar los estudios de la Matricaria chamomilla frente a otros

dermatofitos.

. Elaborar otras formas farmacéuticas con la Matricaria chamomilla

para probar su actividad.

. Realizar un screening fitoquimico a todas las partes de la planta e

identificar la parte con mayor presencia de metabolitos de accién

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

CERTIFICA

Que, el Bach. En medicina veterinaria, Sr. Mitchel, GOMEZ RODRIGUEZ,
ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.
Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el sistema de

clasificacion de Cronquist A. 1988. Y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE X MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE ; ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES
FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO : Matricaria
SINONIMO : Matricaria recutita L.
SINONIMIA : Matricaria chamomilla
N.V. : “manzanilla”

Se expide la certificacién correspondiente a solicitud del interesado
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 20 de mayo del 2012
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FOTO 01: Jaulas con los grupos de tratamiento realizado.

FOTO 02: Identificacion de la lesidon micotica al inicio del tratamiento
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FOTO 03: Evolucion clinica observada entre los dias 18-20 de tratamiento

con el gel de extracto hidroalcoholico al 25%.
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FOTO 04: Manifestaciones clinicas entre los dias 7-9 de tratamiento con

el gel de extracto al 20%.
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FOTO 05: Manifestaciones clinicas entre los dias 18 - 20 de tratamiento

con el gel de extracto al 20%.
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