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RESUMEN

La onicomicosis es una enfermedad de las ufias que, debido a las caracteristicas

histologicas del tejido y a la cronicidad del padecimiento, representa un reto terapéutico. En
México, las dermatomicosis se encuentran dentro de las 20 primeras causas de consulta. La
especie Ageratina pichinchensis, conocida popularmente como “axihuitl”, ha sido utilizada en
la medicina tradicional mexicana como antifungico. Los terapeutas tradicionales utilizan las
partes aéreas de la planta, las cudles se maceran en alcohol etilico durante dos o tres dias y se
aplica con un algodon sobre las lesiones. De un extracto organico de baja a mediana polaridad
se aisldo un compuesto quimico que mostrd una importante actividad antimicotica que fue
identificado como encecalina. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la efectividad y
tolerabilidad terapéutica de un fitomedicamento elaborado con el extracto estandarizado (en la
concentracion de encecalina) de A. pichinchensis en pacientes con onicomicosis leve y
moderada utilizando dos diferentes concentraciones de extracto (12.6 y 16.8%). Se realiz6 un
estudio clinico, doble ciego, aleatorizado y controlado, que evalué la efectividad y
tolerabilidad terapéutica de los dos fitomedicamentos en una base de laca para ser
administrados localmente durante seis meses. Se incluy6 un control positivo que consistid en
un medicamento con una presentacion idéntica pero que contenia ciclopirox al 8%.
Se incluyeron un total de 181 pacientes, de los cudles, 62 (34.3%) fueron tratados con el
fitomedicamento de A. pichinchensis con la concentracion al 12.6%, 60 (33.1%) recibieron
tratamiento con el fitomedicamento al 16.8%, mientras que 59 pacientes (32.5%) recibieron el
medicamento que contenia ciclopirox al 8%.

Una vez concluido el tiempo de administracion de los tratamientos, la efectividad fue
de un 67.2% en los pacientes que se aplicaron el fitomedicamento a la concentracién mas baja
(12.6%) y de 79.2% en los que se administraron la concentraciéon mas alta (16.8%) y de un
80% en los pacientes que se aplicaron el tratamiento control. Con relacion a la evolucion
clinica, el analisis de resultados evidencid que la concentracion al 16.8% presentd una mayor
efectividad terapéutica con una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.010). Ninguno
de los tratamientos presentd efectos adversos. De acuerdo al analisis de resultados se puede
concluir que ambas concentraciones del fitomedicamento son eficaces en el tratamiento de la

onicomicosis leve y moderada y que el efecto fue similar al producido por el ciclopirox al 8%.



Ademads, en ninglin caso se detectaron efectos adversos y fue posible establecer que la
concentracion mas alta del extracto (16.8%) presenta una mayor efectividad conservando la

tolerabilidad.



SUMMARY

Onychomycosis is a disease with a therapeutic challenge determined by the nail-
substratum anatomical characteristics, and due to disease chronicity. In Mexico,
dermatomycoses are among the 20 main causes for visiting a Physician. Ageratina
pichinchensis, popularly known as “axihuitl”, has been used in Mexican Traditional Medicine
for the treatment of superficial mycosis. With this purpose, fresh or dried aerial parts of this
plant are extracted with alcohol, and the product is administered topically onto the damaged
skin. From a low polarity extract, an antifungal compound was isolated and chemicaly
identified as encecalin. The objective of the present work was to evaluate the therapeutic
effectiveness and tolerability of two phytopharmaceutical products prepared with
standardized extract (encecalin containing) of 4. pichinchensis on patients with mild and
moderate onychomycosis, and the comparison of both extract concentrations (12.6 and
16.8%). A double blind clinical trial was carried out for evaluating the effectiveness and
tolerability of A. pichinchensis (12.6 and 16.8%) in lacquer solution for topical administration
for six months. A positive control treatment was included using a similar presentation but, in
this case, containing 8% ciclopirox. A total of 181 patients were included, 62 (34.3%) were
treated with the phytopharmaceutical containing 12.6% extract, 60 (33.1%) received treatment
with 16.8%, while 59 (32.5%) received the 8% ciclopirox.

At the end of the treatment period, the therapeutic effectiveness exhibited by the lower
concentration (12.6%) of A. pichinchensis extract was 67.2%, patients treated with the higher
concentration (16.8%) showed an effectiveness of 79.2%, while patients of the control group
reached 80%. Regarding clinical evolution, analysis of results evidenced that the 16.8%
extract possesses higher therapeutic effectiveness with a significant statistical difference (p =
0.010). Any treatment produced adverse effects. It is possible to conclude that both
concentrations of phytopaharmaceuticals possess effectiveness on patients with mild and
moderate onychomycosis. The effect was similar to that produced by 8% ciclopirox. The
formulation with the higher extract concentration (16.8%) possesses higher rates of

effectiveness, but maintaining 100% tolerability.



I. INTRODUCCION

La onicomicosis es una infeccion de las ufias causada por hongos, levaduras y mohos,
pertenece al grupo de las dermatomicosis o micosis superficiales. Esta enfermedad afecta con
mayor frecuencia las ufias de los pies y los patdogenos que con mayor frecuencia se encuentran
en las lesiones de las ufas son el Trichophyton rubrum y el Trichophyton mentagrophytes. La
edad, la diabetes mellitus y las enfermedades que comprometen el funcionamiento del sistema
inmune, son factores que predisponen a la persona a padecer la enfermedad. A nivel mundial
la prevalencia de la onicomicosis oscila entre 2 y 10%. Esta enfermedad se puede presentar en
diferentes formas clinicas: a) subungueal distal lateral, que es la mas frecuente y se
caracteriza por que suele iniciar en el borde lateral de la ufia para posteriormente extenderse al
lecho ungueal; b) la subungueal proximal, que es la forma clinica que suele presentarse en los
pacientes inmunodeprimidos y las personas con diagndstico positivo al virus de la
inmunodeficiencia humana; c) la onicomicosis superficial, que afecta la superficie de la uia y
no al lecho ungueal; y d) onicomicosis distrofica total, que se caracteriza por presentar el plato

ungueal completamente destruido.

A pesar de la existencia de diferentes medicamentos antifingicos, el manejo médico de
la onicomicosis es considerado un reto terapéutico. La infeccion producida por hongos en las
uias tiende a ser cronica y debido a las caracteristicas del tejido, el tratamiento debe ser
administrado por tiempo prolongado. Por esta razon el tratamiento tiene un alto indice de
abandono, ademas de que la reinfeccion es muy frecuente. Ademds de lo anterior, los
medicamentos disponibles han mostrado producir efectos adversos e interacciones con otros
medicamentos. Los mediamentos de mayor uso en este padecimiento son: terbinafina,
itraconazol, fluoconazol, ketokonazol, ciclopirox y amorolfina. Todos se administran por la
via oral y algunos, entre ellos el ciclopirox son para uso topico. El ciclopirox como

tratamiento topico en onicomicosis leve y moderada ha mostrado efectividad hasta de un 80%.

En la medicina tradicional mexicana se utiliza la especie A. pichinchensis (Asteraceae)
para tratar “granos en la piel”. Extractos obtenidos de esta planta han mostrado en estudios
antimicrobianos, su capacidad para inhibir el crecimiento de dermatofitos. En un ensayo

clinico previo, se demostro la efectividad y tolerabilidad terapéutica de un fitomedicamento



(formulado en crema para su administracion local) que contenia el extracto de A.
pichinchensis en pacientes con diagnéstico de tinea pedis. La crema se administrd durante
cuatro semanas y se encontr6 una efectividad del 80.3% sin producir efectos adversos. El
mismo extracto se utilizo para la elaboracion de un producto para la aplicacion topica en casos
de onicomicosis, en este caso se desarrolld un fitomedicamento que contenia el extracto de 4.
pichinchensis al 10% en una solucion de laca que administrado en pacientes con onicomicosis
leve y moderada presentd una efectividad terapéutica del 59.1%. Con este medicamento
tampoco se evidenciaron efectos adversos. Los dos padecimientos, la tinea pedis y la
onicomicosis, se consideran dermatomicosis o micosis superficiales, siendo el 7. rubrum el
patogeno que con mayor frecuencia las produce. En el presente trabajo se prepararon dos
presentaciones del fitomedicamento en laca, uno que contenia el extracto estandarizado de A.
pichinchensis en un a concentracion al 12.6% y otro al 16.8%. Ambos tratamientos se
evaluaron en pacientes que padecian onicomicosis leve y moderada a través de la

administracion topica durante 6 meses.



II. ANTECEDENTES

a. Aspectos generales de las micosis

El término micosis alude a la infeccion causada por hongos. La forma mas comun de
la enfermedad micoética es la infeccion, que es el crecimiento de un hongo en un huésped
humano o animal. El establecimiento de una micosis depende del estado inmunologico del
huésped, de la via de exposicion, del tamafo del indculo y de la virulencia del hongo (Brooks

GF y col, 2002).

b. Dermatofitosis

Las infecciones de la piel en el hombre incluyen una gran variedad de enfermedades
que afectan tegumentos y sus apéndices como son ufias y pelos. Por lo general, es un grupo de
enfermedades causadas por especies de hongos queratindfilos llamados dermatoéfitos, son un
grupo de hongos muy similares que se relacionan entre si y causan una variedad muy amplia
de enfermedades. Las dermatofitosis son un grupo de enfermedades causadas por hongos del
género anamorfico como son: Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton, (la clasificacion
de los grupos se describe en la tabla 1) (Martinez A y Arenas R, 2003; Rippon JW, 1990). Son
enfermedades que disminuyen la calidad de vida del paciente, al disminuir la capacidad de
insercion social debido al aspecto de las lesiones. Ademas producen un impacto econdémico
importante en los Sistemas de Salud a nivel mundial, por los costos que representa al ser

tratamientos prolongados y de baja efectividad (Ghannoum MA vy col, 2004).



Tabla 1. Clasificacion de géneros y especies de dermatofitos

Epidermophyton Microsporum Trichophyton
E. floccosum M. amazonicum T. ajelloi
E. stockdaleae M. arthroderma cookiellum T. concentricum
M. audouinii T. equinum
M. boullardii T. flavescens
M. canis T. georgiae
M. cookie T. gloriae
M. equinum T. gourvilii
M. ferrugineum T. longifusum
M. fulvum T. mariatii
M. gallinae T. megninii
M. gypseum T. mentagrophytes (*)
M. Nahum T. phaseoliforme
M. persicolor T. rubrum (*)
M. praecox T. schoenleinii
M. racemosum T. simii
M. ripariae T. soudanense
M. vanbreuseghemii T. terrestre

T. tonsurans

*Especies patdgenas que se identifican con mayor frecuencia como responsables de
ONnicomicosis.

c. Las micosis: patogenicidad y patogenia

Los dermatofitos son el tnico tipo de hongos que establecen una forma de ciclo de vida
parasitario; esto quiere decir que dependen de la infeccion en el hombre para poder vivir.
Presentan un alto grado de especificidad por los tejidos que parasita como son la capa cornea
de la epidermis, pelo y ufias. En sujetos normales los dermatofitos son incapaces de afectar
otros organos. La historia natural de la enfermedad evoluciona a través de la formacion de
colonias en la capa cornea de la piel o del tejido infectado y las condiciones del huésped

determinaran el pronostico de la enfermedad (Rippon JW, 1990).
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d. Formas de proliferacion de los hongos

La forma de proliferacion del hongo se refiere a la produccion de colonias filamentosas
multicelulares. Son colonias que consisten en cimulos cilindricos ramificados cuyo diametro
varia de 2 a 10 pm y se denominan hifas. El crecimiento de las hifas se produce por
elongacion apical es decir, por extension de la longitud desde el extremo del filamento o hifa.
La masa de hifas entrelazadas que se acumulan durante la proliferacion activa en la forma de
moho se denomina micelio. Algunas hifas estan divididas en células por tabiques, que
tipicamente se forman por intervalos regulares durante la proliferacion filamentosa. Los
hongos tienden a proliferar muy bien en la superficie de los sustratos naturales o los medios de
laboratorio. En estas situaciones, las hifas que penetran en el medio de sostén y absorben los
nutrientes se denominan hifas vegetativas o sustratos. Los mohos habitualmente se identifican
por la observacion de su morfologia. El examen macroscépico de un moho debe incluir la
observacion de caracteristicas como velocidad de proliferacion, la topografia (lisa, verrugosa),
la textura de la superficie (aterciopelada, algodonosa, pulverulenta) y la pigmentacion (en el
anverso, reverso o difusible hacia el medio). En el examen microscopico los tipos de esporas u
otras estructuras reproductoras (pigmentos, tamano, forma, modo de adherencia) y su

ontogenia son caracteristicos de cada especie (Joklik WK y col, 1998).

e. Formas de reproduccion de los hongos

1) La reproduccion asexual puede ocurrir, simplemente, como el crecimiento
vegetativo o la expansion de una colonia de mohos o levaduras consecuente a la
multiplicacion celular. La reproduccion asexual habitualmente se refiere a la
produccion de esporas propagulos, que en general son mas resistentes a las condiciones
ambientales adversas. Los conidios son los principales propagulos o esporas asexuales.
Los conidios son producidos por estructuras especializadas, las células conidiégneas, y
se clasifican de acuerdo a su proceso de desarrollo.

2) Reproduccion parasexual es una secuencia de sucesos que culmina en el intercambio

genético por medio de la recombinacion mitdtica, esta forma de reproduccion
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proporciona un mecanismo natural para el intercambio genético entre los hongos

imperfectos (Joklik WK y col, 1998).

f. Onicomicosis o tinea unguium

1. Definicion

Onicomicosis es el término para describir una infecciéon de las ufias causada por
hongos, levaduras o mohos; aunque los dermatofitos son los que aparecen con mayor
frecuencia como causantes de la enfermedad. El termino onicomicosis, conocido también
como tinea unguium o tifia de las uflas, proviene de griego onyx que significa uia y mykes
que se refiere a hongo. En el 80% de los casos las ufias que se ven afectadas son las de los pies

(Gayoso CW y col, 2005; Lopez JO y Torres RJ, 1999; Tasic S y col, 2001).

2. Signos y sintomas

La onicomicosis puede afectar una, varias o todas las ufias. Dentro de la sintomatologia
se incluyen cambios de color, textura y grosor de la ufia: 1) oncolisis, que es la separacion de
la ufia del lecho ungueal; 2) hipequeratosis, que es el aumento del grosor de la ufia; 3)
opacidad de la uia; 4) inflamacion del parénquima, debido a la inflamacion de la piel plegada
en la orilla de la uiia; 5) cambios de coloracion, que puede ser blanca, amarilla o café (Ballesté
Ry col, 2003).

La ufia con onicomicosis se puede romper con facilidad, se engruesa y causa presion,
dolor e irritacion, principalmente cuando el zapato esta gastado. Las personas pueden tener
dificultad para usar zapato, incluso para caminar. Los hongos en las ufias también pueden
impactar en la autoestima, ya que quien la padece suele evitar actividades recreativas que le
exijan quitarse los zapatos y tampoco hacen uso de zapato descubierto debido a la apariencia
de sus pies. (Katsambras A y col, 2005; Mayser P y col, 2009).

La onicomicosis es considerada como un factor de riesgo importante para desarrollar
un cuadro agudo de celulitis bacteriana en piernas, pero que facilmente cede a la terapia

medicamentosa (Bristow IR y Spruce MC, 2009; Roujeau JC y col, 2004).
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3. Anatomia de la ufia

Una ufa es una estructura cornea situada en el extremo de un dedo humano o de
animal. Estan compuestas de: a) Matriz o raiz de las ufia, ésta es la parte donde crece la ufia y
esta situada bajo la piel en la parte donde se origina la ufia, b) Eponiquio, estrecha franja del
pliegue de la piel que parece terminar en la base del cuerpo ungueal, también llamada cuticula,
¢) Paroniquio, estrecha franja del pliegue de la piel a los lados de la ufia, d) Hioniquio, tejido
ubicado en el borde libre de la ufia, que constituye un sello impermeable que protege al lecho
ungueal de las infecciones, €) Cuerpo ungueal, es la estructura cornea que normalmente
conocemos como ufia, también es llamada placa, la porcion dura y traslucida compuesta por
queratina, d) Lecho ungueal, es el tejido conectivo adherente que se encuentra debajo de la
uia y conecta con el dedo, f) Lunula, es la parte blanquecina en forma de medialuna que se
observa casi siempre en la base del cuerpo ungueal. No todos los dedos la tienen visible. La
linula es el final de la matriz y, por lo tanto, la parte visible de la ufia viva. El resto del cuerpo

ungueal se compone de células muertas. (wikipedia.org/wiki, 2008).

4. Histologia de la uiia

Las ufias estdn formadas por células endurecidas que contienen una proteina fibrosa, la
queratina. Su ritmo de crecimiento varia de un dedo a otro y de una persona a otra. Como
promedio, las ufias crecen unos tres milimetros por mes y, si no se cortan, pueden alcanzar una
longitud considerable. Cuando una ufa se encuentra infectada por un hongo hay aumento de
queratinocitos en la lamina ungueal, asi como también, engrosamiento de los vasos sanguineos
y degeneracion del tejido elastico. La composicion quimica de la ufia también se modifica en
los casos de infeccion. En los pies, las ufias se tornan duras e hipertroficas, generalmente por

asociacidon con onicomicosis, onicogrifosis y onicocriptosis (Cedeio L y col, 2005).
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5. Epidemiologia de la onicomicosis

Las infecciones que afectan a los pies son cada dia mas frecuentes, ademas de que la
edad de los pacientes es un factor que aumenta la incidencia, prevalencia y severidad. La
onicomicosis se incluye dentro de estos padecimientos (Robbins JM, 2000). Las infecciones
por dermatofitos se inician en la piel, generalmente después de un traumatismo y por la simple
exposicion al patdogeno. Existe evidencia de que la susceptibilidad del huésped puede ser
incrementada por diversos factores como la humedad, el calor, la quimica especifica de la
piel, la composicion de la grasa, la transpiracion, la edad, la exposicion intensa y la
predisposicion genética. La incidencia es mas alta en climas céalidos y humedos, asi como en
condiciones de hacinamiento (Barber K y Barber J, 2009; Brooks GF, 2002; Detandt M y
Nolard N, 1995). La onicomicosis es un padecimiento comun de las ufias, y es tan alta su
incidencia que es considerada la responsable del 50% de las enfermedades en esta parte del
cuerpo (Faergemann J y Baran R, 2003). Se considera la infeccion mas frecuente que se
presenta en las ufia; en Europa su prevalencia oscila entre el 3% y 10% (Roberts DT, 1999),
mientras que en Estados Unidos de América es del 7y 10% (Elewski BE y Charif MA, 1997,
Heikkila H y Stubb S, 1995). Es un padecimiento que se encuentra dentro de los casos de
mayor demanda de atenciéon médica del primer nivel y es causa de un alto indice de
ausentismo laboral, por lo que ha sido considerado un problema de salud publica (Drake LA 'y
col, 1998).

Las dermatomicosis constituyen las micosis superficiales mas frecuentes en México,
dentro de las infecciones de la piel, tienen una frecuencia estimada del 5% (Arenas R, 2002).
En la década de los noventa, un estudio report6 que la onicomicosis ocupaba el 24% de los
casos de interconsulta con diagnostico de micosis, el 67 % de los casos se presentd en adultos
del sexo femenino, en el 92% de los casos las unas afectadas fueron las de los pies; mientras
que en los nifios el padecimiento se presento en el 4% y en ancianos en el 14%. El dermatofito
que con mayor frecuencia se aislo fue 7. rubrum, con un 74% de los casos (Arenas R, 2002).

En México, en un estudio desarrollado por Cedefio L y col, (2005) se recopilaron datos
de pacientes geriatricos que acudieron durante un periodo de diez afos al hospital general

“Manuel Gea Gonzalez” y que fueron derivados a la seccion de micologia con diagnostico de
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micosis; en dichas personas la prevalencia de onicomicosis fue del 47%, y el agente causal

preponderante fue 7. rubrum (60%).

6. Formas clinicas de la onicomicosis

Desde el punto de vista clinico se reconocen diferentes formas de onicomicosis que se
clasifican de acuerdo a la forma de presentacion de la lesion y la histopatologia. Las
presentaciones clinicas se dividen en cuatro:

a) subungueal lateral y distal (OSLD). Es la forma mas comun de presentacion, afecta

al hiponiquio o el borde ungueal lateral, casi siempre inicia en el borde lateral de la ua

y se extiende al lecho ungueal, lo que provoca una hiperqueratosis subungueal y

oncolisis, aunque el plato ungueal no suele estar afectado inicialmente.

b) subungueal proximal (OSP). Afecta el estrato corneo del eponiquio, es una variedad

poco frecuente a menudo relacionada con padecimientos interecurrentes. Los pacientes

inmunodeprimidos especialmente los que padecen SIDA o positivos al virus de la
inmunodeficiencia adquirida son quien presentan esta variedad.

c¢) subungeal superficial (OS). Es menos frecuente que la distal subungueal, afecta la

superficie del plato ungueal y no al lecho ungueal. Se observa una decoloracion en la

superficie de la ufla y es muy escamosa. La especie que se ha identificado es T.

mentagrophytes.

d) onicomicosis distrofica total (ODT). Cualquier variedad de las onicomicosis puede

evolucionar a una distrofica total, y es considerada cuando el plato ungueal se

encuentra completamente destruido (Ballesté R y col, 2003; Baran A y col, 1998).

7. Factores predisponentes para desarrollar onicomicosis

La onicomicosis es considerada un padecimiento multifactorial, donde la edad es uno
de los factores de importancia, ademas de los factores genéticos y patologicos como son:
insuficiencia venosa, diabetes, pobre circulacion periférica, entre otras (Faergemann J y Baran
R, 2003). Las infecciones producidas por hongos se han incrementado de manera drastica en

frecuencia y gravedad, esto probablemente es debido a los avances en la medicina, en la
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cirugia, el tratamiento de céncer, al aumento de uso de antimicrobianos de amplio espectro y
al aumento de pacientes con trastornos del sistema inmunolégico (Katzung B, 2005). Las
infecciones oportunistas se encuentran comunmente en pacientes que padecen SIDA, una de
ellas es la onicomicosis, que ademds es una de las infecciones mas frecuentes que presentan
estos pacientes (Kwon KS y col, 2004).

Es posible ordenar los factores de riesgo para padecer onicomicosis segun su
frecuencia: el cancer, la psoriasis, la tinea pedis interdigital, la tinea pedis en mocasin, la
presencia de familiares con onicomicosis, el nadar regularmente y la edad de 50 afios o més
(Boonchai W y col, 2003). El aumento de la prevalencia de onicomicosis con la edad puede
ser debido a las modificaciones de la composicion de la ufia y de las defensas inmunes
intrinsecas, pero no al retraso en el crecimiento (Arrese JE y col, 2005). Ademéas de lo
anterior, los nuevos estilos vida, como el uso de calzado cerrado de materiales sintéticos, son
otra causa que puede predisponer al desarrollo de onicomicosis (Evans EG, 1998). Otro factor
que se ha considerado como riesgo, sobre todo en las mujeres, es le uso de ufias artificiales

(Shemer A y col, 2008).

8. Agente causal de la onicomicosis.

Los dermatofitos son los agentes etioldgicos de la onicomicosis en un 80 a 90% de los
casos y predominan en las ufias de los pies. Dentro de este grupo se encuentran los hongos del
género Microsporum, Trychophyton y Epidermophyton (Sigurgeirsson B y Steingrimsson O,
2004). En México, el agente causal que con mayor frecuencia se identifica en la onicomicosis
es el T. rubrum, con una proporcion del 87%, seguido de 7. mentagrophytes con un 9% de los
casos y Candida albicans en el 2 a 3% (Ballesté R y col, 2003). En la poblacion infantil el 7.
rubrum aumenta su proporcion como causante de onicomicosis alcanzando un 92% (Arenas R,
2002).

Los dermatofitos son hongos filamentosos, queratinofilicos y queratinoliticos, que se
desarrollan en la queratina presente en la piel y los anexos, producen enzimas capaces de
degradar la queratina para utilizarla como nutriente. Son sumamente contagiosos a través de
mecanismos que involucran la formacion de esporas, y pueden transmitirse entre personas,

entre animales homeotermos y entre éstos y el hombre. Asi mismo, el contagio puede ser
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desde ambientes naturales al hombre o a los animales. Otra forma de contagio es la indirecta
que es por medio de objetos contaminados.

Los dermatofitos presentan artroconideas, que al adherirse a la piel o a los anexos
sufren cambios en la morfologia de sus células y dan paso a las hifas, las cudles a su vez son
filamentos tipo moho ramificados que pueden o no ser artrosporos.

En los cultivos hay produccion de macroconidios y microconideos, lo que hace posible
hacer un diagnostico diferencial entre los distintos géneros y especies (Adhikari L y col, 2009;
Apodaca G y McKerrow JH, 1989; Apodaca G y McKerrow JH, 1989; Ballesté R y col, 2000;
Chinelli PA y col, 2003; Del Palacio A y col, 1992; Meevootisom V y Niederpruem DJ, 1979;
Mignon BR y Losson BJ, 1997; Mignon BR y col, 1998; Rashid A y col, 1995; Simpanya MF
y Baxter M, 1996).

9. Diagnostico clinico y micologico de la onicomicosis

Antes de dar inicio al tratamiento médico de onicomicosis es necesario hacer el
diagnostico clinico y micologico de la enfermedad. El diagnostico clinico se realiza
principalmente a través de la clinica donde la exploracion fisica del paciente permitira la
identificacion de los signos y sintomas compatibles con onicomicosis.

El diagnostico micologico se apoya en un ensayo de laboratorio que consiste en hacer
un examen directo a través de un microscopio Optico que permitird visualizar elementos de
hongos en una muestra de ufia. Con la informacion clinica y el examen directo seria suficiente,
sin embargo es posible realizar ademas la identificacion del agente causal a través del cultivo
de una muestra obtenida de la lesién. Un buen diagnostico micoldgico dependera de la calidad
de la muestra, la experiencia y la habilidad de la persona que observa la muestra. Con
relacion a la identificacion del agente causal se ha reportado que hay un rango menor al 30%
de cultivos falsos negativos (Fletcher CL y col, 2004; Roberts WD y col, 2003).

Como la onicomicosis es una infeccion que inicia con mayor frecuencia en el lecho
ungueal y no en la ufia, la muestra debe ser de obtenida de la parte mas cercana a la infeccion,
ademas de tomar la mayor cantidad de ufia que sea posible. La técnica para obtener la muestra
dependera del tipo de onicomicosis que padezca el paciente. En la OSLD, el material puede

ser obtenido de abajo de la ufia; en la OSP, aunque es rara, la muestra puede obtener a través
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de un raspado con una hoja de bisturi (si es necesario, se podrd practicar una biopsia para
obtener la muestra del lecho ungueal); en la OS, como la infeccion se encuentra en la
superficie de la ufia, puede hacerse un raspado y realizar el examen directamente.

Una vez obtenida la muestra, el material obtenido se degrada con hidréxido de potasio
(KOH) al 20%, con el fin de poder ser observada en el microscopio y de esta forma identificar
con mayor facilidad las hifas. El resto de la muestra se podra utilizar para realizar un cultivo
(si es necesario) en medio de Sabouraud (al que se le anade un antibiotico). El cultivo se
incuba a una temperatura de 28°C durante tres semanas y entonces se realiza observacion e
identificacion al microscopio (Roberts WD y col, 2003; Mochizuki T y col, 2005). Estas
técnicas son hasta ahora las mdas frecuentemente usadas para el diagnostico de este
padecimiento (Bonifaz A e Ibarra G, 2000) sin embargo, se continia con investigaciones
orientadas a mejorar la técnica de obtencion de la muestra (Shemer A y col, 2009). Es
importante mencionar que la microscopia confocal, in vivo, se ha propuesto como una técnica
moderna con menor posibilidad de error que podria ser utilizada rutinariamente en un futuro

proximo para el diagnostico de la onicomicosis (Tasic S y col, 2001).

10. Diagnostico diferencial de la onicomicosis

Para realizar el diagnostico diferencial se deberan tomar en cuenta varias enfermedades
que podrian enmascarar una infeccion por hongos: acrodermatitis galopea, liquen plano,
melanoma del lecho de la ufa, oncolisis paroniquia, sindrome de Reiter, psoariasis del lecho
ungueal y sindrome de la ufa amarilla. Para realizar el diagnostico diferencial es
recomendable hacer una biopsia de la una (Barrera-Vigo MV y col, 2008). En el sindrome de
la ufia amarilla, se deberan raspar las manchas blancas que se encuentran encima de la ufia y,

cuando sea necesario, raspar la parte exterior de la ufia (Fletcher CL y col, 2004),

11. Tratamientos disponibles para el manejo de la onicomicosis

La onicomicosis es un padecimiento que tiende a la cronicidad, lo que contribuye de
manera importante en convertirlo en un padecimiento de dificil tratamiento (Gupta AK y col,

2004). Los medicamentos que se utilizan para el tratamiento de la onicomicosis son
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generalmente administrados por la via oral y por largos periodos sin embargo, a pesar de esto,
en muchas ocasiones se encuentra una pobre respuesta al tratamiento al ser frecuentemente
abandonado por los pacientes.

El manejo de la onicomicosis incluye ademas manejos que podrian identificarse como
paliativos, como por ejemplo, la debridacion con quimicos o en forma mecanica. En el
mercado se encuentran disponibles varios antifungicos que pudieran ser indicados en el
tratamiento de la onicomicosis, sin embargo todos ellos son para administracion por la via
oral. Hasta la fecha, solo se cuenta con pocos medicamento para administracion tdpica, entre
ellos el ciclopirox, que se utilizard en este estudio como medicamento control. La
onicomicosis es, sin duda, un reto terapéutico determinado por las caracteristicas anatomicas
del sustrato ungueal y por la cronicidad del padecimiento (Gupta AK, 2000; Gupta AK y col,
2004). Segun el area o masa ungueal afectada, el tratamiento puede tener un resultado
variable, puesto que la respuesta terapéutica va a ser diferente.

En el disefio de un tratamiento para la onicomicosis debe considerarse:

a) Las diferentes formas de afectacion de la ldmina ungueal.
b) Las diferentes modalidades de tratamiento.
c¢) La valoracion de la eficacia terapéutica tanto clinica como micologica.

A pesar de que se cuenta con varios medicamentos antifungicos y la posibilidad de
optar por un tratamiento local, oral o combinado, existe una tasa de fracasos terapéuticos del
25%.

Las razones del fracaso terapéutico se atribuyen a:

1) El bajo apego al tratamiento que tiene el paciente (52%) debido a la
cronicidad del padecimiento.

2) Farmacocinética inadecuada de los farmacos empleados para alcanzar la
masa ungueal afectada. Los farmacos orales alcanzan con dificultad los bordes
laterales y la mayor parte de la lamina ungueal, especialmente en casos de
onicolisis, mientras que el tratamiento topico dificilmente se difunde hasta las
capas mas profundas de la lamina. En el tratamiento topico hay que establecer
la capacidad de difusion en la lamina ungueal, para lo cual es basico utilizar un
vehiculo adecuado, por ejemplo, los introducidos recientemente en forma de

laca.

19



Con algunos de los antifungicos orales se ha demostrado la penetracion y
deposito en lamina ungueal, por ejemplo: itraconazol, fluoconazol y terbinafina.
3) Existe la posibilidad de que haya una resistencia al farmaco que se ha
utilizado previamente como tratamiento para la onicomicosis, aunque se
encuentran muy pocos estudios relacionados con este aspecto, sobre todo de los

dermatofitos u hongos filamentosos (Elewski BE, 1998).

12. Ventajas y desventajas de los antifiingicos de uso topico

Dentro de las ventajas del tratamiento topico de la onicomicosis se encuentra la
facilidad de su administracion, pero, sobre todo, una muy reducida posibilidad de identificar
efectos adversos producidos por el medicamento, ademas de la ausencia de interaccion con el
uso de otros medicamentos orales o parenterales; que evitard la necesidad de técnicas de
monitoreo del paciente a través de pruebas analiticas de laboratorio y, finalmente, una
adecuada relacion costo-efectividad en determinadas situaciones clinicas.

Dentro de las desventajas del uso de medicamentos topicos se encuentra la necesidad
de hacer una debridacion de la ufia. Por otro lado una pobre eficacia del medicamento.
También se debe considerar que como consecuencia de la duracion del tratamiento se requiere

de una gran motivacion del paciente (Llambrich A y Lecha M, 2002).

13. Tratamiento sistémico

Para el tratamiento de la onicomicosis se debera elegir considerando algunos factores
como: la edad, el estado de salud del paciente, la forma clinica, la extension de la lesion y el
agente etiologico. El tratamiento topico como uUnica terapia esta indicado en los casos de
onicomicosis en donde la afectacion de la una sea menor al 50% y donde la matriz ungueal no
esté incluida. La terapia oral sola, o combinada con tratamiento topico, se indica cuando se
encuentra afectada mas del 50% de la ufia, y/o se incluye a la matriz ungueal. El tratamiento
topico en la onicomicosis no estd indicado cuando el transporte de la droga topica no es
optimo, por ejemplo, en dermatofitomas, onicolisis y en distrofias de la ufia (Lecha M y col,

2005).
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Los antifiingicos clédsicamente usados para el tratamiento de la onicomicosis son la
griseofulvina y el ketokonazol, aunque han sido sustituidos por nuevos compuestos quimicos
que han presentado mayor seguridad y mejores resultados en cuanto acortamiento del tiempo
de tratamiento (Maestre JR y Cervera A, 2005).

La griseofulvina es un fungistitico que act@ia inhibiendo la sintesis de acido
desoxirribonucleico (DNA), impidiendo la division celular e inhibiendo la sintesis celular del
hongo. Su presentacion es en tabletas y es el uUnico antifungico autorizado para ser
administrado en nifios con onicomicosis. La dosis recomendada en nifios es de 10 mg/kg todos
los dias durante un mes y en adultos es de 500 mg diarios durante un tiempo que vade 12 a 18
meses. La efectividad terapéutica que suele observarse en onicomicosis de los pies es de un 30
a40% (Roberts DT y col, 2003).

El ketokonazol es un imidazol que durante muchos afios se ha utilizado por la via oral
para el tratamiento de las micosis superficiales y profundas. Se recomienda una dosis de 200 a
400 mg distribuidos durante el dia, por un periodo de 8 a 18 meses. Algunos medicamentos
como la rifampicina, fenilhidantoina e isoniazida aceleran su metabolismo.

Los efectos adversos que se pueden presentar al recibir tratamiento con ketokonazol
son: irregularidades menstruales, ginecomastia, disminuciéon de la libido, disminucion de la
ereccion, disminuciéon de los niveles de testosterona y estradiol, retencion hidrica e
hipertension arterial. No es frecuente que produzca hepatitis, pero cuando se presenta es letal
(Goodman & Gilman, 2003; Lewis JH y col, 1984; Roberts DT y col, 2003).

En la actualidad, se utilizan también para la administracion oral la terbinefina,
itraconazol, fluconazol, amorolfina, ravuconazol, ciclopirox y bifonazol; aunque ninguno de
ellos ha demostrado una eficacia segura en todos los casos de onicomicosis (Barba R y col,
2005; Gupta AK y col, 2004).

La terbinafina es un antimicdtico que pertenece al grupo de las alilaminas, su
mecanismo de accion es la inhibicion de ergosterol. Es efectivo contra dermatofitos a dosis de
250 mg/dia. Sus efectos adversos son gastrointestinales y cutaneos, ocasionalmente
alteraciones hepaticas, se recomienda que cuando un paciente con onicomicosis es tratado con
terbinafina, se vigile estrechamente con evaluaciones periddicas de laboratorio por posible

disfuncion hepatica. Es el antimicotico in vitro mas potente en la actualidad y concuerda con
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los resultados obtenidos en estudios clinicos (Goodman & Gilman, 2003; Katzung B, 2005;
Ryder NS y Leitner I, 1998; Sanchez JL y col, 1999).

El itraconazol es un derivado azolico activo contra todos los dermatofitos y levaduras.
Mantiene concentraciones elevadas en las ufias durante seis a nueve meses después de haber
terminado la administracién, auque no tiene tanta actividad in vitro como la terbinefina. Su
mecanismo de accion es mediante la inhibicion del ergosterol de la pared de los hongos. Los
efectos adversos de mayor importancia que desencadena el itroconazol son las interacciones
medicamentosas, ya que puede provocar intoxicaciones graves por el fairmaco con el que
interactua, por ejemplo: arritmias cardiacas letales con astemizol, quinidina y cisaprida
(Goodman & Gilman, 2003; Roberts y col, 2003).

El fluconazol es otro derivado azolico, tiene caracteristicas similares al itraconzol,
aunque se une menos a la queratina que el itraconazol. Su vida media en plasma es de 30
horas, se administra en forma de pauta pulsatil a dosis de 150-300 mg una vez a la semana
durante seis meses. Un 16% de los pacientes sufren efectos adversos, ademas de que
interacciona con warfaina, sulfonilureas y benzodiazepinas (Ballesté R y col, 2003).

En la actualidad, ademas de los tratamientos orales y topicos se utilizan otras terapias
por ejemplo: la aplicacion de bajo voltaje que proporcione electroestimulacion a las ufias
infectadas por hongos. Los autores consideran que la electroestimulacion tiene un gran
potencial como tratamiento para la onicomicosis y quiza para otras infecciones superficiales

cuyo agente etiologico sea un hongo (Kalinowski DP y col, 2004).

g. Antecedentes del tratamiento control (ciclopirox).

El ciclopirox posee una actividad antimicotica de amplio espectro (Goodman &
Gilman, 2003), ademas de tener propiedades antibacterianas y antinflamatorias. Su modo de
accion probablemente sea una alta afinidad con cationes trivalentes que inhiben esencialmente
co-factores en reacciones enzimaticas. Los efectos adversos que presenta el ciclopirox son:
prurito, sensacion de quemadura de la piel y dermatitis de contacto (Gupta AK y Bluhm R,
2004). El ciclopirox, en una presentacion en laca, es el primer antifiingico topico autorizado
por la Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos de América como tratamiento

para la onicomicosis leve y moderada (Gupta AK y Joseph WS, 2004). Se han realizado

22



diversos ensayos clinicos en los que se ha encontrado que el éxito terapéutico del ciclopirox al
8% al ser aplicado en pacientes con onicomicosis leve y moderada durante 48 semanas es
mucho mayor que el que se presenta al ser aplicado un placebo (Gupta AK y col, 2000);
ademas de presentar menos resistencia que otros antimicdticos con presentacion farmacéutica

en laca (Sidou F y Soto P, 2004).

h. Antecedentes del tratamiento experimental

En el estado de Morelos se utiliza una planta llamada popularmente “axihuitl”, también
conocida con el nombre de “hierba del agua” y “hoja de agua”, su nombre cientifico es
Ageratina pichinchensis (Kunth) R.M. King & Ho.Rob. (Asteraceae). Se describen como
sinonimos a Ageratina aschenborniana y Eupatorium aschenborniana Schahuer. Es un
arbusto de hasta 1.5 metros de altura; tallo erguido, muy ramificado, cilindrico, café
amarillento, a veces algo rojizo, glabro o ligeramente pubecente (Figura 1). Esta especie
vegetal es utilizada en la medicina tradicional mexicana como antifingica. Con este fin, las
partes aéreas de la planta, ya sea secas o frescas, se maceran en medio litro de alcohol por uno
o dos dias. Con esta solucion se suele impregnar un algodon que se aplica sobre la piel limpia
y seca, sobre llagas o en granos. No se ha reportado que produzca irritacion en la zona de
aplicacion (Argueta A y col, 1994; Aviles M y Suarez G, 1994; Monroy OC y Castillo EP,
2000). Algunos grupos de investigacion especializados en etnobotdnica, quimica y biologia se
han dado a la tarea de identificarla y estudiarla. Actualmente se encuentra un ejemplar bajo
resguardo en el Herbario del Instituto Nacional de Antropologia e Historia, Morelos
(INHAM), en la Ciudad de Cuernavaca, la clasificacion taxondmica de la especie se muestra

en la tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion taxonomica de Ageratina pichinchensis (Heike Vibrans URL, 2007)

Reino Plantae

Subreino Traqueobionta

Superdivision Spermatophyta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae (Compositae)

Género Ageratina

Especie Ageratina pichinchensis (Kunth) R.M.

King & Ho.Rob.

Figura 1. Fotografia de la especie A. pichinchensis, en la etapa de floracion, capturada en su

habitat natural.
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En 1982 se reportd el primer estudio cientifico de esta planta, en el cual se publico una
evaluacioén quimica y biologica de varias especies del género Ageratina, entre las que figur6 4.
pichinchensis; se logrd el aislamiento de dos compuestos quimicos que fueron identificados
como dimetoxi-agerachromeno y agerotocromeno, que corresponden al grupo quimico de las
cromonas. El mismo trabajo mostrd6 que estos compuestos poseen actividad sobre las
hormonas de la reproduccion en los insectos (Goémez F y col, 1982). En 2003 se reportd un
rastreo de 9 plantas que se utilizan en la medicina tradicional en México. El trabajo tuvo como
objetivo la busqueda de actividad antifingica, para lo cual, se prepararon extractos etanolicos
de las partes aéreas. Se evalud su capacidad de inhibicion de crecimiento de cepas de Candida
albicans, Aspergillium niger, Trychophyton mentagrophytes y Trychophyton rubrum,
encontrandose que el extracto proveniente de la planta Ageratina pichinchensis fue el de
mayor actividad contra los dermatofitos, alcanz6 una concentracion minima inhibitoria (CMI),
para T. mentagrophytes de 0.03 mg/ml y para 7. rubrum de 0.2 mg/ml (Navarro VM vy col,
2003). En ese mismo afio se reportd otro estudio en donde se encontraron dos nuevas
benzofuronas en las partes aéreas de A. pichinchensis, que ademas presentaron actividad

antimicrobiana (Rios MY y col, 2003).

1. Biotecnologia

Con la finalidad de obtener material vegetal mas homogéneo y en cantidad suficiente
para continuar con los estudios clinicos subsecuentes, en el Centro de Investigacion
Biomédica del Sur se ha llevado a cabo el establecimiento de un cultivo controlado a partir de
semillas de la planta de A. pichinchensis colectada en su habitat natural. Estudios
farmacologicos y fitoquimicos realizados con la planta silvestre y la cultivada, mostraron
equivalencia tanto en la actividad bioldgica como en el contenido quimico de ambas fuentes
de material vegetal. Actualmente se realiza en las instalaciones del mismo Centro, la técnica
de micropropagacion a través del cultivo de tejidos vegetales (CTV), que se encuentra basado
en los principios de totipotencialidad celular (figura 2 y 3). Con esta metodologia es posible
regenerar un organismo a partir de una sola célula (Allan E y col, 1991). Estas técnicas son
utiles para la produccion de material vegetal orientado a la generacion de materia prima

vegetal con el fin de: desarrollar productos farmacéuticos y productos naturales, el

25



mejoramiento genético, la recuperacion de germoplasma valioso y la multiplicacion masiva y
rapida de variedades selectas (Murashige T, 1974).

Para el establecimiento de la metodologia de micropropagacién de esta especie se
adaptaron otras técnicas utilizadas previamente en otras especies (Villareal ML y Muioz J,

1991; Villareal ML y Rojas G, 1996).

Fig. 2 Produccion del material vegetal Fig. 3 Cultivo controlado de A.
pichinchensis

2. Estudios clinicos

Debido a la importancia que tiene la especie A. pichinchensis en la medicina
tradicional mexicana y a los resultados reportados en la investigacion basica llevada a cabo en
esta planta, iniciamos hace unos afios la investigacion clinica con preparados farmacéuticos
desarrollados a partir de extractos obtenidos de esta especie. Un primer ensayo clinico evalud
la efectividad y tolerabilidad terapéutica de un fitomedicamento elaborado con el extracto de
A. pichinchensis, en una presentacion en crema, en pacientes que padecian de tinea pedis.
Después de cuatro semanas de tratamiento, el fitomedicamento logré una efectividad
terapéutica del 80.3% sin mostrar efectos adversos (Romero C y col, 2006). Mas
recientemente, se desarrolld un fitomedicamento con el extracto de 4. pichinchensis, pero en
una formulacién basada en una laca cosmética que pudiera ser administrada en forma topica
en pacientes que padecen de onicomicosis leve y moderada. Con una concentracion al 10% el

medicamento se administro en forma local en los pacientes durante 6 meses, al final de los
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cuales se obtuvo una efectividad terapéutica del 59.1%, con una excelente tolerabilidad ya que
ningln paciente presentd efectos adversos a pesar del periodo de administracion del

medicamento (Romero C, y col, 2008).

III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La onicomicosis es el padecimiento que afecta las ufias con mayor frecuencia y se
encuentra dentro de las principales causas por las que los pacientes solicitan atencion médica.
La prevalencia de este padecimiento se ha incrementado en los ultimos afios debido
principalmente, al aumento de adultos mayores en la poblacion, el aumento de la incidencia de
enfermedades degenerativas como la diabetes mellitus, enfermedades como el sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida, debido también a los nuevos estilos de vida, en donde el uso de
calzado cerrado y hechos de material sintético es frecuente, asi como por el uso de ufias
artificiales.

Es comln encontrar una deficiente atencién al cuidado e higiene de las ufas,
lamentablemente a esto contribuye también el personal de salud que, al no dar importancia a la
revision clinica de estos anexos, propicia que el diagnostico se logre sélo en etapas muy
avanzadas del padecimiento, lo que hace mas dificil el tratamiento.

La onicomicosis es un padecimiento que tiende a la cronicidad, por lo que su
tratamiento es prolongado. Para el tratamiento de la onicomicosis se cuenta con medicamentos
orales que presentan efectos adversos importantes e interaccion con otros medicamentos,
factores que favorecen que el paciente interrumpa o abandone definitivamente el tratamiento.
Esta situacion permite la evolucidon del padecimiento a etapas mas severas y la contaminacion

de uifias sanas.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

a. Pregunta general de investigacion

(Cuadl sera la efectividad y tolerabilidad terapéutica al administrar un fitomedicamento
por via tdpica que contiene extracto estandarizado a diferentes concentraciones de A.

pichinchensis como tratamiento de onicomicosis leve y moderada?

b. Preguntas especificas de investigacion

a) ;Cuadl sera la efectividad clinica de un extracto estandarizado de A. pichinchensis por
via topica en pacientes con onicomicosis leve y moderada a una concentracion de

12.6%?

b) (Cual sera la efectividad clinica de un extracto estandarizado de A. pichinchensis
I8
por via topica en pacientes con onicomicosis leve y moderada a una concentracion de

16.8%?

c¢) ¢Cual sera la tolerabilidad clinica de un extracto estandarizado de A. pichinchensis
por via topica en pacientes con onicomicosis leve y moderada a una concentracion de

12.6%?

d) (Cual sera la tolerabilidad clinica de un extracto estandarizado de A. pichinchensis
8
por via topica en pacientes con onicomicosis leve y moderada a una concentracion de

16.8%?
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V. JUSTIFICACION

Hace pocos afos se introdujo al mercado un medicamento de uso tdpico con
presentacion en laca que ha mostrado efectividad terapéutica. El farmaco, que contiene
ciclopirox al 8%, tiene como limitante un alto costo que lo hace poco accesible a una gran
proporcion de la poblacion, o condiciona en algunos casos la interrupcion o el abandono del
tratamiento.

Tomando en cuenta el aumento de la prevalencia de la onicomicosis en la poblacion y
los efectos adversos que presentan los medicamentos administrados en forma oral, es
necesario el desarrollo de nuevos recursos terapéuticos para el manejo de este padecimiento,
especialmente los basados en productos para la administracion tdpica y que tengan un menor
riesgo de producir efectos adversos y de interactuar con otros medicamentos. Recientemente
se desarrolld un fitomedicamento antimicotico elaborado con el extracto de A. pichinchensis
para la administracion topica en pacientes con infeccion de las ufias causadas por hongos, sin
embargo, es importante definir la concentracion necesaria del extracto para lograr una mayor

efectividad terapéutica sin producir efectos adversos.
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VI. HIPOTESIS

Tomando en cuenta el uso médico tradicional y los resultados previos de investigacion,
que muestran el efecto antimicdtico del extracto estandarizado de A. pichinchensis; la
administracion topica de un fitomedicamento elaborado en forma de laca con un extracto
estandarizado de la misma planta en onicomicosis leve y moderada mostrara efectividad

terapéutica y tolerabilidad, ademas de permitir identificar la concentracion mas adecuada.
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VII. OBJETIVOS
a. Objetivo general
Disefiar un fitomedicamento antifungico para administracion topica, elaborado con
extracto estandarizado de A. pichinchensis con el objetivo de evaluar la efectividad y
tolerabilidad terapéutica en pacientes con onicomicosis leve y moderada.

b. Objetivos especificos

1. Obtener el extracto estandarizado de A. pichinchensis mediante un proceso quimico

que disminuya el contenido de sustancias inactivas que colorean el producto.
2. Formular un fitomedicamento con una presentacion farmacéutica de barniz de ufias
para la administracion topica a dos diferentes concentraciones de extracto

estandarizado.

3. Preparacion de un medicamento control bajo una presentacion farmacéutica que

permita el cegamiento de maniobra de asignacion tratamientos a los pacientes.

4.Evaluar y comparar la efectividad, tolerabilidad y concentracion terapéutica del

fitofarmaco en pacientes con onicomicosis leve y moderada.
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VIII. MATERIAL, SUJETOS Y METODOS

a. Obtencion del material vegetal y preparacion del extracto

El material vegetal se obtuvo de un cultivo controlado ubicado en el estado de
Morelos. La planta fue identificada en el herbario del Instituto Nacional de Antropologia e
Historia en Morelos (INAHM), donde se depositd un ejemplar como referencia.

Del material colectado se seleccionaron las partes aéreas, las cudles fueron secadas a la
sombra y a temperatura ambiente. El material seco fue molido en un equipo eléctrico (Pulvex)
hasta obtener particulas de un tamafio menor a 5 mm. Para la preparacion del extracto, el
material seco y molido fue macerado en hexano y acetato de etilo en igual proporcion durante
tres dias y en tres ocasiones. El extracto obtenido fue filtrado y concentrado a presion reducida
en un rotaevaporador semiindustrial (Heidolph de 20 Its) y finalmente secado al vacio después
de esto el producto fue almacenado en refrigeracion hasta su posterior utilizacién en el

procedimiento de decoloracion.

b. Decoloracion del extracto

El extracto seco de A. pichinchensis se decoloré mediante cromatografia en columna,
usando una fase solida de carbon activado y se eluyd mediante una fase movil de
hexano:acetato de etilo en un gradiente de concentracién que va de 100 a 30 % con respecto al
hexano. Esta operacion se llevd a cabo hasta que la elusion de la columna no evidencio
arrastre de encecalina. El monitoreo de la columna cromatografica, se verificd a través de
cromatografia en capa fina bajo las siguientes condiciones: se utilizaron cromatoplacas de
silica gel 60 de fase normal con el fin de analizar las fracciones concentradas de la columna
usando como control de referencia la encecalina. Se utilizo un sistema de elusion
hexano:acetato de etilo (80:20) y la placa se revel6 con sulfato sérico amoniacal. La
encecalina reveld con un color naranja con un Rf = 0.6, correspondiente a la encecalina. El

extracto decolorado resultante fue almacenado a temperatura ambiente.
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El producto resultante, al que se denomind extracto decolorado, fue sometido a una
evaluacion de su actividad antimicética usando 7. rubrum y T. mentagrophytes, ademas de ser
sometido al analisis cuantitativo a través del la técnica de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR) con el fin de conocer y controlar la concentracion del compuesto quimico

marcador.

c. Estandarizacion del extracto de A. pichinchensis

El compuesto utilizado como estindar, encecalina. Se obtuvo a través de un
fraccionamiento biodirigido y un procedimiento de bioautografia. La identidad del compuesto
fue corroborada a través de Resonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN’H). La molécula
de encecalina pertenece al grupo de las benzofuronas; es un compuesto activo ya reportado
anteriormente y se encuentra en la especie A. pichinchensis. El modelo monitor empleado para
probar la actividad del compuesto fue la inhibicion del crecimiento in vitro de los dermatofitos
T. mentagrophytes y T. rubrum. Para el fraccionamiento quimico del compuesto se utilizaron
disolventes organicos y cromatografia gravitacional en gel de silice. La purificacion del

compuesto activo se logré mediante CLAR.

d. Formulacion de un fitomedicamento para la administracion topica

Una vez decolorado el extracto de A. pichinchensis y corroborada su actividad
antimicotica, fue utilizado en la formulacién del fitomedicamento. Fue necesario disolver
previamente el extracto vegetal decolorado y seco en acetato de etilo. El producto en solucion
fue incorporado en una laca ultratransparente (Perlamex 59, México) de alta calidad y
mezclado hasta obtener, en un caso, una soluciéon en laca con una concentracion del extracto
de A. pichinchensis de 12.6% y en el otro una concentracion de 16.8%. El volumen de acetato
de etilo se manejo con un intervalo de 5 a 15 % del volumen total. Posteriormente, la laca con
el extracto decolorado, se mezcldo con un agitador de propela de acero inoxidable a una
velocidad de 100 rpm, evitando la formacion de burbujas de aire. La laca utilizada presenta las

siguientes caracteristicas: contiene 31 % de sélidos en solucion y una viscosidad de 1100 cp a
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25° C. El producto obtenido fue sometido a diferentes pruebas de control de calidad como:
estabilidad fisica, humedad y adhesividad.

Para el envasado del medicamento se adquirieron frascos de cristal con tapa y brocha
exactamente igual a los que tiene el medicamento control en su presentaciéon comercial.

Ambos tratamientos, el experimental y el control fueron etiquetados con la leyenda que
identifica al proyecto y numero de tratamiento. Los frascos fueron empacados en pequefias
cajas individuales de carton identificadas también con los datos del proyecto y un niimero
consecutivo que se utilizd para la asignacion del tratamiento de una manera cegada (Fig. 5y

6).

e. Preparacion del medicamento control

Como tratamiento control se utilizé un medicamento comercial importado de Alemania
y que contiene ciclopirox al 8%. Este producto solo pudo ser adquirido en su forma comercial
en farmacias. Para cegar el estudio al medicamento control se etiqueté y empacéd de la misma

manera que los tratamientos experimentales.

f. Evaluacion de la efectividad y tolerabilidad terapéutica del fitomedicamento

que contine A. pichinchensis a diferentes concentracones

Se realizé un estudio, prospectivo, doble ciego, aleatorizado y controlado en pacientes
con diagnostico de onicomicosis leve y moderada.

En el Centro de Investigacion Biomédica del Sur se llevo a cabo el desarrollo del
fitomedicamento y, una vez iniciado el estudio clinico, se realizaron también los exdmenes
directos de las muestras obtenidas de los pacientes y el cultivo e identificacion de los agentes
patogenos.

El ensayo clinico se desarroll6 en el area de consulta externa de la Unidad de Medicina
Familiar del Hospital General Regional No.1 (HGR No.1 ¢/MF) del IMSS en Cuernavaca,
Morelos, en el que se cuenta con un area de atencion a pacientes ambulatorios donde se realiza

investigacion clinica.
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1. Grupos de estudio

Para el desarrollo del estudio se organizaron tres grupos de tratamiento. Dos de ellos
para recibir el tratamiento experimental, cada uno con una dosis diferente, y el tercer grupo

para recibir el tratamiento control.

1.1. Grupos experimentales

Estuvieron formados con pacientes que cursaban con diagnostico clinico y micologico
de onicomicosis leve y moderada. Fueron dos grupos experimentales a los que se les asigno el
tratamiento que consistio en un frasco de 3 mL que contenia como vehiculo laca y el extracto
hexano:acetato de etilo estandarizado de A. pichinchensis a concentraciones del 12.6 y 16.8%

para ser administrados por via topica durante 6 meses.

1.2. Grupo control

Este grupo también se conformo con pacientes que cursaban con diagnoéstico clinico y
micologico de onicomicosis leve y moderada, sin embargo, a estos pacientes se les asigno el

tratamiento que consistid en un frasco de 3 mL que contenia ciclopirox laca al 8%.

2.Criterios de seleccion

Los pacientes elegidos como posibles candidatos para participar en el estudio, fueron
seleccionados de la consulta externa en la Unidad de Medicina Familiar del HGR No.l1 ¢/MF
del IMSS en Cuernavaca, Morelos. Para que un paciente pudiera ser elegido como posible

candidato a participar en el estudio se tomaron en cuenta los siguientes criterios:

2.1. Criterios de inclusion

La edad de los pacientes debio fluctuar entre los 18 a 65 afios, podian ingresar al

estudio personas del género masculino o femenino con diagnostico clinico y micoldgico (por
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examen directo) de onicomicosis leve o moderada. Para que un paciente pudiera ser incluido
en el estudio, fue necesario que antes de iniciar el tratamiento el participante firmara un

consentimiento informado de participacion en la investigacion.

2.2. Criterios de no-inclusion

En el estudio no fue posible que participaran personas que presentaran alguna de las
siguientes caracteristicas: pacientes con tinea pedis que hubieran sido tratados con
medicamento antimicotico por lo menos cuatro semanas antes del estudio; examen de
microscopia directa negativa; alérgicos a medicamentos aplicados en forma topica; pacientes
en los que se fueran identificados hébitos higiénicos deficientes; con el antecedente de estar
inmunodeprimidos y/o padecer diabetes; si el participante era mujer, no deberia estar
embarazada, lactando o sin método de control de fertilidad; pacientes en los que se detecto el
antecedente de farmaco dependencia, alcoholismo o con alteraciones mentales, que no

pudieran seguir en forma adecuada el tratamiento.

2.3. Criterios de eliminacion

Una vez incluido el paciente, algunos aspectos fueron considerados por lo que los
pacientes pudieran tener que abandonar el estudio clinico: cuando el paciente hubiera
presentado efectos adversos severos debidos a la aplicacion del medicamento; cuando se
hubiera detectado que el paciente no tenia un adecuado apego al tratamiento; cuando el
paciente hubiera presentado alguna enfermedad grave durante su participacion en el estudio;

cuando el paciente hubiera optado por dejar el tratamiento y no continuar en el estudio.

3. Descripcion general del estudio

Los pacientes fueron derivados por los médicos familiares adscritos a los turnos
matutino y vespertino de la Unidad de atencion médica donde se realizé el estudio. Como
promocion al estudio también se utilizaron carteles y folletos que fueron distribuidos en

lugares estratégicos del hospital.
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Una vez que el paciente se presentaba en el consultorio de investigacion, un médico
capacitado para la realizacion del estudio les practicaba una historia clinica y una exploracion
fisica con la finalidad de corroborar el diagndstico de onicomicosis leve (cuando los cambios
de coloracion, grosor y textura en la ufia no afectaban mas del 25% de la ufia) o moderada
(cuando los cambios en la ufia afectaban entre el 26 y 50% de la uiia). Cudndo el paciente
presentaba el cuadro clinico de onicomicosis leve o moderada y cumplia con los antecedentes
necesarios para poder participar en el estudio se le proporcionaba la informacidon necesaria y,
si estaba de acuerdo en participar, debia firmar una carta de consentimiento informado.
Finalmente, para ser incluido en el estudio, a cada uno de los pacientes se les tomd una
muestra de la(s) ufia(s) afectada(s) con el fin de realizar el examen directo, condicion
necesaria para ingresar al estudio.

Es importante mencionar que la carta de consentimiento informado contenia
informacion sobre las caracteristicas del estudio, beneficios a la poblacion al concluir el
estudio, compromiso que adquiere el enfermo al participar, compromisos que adquiere el
investigador cuando el paciente es incluido en el estudio y derechos que adquiere el
participante al ser incluido en el estudio.

Una vez corroborado el diagnoéstico por el examen directo, el paciente fue asignado en
forma aleatoria a un grupo de tratamiento y se le entregaba uno de los tratamientos que
pudiera ser experimental o control. La primera aplicacion de la laca se administro
directamente en el consultorio, de esta forma se capacito al propio participante con la manera
adecuada de aplicacion del medicamento.

Los pacientes incluidos fueron citados a consulta de control en forma mensual durante
los seis meses que durd el tratamiento. En cada consulta de control se evaluo la evolucion del
cuadro clinico, la tolerabilidad y la adherencia al tratamiento. Cada mes se le entregd a cada
paciente una tarjeta de control en donde anotar los dias en que se aplico el medicamento y la
presencia o no de efectos adversos.

A la mitad (tres meses) y al final del tratamiento se tomd una muestra de la(s) ufia(s)
afectada(s) con el fin de realizar un examen directo de control. La muestra obtenida y
analizada al final del tratamiento tuvo como objetivo evaluar en el paciente el éxito o fracaso

terapéutico.
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4. Tamano de la muestra

En el estudio se incluyeron un total de 181 pacientes. Inicialmente el calculo del

tamafio de muestra fue de 50 pacientes en cada uno de los grupos de tratamiento experimental

y control. Sin embargo, al tratarse de un estudio con seguimiento durante seis meses, se agrego

un 15% por las posibles pérdidas al desarrollar el estudio.

5. Variables

5.1 Variables independientes

a)

b)

El tratamiento experimental consistié6 en un preparado farmacéutico con una
presentacion en frasco transparente de 3 mL que contenia el extracto
hexano:acetato de etilo estandarizado de A. pichinchensis en solucion laca a
una concentracion del 12.6 y 16.8%. Variable dicotomica. Escala 1 = Si; 0 =

No.

El tratamiento control consisti6 en un preparado farmacéutico con una
presentacion en frasco transparente de 3 mL que contenia ciclopirox al 8%.

Variable dicotomica. Escala 1 = Si; 0 = No

5.2. Variables de desenlace primarias

a)

b)

Efectividad terapéutica. Fue considerada como la mejoria clinica observada en
el paciente al final del tratamiento y en cada cita mensual por medio de una
ficha clinica exploratoria incluida en el expediente de cada uno de los
pacientes. Variable dicotémica. Escala 1 = Si; 0 = No.

Efectividad antimicodtica. Fue considerada como la ausencia del agente
patogeno causante de la onicomicosis en la muestra tomada de las ufias, una vez
finalizado el tratamiento. Variable dicotomica. Escala: 1 = Si efectivo; 0 = No

efectivo.
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c)

Tolerabilidad terapéutica. Fue considerada como la ausencia total de efectos
adversos o la presencia en forma esporadica y de escasa intensidad de algun
signo o sintoma en el area de aplicacién del medicamento, durante cualquier
momento durante la duracidon del tratamiento. Variable dicotomica. Escala 1 =

Si; 0 = No.

5.3. Variables de desenlace secundarias

a)

b)

Exito terapéutico. Se considerd en el momento que el paciente presentd
efectividad terapéutica, ademds de un examen directo negativo y tolerabilidad

terapéutica. Variable dicotomica. Escala: 1 = Si; 0 = No.

Fracaso terapéutico. Cuando persistieron los signos y sintomas compatibles
con onicomicosis, o la identificacion del patdégeno mediante microscopia
directa en las muestras de uia de los participantes, también cuando el paciente
hubiera presentado efectos adversos. Variable dicotomica. Escala: 1= Si; 0 =

No.

Intensidad de efectos adversos. Cada uno de los efectos adversos fue medido
segun su intensidad. Tipo de variable ordinal. Escala de medicion 0 = ausente;

1 =leve; 2 = moderada; 3 = severa.

6. Analisis de datos

Para el andlisis estadistico los datos obtenidos de los expedientes de cada uno de los
participantes se organizaron por grupos de tratamiento.

El procesamiento de la informacion se llevd a cabo mediante el programa estadistico
STATA 9.1 (Hamilton LC, 2006). La estadistica descriptiva se utilizd tanto para variables
continias como categdricas. La prueba de Chi’ fue utilizada para comparar la efectividad y
tolerabilidad de los medicamentos utilizados en el estudio y para las variables categoricas. El

analisis de varianza para variables continuas. La diferencia significativa entre grupos fue
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considerada con valores de p menores o igual a 0.05 (Fleiss J, 1981; Snedecor G y Cochran W,

1972).

7. Examen directo observacion microscopica de las muestras de uiias

Las muestras se tomaron Unicamente de la(s) ufia(s) afectada(s). Antes de iniciar el
procedimiento, con la finalidad de limpiar la ufia y disminuir al riesgo de generar una muestra
contaminada, la ufia fue aseada con metanol al 70%. Posteriormente, con una espatula roma o
con alicatas se tomaron fracciones pequefias de ufia para depositarlas en un portaobjetos
estéril. A la muestra se agregaba una gota de hidroxido de potasio (KOH) al 20%, se protegia
con un cubreobjetos, se flameaba con la llama de un mechero y se procedia a la observacion
en un microscopio optico con contraste de fases. La finalidad era identificar hifas y hacer el

diagnodstico micologico de onicomicosis.

8. Cultivo micolodgico

De la muestra obtenida para realizar el examen directo, se tomaba una fraccion
moderada que era sembrada mediante una asa metéalica en un medio de cultivo que contenia
agar. El cultivo era incubado a temperatura ambiente y se analizaba entre 7 y 15 dias después.
Cuando habia crecimiento de microorganismos se realizaba la identificacion del patogeno a
través de la morfologia de la colonia y del microorganismo mediante la adicion de azul de

clonazol, que es un colorante que facilita la identificacion de los hongos.
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9. Aspectos éticos

El proyecto de investigacion fue sometido a evaluacion por el Comité Local de
Investigacion del Hospital Regional No.1 de Cuernavaca, Morelos. El proyecto autorizado fue
registrado con el nimero: R-2007-1701-32.

En un estudio clinico realizado recientemente en pacientes con diagndstico de tinea
pedis los resultados demostraron que el extracto, al ser aplicado en la piel no produjo efectos
adversos locales o sistémicos (Romero y col, 2006). Esta situacion soporta el argumento de
que al aplicar el extracto, en este caso sobre las uiias, tampoco producird efectos adversos.

Todos los pacientes que participaron en la presente investigacion firmaron una carta de
consentimiento informado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki (Declaracion de Helsinki
de la Asociacion Médica Mundial, 1993). La informacion obtenida al desarrollar este estudio
ha sido manejada en forma cientifica y confidencial. Ningiin paciente fue incluido si no
conocia en forma extensa en que consistia su participacion, los antecedentes de los
tratamientos, tiempo de duracion del estudio, dosis a administrar y frecuencia de la misma,
estudios de laboratorio a los que seria sometido. A todos los pacientes se les informd que

contaban con la libertad de retirarse del estudio en el momento que deseara.
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IX. RESULTADOS
a. Identificacion del principio activo
Mediante un fraccionamiento biodirigido del extracto de A. pichinchensis fueron
identificados compuestos que mostraron la capacidad de inhibir el crecimiento de los
dermatofitos. El compuesto que resulté mas activo fue identificado como encecalina (Figura
4) por los colaboradores del area de fitoquimica a través de técnicas de espectrometria como la

RMN’H. La encecalina resulto6 ser el compuesto mas activo contra cepas de 7. rubrum y T.

mentagrophytes aunque no es la mas abundante en el extracto.

O

H5CO O

Figura 4. Estructura quimica de la encecalina

b. Obtencion del fitomedicamento a diferentes concentraciones
El disefio del fitomedicamento, dio como resultado un medicamento similar a los

que se encuentran incluidos dentro del cuadro basico del IMSS, su presentacion final

pueden ser apreciados en la figura 5.
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©
IMSS

MEDICAMENTO

ANTIMICOTICO
Exclysivo para

investigacion clinica

Figura 5. Fitomedicamento que contiene extracto estandarizado de Ageratina

pichinchensis en una formulacidn en laca para su administracion local en ufias.

¢. Obtencion del medicamento control

El medicamento control fue mantenido en su frasco original, inicamente se retiro la
etiqueta que lo identificaba como ciclopirox al 8% y en su lugar se le coloco otra semejante a
las del tratamiento experimental y fue empacado en una caja igual al del fitomedicamento (ver

figura 6).

Figura 6. Medicamento control (elaborado con ciclopirox al 8%) en una presentacién

idéntica al tratamiento experimental.
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d.Efectividad y tolerabilidad terapéutica en pacientes con onicomicosis leve y

moderada

Se incluyeron un total de 181 pacientes, 62 (34.3%) fueron tratados con el
fitomedicamento de A. pichinchensis a una concentracion al 12.6%, 60 (33.1%) recibieron
tratamiento con el fitomedicamento de A. pichinchensis a una concentracion al 16.8%,
mientras que los 59 (32.5%) pacientes restantes recibieron el medicamento que contenia
ciclopirox al 8%. La mayoria de los pacientes incluidos en el estudio fueron mujeres y la edad
se encontrd entre 19 y 65 anos. Las frecuencias, porcentajes, medias y la desviacion estdndar

se puede apreciar en la tabla 3, junto con otras variables personales y demograficas.

Tabla 3 Caracteristicas personales y sociodemograficas de los pacientes incluidos en el

estudio
Variables A. pichinchensis 12.6%  A. pichinchensis 16.8% Ciclopirox 8%
n =62 n =60 N=59 ANOVA
Promedio/£DS Promedio/£DS Promedio/£DS 4
Edad (afios) 46.5/£11.8 45/+11.8 46.5/ £ 11 0.73
Frecuencia/porcentaje Frecuencia/porcentaje Frecuencia/porcentaje Chi’ p

Sexo
Masculino 13/20.9 15/25 11/18.6 0.69
Femenino 49/79 45/75 48/81.3

Exposicién a

h“s’i“edad 20/32.2 18/30 13/22 0.42
No 42/67.7 42/70 46/77.9

Deportes
Si 24/38.7 31/51.6 26/44 0.35
No 38/61.2 29/48.3 33/55.9

Uso calzado

cersriad" 27/43.5 32/53.3 32/54.2 0.42
No 35/56.4 28/46.6 27/45.7

Convivencia

cons?“imales 27/43.5 29/48.3 29/49.1 0.79

No 35/56.4 31/63.2 30/50.8
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En la tabla 3 se puede observar que el promedio de edad en los pacientes se encontrd
entre los 45 y 46 afios sin mostrar diferencias (p = 0.73) entre los grupos de tratamiento. Se
observa ademas que la mayoria de los pacientes no contaba con el antecedente de la
exposicion continua a la humedad. La practica de algun deporte aunque fue mayor en los
pacientes que se aplicaron el fitomedicamento a una concentracién de 16.8%, estadisticamente
no hubo diferencia entre los grupos de estudio, el uso de calzado cerrado estuvo presente en la
mayoria de los que conformaron el grupo que se administré el fitomedicamento al 16.8% y del
control; en ninguno de los grupos predomind el convivir con animales. En todas las variables
descritas, no se identifico diferencia entre los grupos.

Otras variables que se exploraron fueron las relacionadas con antecedentes patoldgicos,

familiares y del padecimiento (tabla 4).

Tabla 4. Antecedentes patologicos, familiares y del padecimiento de los pacientes incluidos

en el estudio

Variables A. pichinchensis A. pichinchensis Ciclopirox 8%
12.6% 16.8%
n=062 n =060 n=159
Frecuencia/porcentaje  Frecuencia/porcentaje  Frecuencia/porcentaje Chi’p
Comorbilidad
Si 34/54.8 33/55 36/61 0.74
No 28/45.1 27/45 23/38.9

Insf. venosa

Si 42/67.7 35/58.3 37/62.7
No 20/32.2 25/41.6 22/37.2 0.56
T. pedis
Si 13/20.9 10/16.6 16/27.1
No 49/79 50/83.3 43/72.8 0.37
Fam. con
"“isci“mic‘“is 34/54.8 38/63.3 39/66.1 0.41
No 28/45.1 22/36.6 20/33.8
Tx para
°“i§‘i’mi°°Sis 33/53.2 36/60 42/71.1
No 29/46.7 24/40 17/28.8 0.12
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En la tabla 4 se observa que la mayoria de los participantes cursaba con otro
padecimiento ademas de la onicomicosis en el momento de ser incluido en el estudio, sin
haber diferencia entre grupos (p = 0.74). La insuficiencia venosa periférica estaba presente en
el mayor porcentaje de los participantes, aunque el valor de p, no mostré diferencia
significativa entre los grupos (p = 0.56). Algunos pacientes incluidos en el estudio cursaban
con tinea pedis de intensidad muy leve. En todos los grupos predominé la variable “contar con
un familiar con onicomicosis”, pero sin mostrar diferencia significativa entre ellos (p = 0.41).
Por la cronicidad que caracteriza al padecimiento la mayor proporcion de los participantes, en
algiin momento de la evolucion de su padecimiento, habia recibido tratamiento antimicotico,
siendo mads alto en el grupo control, sin evidenciarse diferencia entre los grupos (p = 0.12).

Con relacion a la evolucion del padecimiento, en la mayoria de los pacientes fue
cronica sin mostrar diferencia estadisticamente significativa (p = 0.52) entre los grupos de
estudio (Tabla 5). La mayoria de los pacientes incluidos en el estudio muestran que la
evolucion de su padecimiento era de mas de un afio y menor a 5 afnos. Los pacientes con una
evolucion del padecimiento menor a un afio fue mas escasa, mientras que los pacientes con un

tiempo de evolucion mayor a 5 afios fueron muy pocos.
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Tabla S. Frecuencia y porcentaje del tiempo de evolucion de la onicomicosis en los pacientes

que participaron en el estudio.

Evolucién/
Tratamiento <1 o un afio >a 1 hasta 5 afios >de 5 hasta 10 afios > de 10 afios
Frecuencia/ Frecuencia/ Frecuencia/ Frecuencia/ Chi’
porcentaje porcentaje Porcentaje porcentaje p
A. pichinchensis
12.6%
n=062 18/29 30/48.4 5/8 9/14.5
A. pichinchensis
16.8%
n =60 21/35 24/40 9/15 6/10 0.52
Ciclopirox 8%
n=>59 15/25.4 25/42.3 7/11.9 12/20.3

El numero de ufias afectadas en los pacientes al momento de su ingreso al estudio fue

muy variable, presentando desde una hasta diez ufias afectadas, esta variable no mostro

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos p = 0.21 (Tabla 6).

En la tabla seis se identifica que: cuatro ufias afectadas por onicomicosis fue una

proporcion alta entre los pacientes incluidos en los tres grupos. Sin embargo, en el grupo que

recibid tratamiento experimental al 16.8% el mayor niimero de pacientes tenia afectadas seis

ufias y, en el grupo que se administrd el tratamiento control, la mayor proporcion de pacientes

presentaba tres ufias afectadas.
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Tabla 6. Numero de ufias afectadas en los pacientes al ingresar al estudio

Variable A. pichinchensis 12.6%  A. pichinchensis 16.8% Ciclopirox 8%
n =62 n =60 N=59
Unas afectadas Frecuencia/porcentaje Frecuencia/porcentaje Frecuencia/porcentaje
Chi?
SRS
1 7/11.3 5/8.3 2/3.4
2 5/8 5/8.3 3/5
3 6/9.7 4/6.6 13/22
4 16/25.8 10/16.6 11/18.6
5 5/8 9/15 9/15.3 0.21
6 3/4.8 12/20 6/10.2
7 3/4.8 4/6.7 5/8.5
8 6/9.7 3/5 5/8.5
9 7/11.3 4/6.7 3/5
10 4/6.5 4/6.7 2/3.4

La severidad del cuadro clinico fue evaluado en todos los pacientes que ingresaron al
estudio. Los valores se ilustran en la figura 7, donde puede apreciarse que la severidad fue
semejante entre los grupos al no encontrarse diferencia significativa (p = 0.37). La gréfica
muestra ademas que el estadio moderado predominé en los tres grupos de tratamiento, aunque
fue ligeramente mayor en el grupo que se aplico el fitomedicamento a una concentracion del

12.6%, sin mostrar diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 7. Severidad del cuadro clinico de onicomicosis entre los grupos de estudio al inicio

del tratamiento.

El engrosamiento de las ufias producido por onicomicosis se identifico en la mayoria
de los participantes, tinicamente en cuatro pacientes de la muestra total no se detectd dicho
signo. La distribucidon por grupo fue la siguiente: un paciente en el grupo experimental al que
se le administr6 la concentraciéon menor del fitomedicamento, uno en el grupo control y dos
pacientes del grupo al que se le administr6 el fitomedicamento a la concentracion mas alta.

El cambio de coloracion en la ufa estuvo presente en el total de los pacientes incluidos
en el grupo control y en el grupo al que se le administré el fitomedicamento a una
concentracion del 12.6%; mientras que en el grupo compuesto por pacientes a quienes se les
administré administrard el fitomedicamento a una concentracion del 16.8%, el 98.3%
presentaba este signo.

Al finalizar el tratamiento, el numero de participantes se redujo a 148 pacientes,

alcanzando una disminucion total de 18.2% del total de la muestra. La distribucién por grupo
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de tratamiento fue la siguiente: el grupo que fue tratado con el fitomedicamento al 12.6%
concluy6 con 55 pacientes, el grupo que recibi6 el fitomedicamento al 16.8% concluy6 con 48
pacientes, mientras que el grupo control termin6 con 45.

Una vez concluido el tiempo de tratamiento se observo una reduccion en el namero de
ufas afectadas en los pacientes incluidos en los tres grupos, sin que se identificara diferencia

estadisticamente significativa (p = 0.37), entre los grupos (Tabla 7).

Tabla 7. Frecuencia y porcentaje del numero de ufias afectadas con onicomicosis leve y
moderada al final del tratamiento, con dos diferentes concentraciones del extracto

estandarizado de 4. pichinchensis y con el tratamiento control

Variable A. pichinchensis 12.6% | A. pichinchensis 16.8% Ciclopirox 8%
n=>55 n=48 n=45
Uiias afectadas | Frecuencia/porcentaje Frecuencia/porcentaje Frecuencia/porcentaje | Chi
p
0 37(67.2) 38(79.1) 36(80)
1 1(1.9) 1) 1(2.2)
2 1(1.9) 0 (0) 1(2.2)
3 3(5.4) 0 (0) 1(2.2)
4 3(5.4) 2 (4.3) 2(4.4) 0.37
5 1(1.9) 3(6.2) 2(4.4)
6 2 (3.6) 2 (4.3) 1(0)
7 3(5.4) 0 (0) 0(0)
8 3(5.4) 1(2) 0(0)
9 0 (0) 1(2) 0(0)
10 1(1.9) 0 (0) 1(2.2)

En la tabla anterior se observa el nimero de ufias que quedaron afectadas al final del
tratamiento, ademas de cuantos pacientes terminaron el tratamiento, pudiéndose observar

muestra como el nimero de ufias afectadas disminuyd durante el tratamiento. Una gran

50




proporcion de los pacientes de los tres grupos se encontr6 al final del tratamiento sin ufias
afectadas.

Los resultados relacionados con la severidad del padecimiento, también fueron
evaluados al final del tratamiento. En la tabla 8 se observa que esta variable si fue diferente

estadisticamente entre los grupos de estudio (p = 0.010)

Tabla 8. Severidad del cuadro clinico de pacientes con onicomicosis incluidos en el estudio después de

seis meses de tratamiento.

Tratamiento Saludables Leve Moderado Chi’
P
Frecuencia / Frecuencia / Frecuencia /
porcentaje porcentaje porcentaje
A.pichinchensis
12.6% 37/67.2 3/5.4 15/27.2
n=>55
A.pichinchensis
16.8% 38/79.1 7/14.5 3/6.3 0.010
n=48
Ciclopirox 8%
n =45 36/80 5/11.1 4/8.8

En la tabla 8 se observa con claridad como después de recibir el tratamiento hay un
numero importante de pacientes que lograron la ausencia de sintomas y signos de la
enfermedad. El nimero de pacientes que tuvieron las ufias sanas es similar en los tres grupos
de tratamiento. Sin embargo, se observa que existe una diferencia interesante en el numero de
pacientes que se encuentran en el estadio moderado, el cudl fue mayor en el grupo de
pacientes que fue tratado con el fitomedicamento con la concentracion al 12.6%.

El examen directo a través de la microscopia Optica demostré6 que en todos los

pacientes cuyas uflas no mostraban signos compatibles con onicomicosis el resultado de la
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observacion se reportd negativa a hongos. Esto significa que todos los pacientes que
alcanzaron la efectividad terapéutica también lograron la efectividad micolégica.

Los tres tratamientos fueron bien tolerados por los participantes ya que ningiin paciente
presento, durante el tiempo de tratamiento, algiin efecto adverso.

Al no identificarse efectos adversos por la aplicacion de los medicamentos en forma
topica en onicomicosis leve y moderada, ademas de la ausencia de cuadro clinico compatible
con la enfermedad y la no identificacion de patdogenos causantes de las misma, se pude decir
que el éxito terapéutico para el grupo al que se administré el fitomedicamento a una
concentracion del 12.6% fue del 67.2%; para el grupo al que se le administr6 el medicamento

a una concentracion del 16.8% fue del 79.1% y para el grupo control fue del 80%.
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X. DISCUSION

Los resultados en conjunto demuestran que el fitomedicamento elaborado con el
extracto estandarizado de Ageratina pichinchensis constituye una alternativa médica
interesante con un importante componente innovador que, a través de un estudio clinico
doblemente cegado que compard su efecto con el producido por el ciclopirox (un
medicamento lider en el mercado), demostrd ser efectivo, tolerable y seguro en el tratamiento
de pacientes que padecen onicomicosis leve y moderada. Ademas de lo anterior, el estudio
clinico realizado compard los efectos producidos por dos diferentes concentraciones del
extracto activo estandarizado, lo que nos permitié identificar la concentracion 6ptima del
medicamento para alcanzar mejores valores de efectividad terapéutica, ademas de mantener
una adecuada tolerabilidad y ofrecer a los pacientes un recurso que evite la evolucion de la
enfermedad, la cual podria llegar a desencadenar una onicomicosis distrofica 'y,
consecuentemente, afectar su calidad de vida.

Con relacion a la severidad de las manifestaciones clinicas, el nimero de pacientes que
tenian onicomicosis leve y moderada, independientemente del tratamiento asignado, fue
similar antes de iniciar el estudio. Sin embargo, es importante resaltar como después de 6
meses de tratamiento, a pesar de que el numero de pacientes que alcanzaron la condicién de
saludables fue similar en los diferentes grupos, una diferencia importante fue observada en los
pacientes que mantuvieron el grado moderado: 15 en el grupo de 12.6%, 4 en el grupo de
ciclopirox y 3 en el grupo de 16.8%. Este resultado demuestra que la concentracion mas alta
(16.8%) del extracto vegetal posee una mayor efectividad.

Al finalizar el estudio y realizar el analisis estadistico se observd que el 15.6% de los
pacientes abandon¢ el estudio, en todos los casos la causa del abandono se debid a aspectos no
médicos. Este porcentaje de abandono puede considerarse normal en estudios que, como este,
implican un seguimiento durante seis meses; tiempo durante el cudl pueden ocurrir diferentes
cambios en aspectos personales como cambio de residencia, reubicacion laboral, etc.

Durante todo el estudio se mantuvo vigilancia ante la posibilidad de la presencia de
efectos adversos, sin embargo, en ninguno de los grupos de estudio fueron detectados,
alcanzando un 100% de tolerabilidad en todos los tratamientos. Al considerar como éxito

terapéutico cuando el paciente logra la efectividad terapéutica, ademds de la ausencia de
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hongos en el examen directo final y la ausencia de efectos adversos, el éxito terapéutico
logrado por el fitomedicamento con una concentracion de extracto al 12.6% fue del 67.2%,
mientras que para la concentracion al 16.8% fue del 79.1% y para el grupo control del 80%.

En un estudio clinico previo, Romero-Cerecero O y col, (2008) reportaron la
evaluacion de un producto similar en laca para la administracion topica, pero que contenia el
extracto estandarizado de A4. pichinchensis con una concentracion al 10%. Este producto,
también administrado durante seis meses, mostrd un éxito terapéutico del 55.1%; valor que se
mejor6 considerablemente con la concentracion de extracto utilizada en el presente estudio. En
ambos estudios los efectos producidos por el extracto estandarizado fueron comparados con
los efectos del ciclopirox al 8%. Pudiera argumentarse que la concentracion del compuesto
activo contenida en el medicamento con ciclopirox (8%) es inferior a la que fue utilizada en el
fitomedicamento (10, 12.6 y 16.8%), sin embargo, si consideramos la cantidad de compuesto
activo que se encuentra en los tratamientos experimentales, tendriamos en realidad
concentraciones considerablemente mas bajas en los fitomedicamentos (1.43, 1.81 y 2.41 % de
encecalina en el extracto al 10, 12.6 y 16.8%, respectivamente).

Otros aspectos de interés, reportados anteriormente por otros autores, fueron
confirmados en este estudio. Los datos recabados dejan ver que el padecimiento produce un
importante impacto emocional en las personas que lo padecen, que el alto indice de abandono
al tratamiento es debido al desanimo que se produce el no tener una mejoria del padecimiento
con la rapidez deseada, a la duracion del tratamiento y, especialmente, a los efectos adversos
que provocan los medicamentos antimicoticos administrados por via oral; lo que por separado
o en conjunto permite la evolucion de la enfermedad a etapas mas severas en las que el
tratamiento se torna muy dificil. Estos resultados coinciden con los de otros autores que han
reportado la misma problematica en su poblacion de estudio (Szepietowski JC y Reich A,
2008; Nunley KS y Cornelius L, 2008) y difieren con opiniones publicadas en donde se
manifiesta, que la onicomicosis no tiene ninguna repercusion sobre la poblacion que la padece,
y que ademads sugieren evitar el tratamiento ante mayor posibilidad de riesgos que beneficios
(Sin lista de autores, 2009).

Se identifico, al igual que en reportes anteriores, la importancia que tiene la

intervencion oportuna del médico de primer nivel de atencion, identificacion, diagnodstico y
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tratamiento del padecimiento (Guibal F y col, 2008), especialmente con el fin de que la
enfermedad tenga un mejor prondstico y tal vez lograr disminuir su prevalencia.

Es importante también manifestar que, de acuerdo a los resultados y con otros autores,
el tratamiento topico de la onicomicosis puede ser efectivo cuando el cuadro clinico de
onicomicosis se encuentra en un grado de severidad leve y moderado (Cohen PR y Scher RK,
1994; Baran R y col, 2008). Lo que corresponde en los casos en los que la ufia no ha sido
afectada en su raiz y la hiperqueratosis del plato ungueal no es severa. En los casos de
onicomicosis severa es recomendable utilizar ademas medicamentos administrados por la via
oral (Barba R y col, 2007). Para incrementar la efectividad del tratamiento tdpico en
onicomicosis existen medidas sencillas, utiles y recomendables que pudieran combinarse:
apego estricto al medicamento, mantener permeable la superficie de la ufia, realizar cada
semana abrasion de la superficie de la uia, ademas de medidas higiénicas generales.

Como resultado de las observaciones realizadas en cada una de las consultas de control
a los pacientes, se observo que la evolucion del padecimiento hacia la mejoria, tendio a
mostrar un patron de respuesta al tratamiento, los cambios en la coloracion de la ufia fueron
los primeros en aparecer como consecuencia del tratamiento; el color se fue tornando mas
claro, aproximadamente a los dos meses de administracion del tratamiento, hasta adquirir
paulatinamente la coloracidon de una ufia sana. La hiperqueratosis mostré una respuesta mas
lenta al tratamiento, sobre todo en los pacientes donde el estadio de la patologia fue moderado,
al final del tratamiento en algunos pacientes que cursaban con esta forma clinica de
onicomicosis, no recuperaron la apariencia normal de la ufa.

Los resultados mostraron (datos no ilustrados) que la efectividad de los tratamientos
por via topica en este padecimiento fue independiente del numero de ufias afectadas. Un
paciente con las diez ufias afectadas puede tener la misma efectividad que un paciente que
tiene un numero menor. Mediante el monitoreo continuo de los pacientes se pudo constatar
que si un paciente tiene el total de sus ufias afectadas, solamente responde con mayor lentitud
al tratamiento, pero si es disciplinado en la aplicacion del medicamento y sigue las
indicaciones que van a la par con el tratamiento médico, puede tener la misma efectividad que
un paciente cuya afectacion es menor. Con esta observacion se difiere de datos publicados en
donde se manifiesta que el nimero de ufias afectadas en el paciente también es una pauta para

considerar adicionar al tratamiento topico uno sistémico (Barber MD y Barber J, 2009;

55



Shemer A y col, 2008). Sin embargo, es importante sefalar aqui que son poco frecuentes los
casos de onicomicosis leve o moderada que presentan afectacion de todas la ufias.

Es definitivo que el tiempo de duracion del tratamiento en onicomicosis debe ser
prolongado, si se quiere tener una alta probabilidad de remision del padecimiento; como
resultado de las observaciones realizadas en el desarrollo del estudio, se detectd que pacientes
con tres meses de tratamiento y con una remision total de cuadro clinico, aun presentaban
presencia de hongos evidenciado por el examen directo por observacion microscopica de una

muestra de ufia.
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XI. CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, el fitomedicamento elaborado con el extracto
estandarizado de A. pichinchensis (con una concentracion al 12.6% y 16.8%) estandartizado
en su contenido de encecalina y en una presentacion en laca para la administracion tdpica
durante seis meses en pacientes con onicomicosis leve y moderada mostr6 efectividad
terapéutica y micoldgica similar a la alcanzada por el medicamento elaborado con ciclopirox
al 8%. Ademas de lo anterior, no se detecto la presencia de ningun caso de efectos adversos y
fue posible establecer que la concentracion mads alta del extracto (16.8%) presenta una mayor

efectividad conservando la tolerabilidad.
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ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROYECTOS DE INVESTIGACION

1. Identificadores

Evaluaciéon clinica de un extracto estandarizado de Ageratina pichinchensis como

tratamiento de la onicomicosis leve y moderada

2. Propésito del estudio

Estimado derechohabiente, lo invitamos a participar en un estudio clinico que se
desarrollara en el Area de Investigacion, ubicada en el tercer piso de este hospital. El estudio
consiste en evaluar un medicamento elaborado con una planta medicinal, llamada
cientificamente A. pichinchensis, en pacientes que cursen con onicomicosis de ufias de pies en
sus estadios leve y moderada. Esta planta es utilizada en la medicina tradicional mexicana para
tratar los hongos de la piel. La invitacion se estd haciendo a personas que como usted
presentan la enfermedad. La finalidad del estudio es demostrar que el medicamento mejora los
sintomas de la onicomicosis y que pudiera llegar a considerarse una alternativa para tratar este
padecimiento.

En el proyecto se invitard a participar a 150 pacientes que en el momento cursen con
onicomicosis en ufas de los pies en su estadio leve y moderado, reunan los requisitos
necesarios para poder ingresar y que en forma voluntaria quieran participar.

Los posibles candidatos a participar en el estudio deben ser derechohabientes del IMSS

y vivir en el estado de Morelos.

3. Procedimientos

Su participacion consistira en:
a) Permitir que se le realice una historia clinica que incluira exploracion fisica,
con el objetivo de realizar el diagnostico clinico de su padecimiento, ademas de
corroborar que sea candidato a participar en el estudio.
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b) Permitir que se tome una muestra de las ufias de sus pies para: a) hacer el
diagnostico micologico de su padecimiento.

c) corroborar al final de tratamiento si alin se identifica en su ufias la presencia
de los hongos que causan la enfermedad, de esta forma llevar un mejor
seguimiento y control de la evolucion de su padecimiento.

d) En este estudio habra dos tipos de tratamiento: 1) uno que consistira en la
administracion de un medicamento elaborado con la planta a diferentes
concentraciones y 2) otro que consiste en un medicamento que contiene
ciclopirox al 8%, que es una sustancia utilizada para tratar a los hongos. A usted
le podra tocar cualquiera de los dos, no es posible que escoja usted el
tratamiento.

e) El medicamento se lo administrara durante seis meses, tiempo que nos
permitird valorar la efectividad del fitomedicamento.

f) Para tener un control adecuado de su padecimiento asi como de su evolucion,
se le citard cada mes.

g) La aplicacion del medicamento debe ser continua, por esta razon le pedimos
que si se le termina el medicamento, acuda al consultorio de investigacion atn

sin cita, para proporcionarle mas.

4. Posibles riesgos y molestias

Se ha comprobado que la aplicacion en las ufias de cualquiera de los dos tratamientos

no causa molestias. Para tener control sobre posibles efectos adversos se le entregara una

tarjeta donde usted anotara las molestias que le pudiera producir el medicamento, la

informacion contenida en esta tarjeta la entregard en cada cita.

En caso de tener alguna molestia por la aplicacion del medicamento debe de tener en

cuenta las siguientes recomendaciones:

1. Sila molestia se presenta méas de una vez deje de aplicarse el medicamento
y acuda al consultorio.

2. Sila molestia es importante debe de acudir inmediatamente al consultorio.
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5. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

Su participacion en el estudio no implica gasto para usted, tampoco recibird algun
pago.

A los participantes se les proporcionard un tratamiento que tendra como objetivo la
curacion su padecimiento en las ufias. El tratamiento tendrd una estricta supervision de
personal especializado, el cual se encargard de informarle sobre la evolucion de su
padecimiento el tiempo que dure su participacion.

Si bien su participacion en el estudio no conlleva beneficios directos, usted estard

contribuyendo al avance del conocimiento sobre el tratamiento de esta enfermedad.

6. Resultados o informacion nueva sobre alternativas de tratamiento

Durante el tiempo que dure su participacion en el estudio se le informara sobre
cambios, riesgos, hallazgos, nuevas alternativas de tratamiento. En cada cita se le solicitara
nuevamente su consentimiento para continuar participando en el estudio.

7. Participacion o retiro.

La participacion en este estudio es voluntaria, si al recibir la invitacion usted decide no
participar no se le obligara.

Si usted decide participar, pero en algin momento desea retirarse, lo podra hacer sin
que esto tenga repercusiones en la atencion de los servicios que usted solicite.

8. Privacidad y confidencialidad

Toda la informacién que se obtenga de su participacion, serd manejada en forma

confidencial. En ninglin momento sera revelado su nombre, direccion o teléfono a personas

ajenas al estudio.
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Los expedientes se archivan en muebles bajo llave, a los que tnicamente tiene acceso
el investigador responsable del estudio.
En caso que los resultados del estudio sean publicados o presentados en conferencias

no se identificard a ninguno de los pacientes que hayan participado.

9. Abastecimiento de medicamento para otra enfermedad diferente a la del

estudio

Si usted, ademas de la onicomicosis en las uiias de sus pies, padece de otra enfermedad

podré acudir con su médico familiar para que le otorgue su tratamiento.

10. Abastecimiento de medicamento para el tratamiento de onicomicosis en ufias

de los pies

El tratamiento no estd disponible en las farmacias, se le proporcionard de forma
gratuita en el consultorio de investigacion.
Durante el tiempo que se aplique el tratamiento nos comprometemos a expedirle la

cantidad necesaria de medicamento.

11. Personal de contacto para dudas y aclaraciones

Si durante el tiempo que se este aplicando el medicamento surge alguna duda en
relacion al padecimiento o al tratamiento, usted puede acudir al consultorio de investigacion
con el médico tratante o llamar al teléfono 044 777 131 08 31 en horario de 8 a 14 horas de
lunes a viernes. En caso que usted requiera atencion fuera de este horario, podra comunicarse

con la Dra. Ofelia Romero responsable del proyecto al 044 777 175 33 26.
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12. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un

estudio de investigacion

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de
investigacion, puede comunicarse con los responsables de la Comision de Etica en
Investigacion del IMSS, a los teléfonos: 01 55 56276900-21216, de 9 a 16 hrs.; o al correo

electronico conise(@cis.gob.mx. La Comision de Etica se encuentra ubicada en el Edificio del

Bloque B, Unidad de Congresos piso 4, Centro Médico Nacional XXI, Av. Cuauhtémoc 330
Colonia Doctores C.P. 06725, México D.F.

Declaro que se me ha explicado con claridad en que consiste el estudio, ademas he leido
(o alguien me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me ha dado la
oportunidad de hacer preguntas y todas han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha
dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se

describe.

Nombre del paciente

Firma del paciente Fecha
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Firma del encargado de obtener el consentimiento informado
Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus
preguntas. Creo que el/ella entiende la informacion descrita en este documento y

libremente da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del investigador Fecha
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Firma de los testigos
Mi firma como testigo certifica que el/la participante firm6 este formato de

consentimiento informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1

Firma del Testigo Fecha
Nombre del Testigo 2
Firma del Testigo Fecha
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