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Resumen

En el presente estudio se elabor6 un gel antifungico de anfotericina B al 0.1% y aceite
de palo santo (Bursera graveolens), para el desarrollo de la formulacion magistral se
realizaron estudios de pre formulacion y formulacién, para el disefio de la
preformulacion utilizamos un disefio factorial completo 22 en el programa estadistico
STATGRAPHICS, los resultados permitieron conocer la formula mas estable que
presentd menor interaccion y menores efectos entre excipientes. La muestra que se
present6 mas estable contenia CMC (carboximetilcelulosa) como polimero,
propilenglicol como cosolvente y benzoato de sodio como conservante. De la misma
manera se realizé un analisis mediante la técnica cromatogréafica cuantitativa HPLC
gue permiti6 conocer la concentracién del farmaco, ademas se realiz6 analisis de
efectividad: pruebas microbioldégicas de CMI (concentracibn minima inhibitoria)
finalmente las muestras se sometieron a estabilidad acelerada. De esta manera se
pudo garantizar la eficacia que brinda el gel obteniendo resultados satisfactorios para

el tratamiento de candidiasis cutanea

Palabras clave: anfotericina B, palo santo, gel, candidiasis cutanea.



Abstract

In this present study an antifungal gel whit amphotericin B 0,1% and Palo santo
(Bursera graveolens) oil was elaborate. for the development of the magisterial
formulation, pre-formulation and formulation studies were carried out, for the
preformulation design we used a full factorial design 22 in the statistical program
STATGRAPHICS, the results allowed to know the formula that presented minor
effects and interactions with the other excipients and therefore these factors do
not influence the effectiveness of the formulation. The formulation that was
chosen contained CMC as a polymer, propylene glycol as a cosolvent, and
sodium benzoate as a preservative. Likewise, an analysis was carried out using
the quantitative chromatographic HPLC technique that will get to know the
concentration of the drug, in addition, effectiveness tests were carried out:
microbiological tests of MIC (minimum inhibitory concentration) obtaining
satisfactory results. Finally, the tests were subjected to stability by a time of 4
months where the samples presented certain changes, but their values are not
significant, considering their ideal results for the treatment of cutaneous
candidiasis.

Key words: amphotericin B, palo santo, gel, antifungal.



Introduccioén

Considerando que no hay formulaciones tépicas de AmB disponibles comercialmente, el
objetivo del presente fue desarrollar y caracterizar un gel en cuya composicion contenga
Anfotericina B como principio activo y aceite de palo santo como promotor de permeacion y
potenciador de la eficacia antimicética para el tratamiento de la candidiasis cutanea
provocada por Candida albicans. Lo cual se pudo demostrar gracias a los diferentes
estudios que se realizaron, siguiendo los apartados farmacéuticos de la USP 33, 2010 de
algunas de articulos cientificos y otras encontradas en tesis. Las oportunidades que brinda
el desarrollo del tema es que gracias a ello se adquieren nuevos conocimientos, asi mismo
la experiencia para realizar los diferentes ensayos que seran utiles para el desempefio
laboral. Los limitantes que se presentaron en el desarrollo de la investigacion fueron: el
dafio del equipo HPLC para cuantificar el farmaco generé que se aplazaran los estudios, la
pandemia generada por el coronavirus que como tal nos complico los realizar los ensayos
requeridos en el tiempo designado.

La importancia del desarrollo de nuevas formulaciones que contengan aceites
esenciales es que potencien la accion de la formulacion, reduzca la resistencia Yy recidivas
de la enfermedad debido a que ultimamente se han registrado casos de resistencias a los
antifingicos especialmente a los azoles, ademas los aceites esenciales han sido utilizados
desde tiempos ancestrales y se utiliza dentro de la industria farmacéutica, cosmética y
alimentaria ya que brindan un aroma agradable , debido a su alta composicién en
compuestos terpenos incrementan la difusion de moléculas lipofilicas a través de la piel
demostrado un gran potencial como antimicrobianos, poseen una gran actividad
antiinflamatoria (Manzano et al.,, 2009) y sobre todo es importante para la industria
farmacéutica ya que no existen formulaciones en el mercado farmacéutico en presentacion
de geles que contengan AmB y adicional el aceite de palo santo.

Las micosis de piel y mucosas representan un grave problema a nivel mundial,
afectando a personas de todas las edades, representando entre un 5 a 10% de las

consultas a nivel dermatoldgico. Estudios realizados en Ecuador por Chiriboga &



Aguinaga, 2018 observaron un incremento significativo de las enfermedades micéticas, la
aparicion de nuevas formas clinicas de micosis como en su localizacion. De hecho, la
infeccion por hongos posee un amplio espectro, que va desde una infeccion de la piel, hasta
sistémica involucrando la vida del paciente(Allevato, 2007; Zurita, 2017). La especie de
hongos que se asocia con mayor frecuencia en este tipo de infecciones es Candida albicans
posee una gran adherencia a los tejidos que le facilita su proliferacién afectando a la piel,
mucosas (oral, vulvo vaginal) y ufias. Sus manifestaciones clinicas van desde agudas a
croénicas (Palacios, L, & Cardona, 2011).

El desarrollo de nuevas moléculas topicas y orales ha permitido mejorar el
tratamiento de las micosis superficiales. Entre los farmacos utilizados para el tratamiento de
hongos destacan: fluconazol, itraconazol y terbinafina, anfotericina B (Yauri, Chambilla, &
Diaz), flucitosina, griseofulvina, nistatina y soluciéon de yoduro de potasio. Siendo la AmB un
farmaco perteneciente al grupo de los macrdlidos poliénicos actia directamente con el
ergosterol de la membrana celular del hongo, lo que facilita la formacién de canales con la
pérdida consecuente de iones y componentes celulares ocasionando muerte celular. Sin
embargo, a pesar de este hecho resulta ser un antifingico de toxicidad muy elevada. El
desarrollo de productos de uso tdpico sobre el area afectada es una estrategia Gtil para la
reducciéon de los efectos tdxicos de farmacos como la AmB. La eficacia de los principios
activos administrados por esta via depende de su permeacion a través del estrato corneo, la
capa mas externa de piel que actla como barrera para el paso de sustancias extrafias
(Allevato, 2007; Duran et al., 2012; Gubelin et al., 2011; Sosa et al., 2019).

El desarrollo y optimizacién de formulaciones que permitan vehiculizar farmacos ha
sido siempre una actividad para el tratamiento de diversas enfermedades; los geles son
utilizados para muchas aplicaciones como productos dermatoldgicos, dentales, vaginales,
nasales y oftalmicos, esto debiéndose a todas las propiedades que poseen como buena
viscosidad, extensibilidad, estabilidad a pH &cido, no son irritantes, no provocan
sensibilizacién, no se licuan a la temperatura corporal y sobre todo presenta una facil

preparacion (Villa, 2001).



Capitulo |
Marco tedrico
1. Hongos
Los hongos son organismos eucariotas heterotrofos pertenecientes al reino
fungi (Campozano & Heras, 2014), en los que se incluyen a los mohos, setas y
levaduras (Aizaga, 2017); obtienen su alimento de materia en descomposiciéon y la
utilizan como fuente de energia y carbono, su crecimiento es a través de las hifas, su
reproduccion es asexuada o por esporas de forma sexual (Cuenca, 2012). Existe una
variedad de hongos con caracteristicas saprofiticas, es decir, que pueden convivir de
forma permanente con el hombre sin causar infeccion, sin embargo, a ciertas
condiciones éstos pueden comportarse como agentes patdégenos y propiciar

enfermedades (Garrote, 2002).

1.1. Micosis

Las micosis son infecciones producidas por hongos con la capacidad de invadir
diferentes tejidos superficiales como piel, pelo y ufias, si se presenta una infeccion
sistémica pueden involucrar la vida de una persona debido a que los hongos atacan a
los érganos internos a través del torrente sanguineo. Las micosis se dividen

dependiendo de su localizacién:

¢ Micosis superficiales: Se generan al entrar en contacto directo con una persona
0 animal infectado, este tipo de micosis invaden el tejido queratinizado (piel,
ufias, pelo) (Espafia & Espinoza, 2019). Entre las mas comunes encontramos a
los dermatofitos (Trichophyton, Epidermophyton y  Microsporum),
levaduriformes (Candida spp., Cryptococcus y Malassezia), Cladosporium

wernekii, Tricosporum beigelii, entre otros (Gubelin et al., 2011).



1.2.

Micosis subcutdneas: Se producen debajo de la piel afectando al tejido celular
subcutaneo. La infeccion ocurre cuando existe implantacion de esporas o
fragmentos del micelio en una herida punzante. Los hongos que participan en

esta infeccion poseen la capacidad de degradar la queratina.

Micosis sistémicas o profundas: Un grupo de hongos que forman parte de la
microbiota normal de los humanos pero que por alguna condicién determinada
(aumento en el numero de hongos) pueden transformarse en patégenos para el
huésped. Estos pueden afectar a cualquier 6rgano, aparato o sistema, las
esporas del hongo penetran por inhalacion, después ocurre, colonizacion. Los
de mayor importancia en dermatologia son: Candida spp y Malasezzia spp

(Sanchez-Saldafia et al., 2009).

Género Candida

Es un grupo de levaduras ubicuas que poseen diversas caracteristicas y

forman parte de la microflora humana. Sin embargo, tras alteraciones en el huésped,

algunas de estas especies fungicas pueden convertirse en patdégenos oportunistas,

aprovechandose de varios factores como el deterioro del sistema inmune, y de esta

manera proliferar en el huésped y causar enfermedades conocidas habitualmente

como “candidiasis” (Ghazi et al., 2019). Este género abarca mas de un centenar de

especies, de las que solamente unas cuantas actlan como patégenos para el ser

humano, entre ellas encontramos a: Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.

krusei, C. kefyr, C. lusitaniae, C. dubliniesis, C. parapsilosis, C. rugosa, entre otras

(Caballero et al., 2005).

1.2.1. Candida albicans



Es un hongo dimérfico debido a que puede presentar una morfologia
levaduriforme o bien crecer como un hongo filamentoso formando hifas verdaderas. La
taxonomia se describe en la (Tabla 1). Como levadura, normalmente a 37°C en el
huésped miden entre 3 a 8 um y se las observan agrupadas en pequefios grupos
saprofiticos del hombre; como hongo filamentoso, a 25°C se puede comportar como
un organismo patdgeno produciendo sintomas caracteristicos. MacroscOpicamente, en
agar Sabouraud, crece formando colonias blancas, blandas, cremosas y lisas (De La

Calle et al., 2012; Guerrero, 2016).

Los factores de virulencia de la C. albicans incluyen su pericia para sobrevivir
como comensal, su adherencia a células, cambio morfolégico y secrecion de enzimas
degradativas; seguin De La Calle et al 2012, a partir de estos factores de virulencia la
infeccidn por C. albicans puede dividirse en 4 etapas, tal y como lo muestra la (Figura
1)

Figura 1l

Etapas de la infeccion por C. albicans y mecanismos de virulencia que intervienen en cada una
de las etapas.
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Tabla 1

Clasificacion taxonémica de C. albicans

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Subfilo Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Candida

Especie Candida albicans

Nota. (Garza, 2012).

1.3. Candidiasis

Es una enfermedad infecciosa producida por levaduras del género Candida
spp. La especie involucrada como agente etiolégico es Candida albicans. C. albicans
estd presente en la microbiota gastrointestinal, vaginal, orofaringea, piel periorificial y
algunos pliegues cutaneos. La capacidad que presenta este organismo para producir
patologia depende de la interaccién entre los mecanismos patogénicos del hongo y los
sistemas de defensas cutaneos y sistémicos del propio huésped, sin conocer el tiempo
preciso de incubacion, este mecanismo de defensa puede variar entre personas
(Gubelin et al., 2011; Spampinato & Leonardi, 2013).

La candidiasis es una enfermedad de distribucién universal, que puede
establecerse en personas de cualquier sexo, de todas las edades, desde lactantes
hasta adultos mayores. Las infecciones causadas por hongos tienen una alta
morbilidad, afectan a 1,5 billones de personas, el 25% de la poblacion mundial
(Carretero, 2009). En Latinoamérica, las infecciones causadas por hongos han
aumentado progresivamente (Cuenca, 2012). En un estudio realizado en el Ecuador
por Espafia & Espinoza, 2019 en el Instituto Nacional de Investigacion en Salud
Puablica (INSPI) Dr. Leopoldo Izquieta Pérez encontraron que existe una frecuencia del

44 8% en dermatofitos, 49.4% en levaduras, 5.8% en no dermatofitos, encontrando



con mayor frecuencia tifia corpitis con su agente causal Candida spp 44% vy tifia capitis
con Microsporum spp 47%. Encontrando que Candida tuvo mayor prevalencia, siendo

mayormente afectados nifios y adultos.

1.3.1. Candidiasis cutanea

La candidiasis cutanea se caracteriza por la presencia de placas rojas,
pustulosas, costrosas y gruesas similares a las que se observan en la psoriasis, sobre
todo en la nariz y la frente y se asocian siempre con candidiasis bucal cronica. Estan
relacionadas con alteraciones en la hidratacion y cambios en el pH de la piel, boca,
faringe y otros tejidos superficiales. Los sintomas varian de acuerdo con el lugar de
localizacion esta infeccion se puede presentar como intétrigo candidiasico en areas
genitocrural, axilar, glitea, interdigital, inframamaria y entre los pliegues de la pared
abdominal. Se puede presentar comunmente entre el tercer y cuarto dedo, la lesion se
presenta como una lesion descamativa y, también se puede presentar como muguet
con manchas blancas de aspecto cremoso localizadas en la mucosa bucal. En la
candidiasis genital se presenta en la mucosa no queratinizada y los sintomas son
prurito, secrecién vaginal y disuria. En la onicomicosis la infeccion inicia en la zona
periungual con aspecto hinchado, con posible exudacion purulenta y dolor al tacto

(Bohérquez-Pelaez & Cardona-Castro, 2010; Caballero et al., 2005).

1.3.2. Tratamiento de la candidiasis cutanea
Existen diversos tratamientos de la candidiasis cutanea, muchos de ellos van
desde un tratamiento oral a un tratamiento sistémico dependiendo de la gravedad de

la infeccion (Del Nogal et al., 2001; Martin-Aragén & Benedi, 2004).

e Tratamiento oral: Es el indicado cuando las micosis se producen en
zonas de piel que tienen dificil acceso por via tépica, cuando el

tratamiento no ha tenido una buena respuesta o si es una infeccion
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grave. El principal medicamento que se recomienda administrar es el
fluconazol debido a su eficacia y buena aceptacion por parte del

paciente.

e Tratamiento sistémico: Es mas efectivo y se aplica en casos de
lesiones extensas, hiperqueratésicas, zonas inflamatorias o con
foliculitis, asi mismo para tratar diferentes tipos de tifias y candidemias
diseminadas. Los medicamentos que utilizan son Anfotericina B (y sus
formulaciones lipidicas) sin embargo, se ha descrito su elevada
toxicidad, también se utilizan diversos derivados de azoles,

equinocandinas, flucitosina.

En la mayoria de los antimicoticos tdpicos y sistémicos el principal mecanismo
de accién es el bloqueo de la sintesis de la membrana de la célula fungica (Swinne
et al., 2005). Existen varios farmacos en presentacion de crema, locién o ungiento.
Para el tratamiento de candidiasis cutanea se recomienda administrar triazoles o
polienos tépicos como nistatina, clotrimazol y miconazol (Armstrong et al., 2016). Los
antifingicos toépicos (Tabla 2) que se utilizan para el tratamiento de dermatofitos en
pacientes inmunocomprometidos no resultan tan efectivos, sin embargo, han
demostrado que presentan menos efectos adversos que los antifingicos sistémicos
(Maniscalchi et al., 2004). Se recomienda aplicar nistatina en pomada cada 12 h,
durante 10 a 15 dias; los derivados imidazolicos, 2 veces al dia durante 10 o 15 dias;
las alilaminas, una sola aplicacion diaria durante 1 semana, y el ciclopirox, 2 veces al
dia durante 15 dia (Gimeno-Carpio, 2006). En el intertrigo se deben aplicar formas
galénicas del tipo locion, a la vez que hay que evitar la humedad persistente y el resto

de los factores condicionantes (Sosa, 2018).



Tabla 2

11

Tratamientos actuales para Candidiasis cutanea

Grupos

Descripcion

Azoles

Alilaminas

Polienos

Son actualmente los farmacos de eleccion para casi todo tipo de micosis
cutaneas, junto con las alilaminas. Son efectivos frente a dermatofitos, Candida
spp. y Malassezia spp. Los azoles son activos por via topica, debido a su
lipofilia y su bajo peso molecular, lo que les permite dispersarse en el estrato
cérneo y penetrar dentro de la pared celular del hongo. Estos actdan en la
membrana celular encontramos al fluconazol voriconazol, posoconazol.

En este grupo también actla en la membrana celular inhibiendo a la enzima
escualenoepoxidasa disminuyendo la concentracion de ergosterol como tal
desestabiliza a Ila membrana celular aumentando la permeabilidad
disminuyendo el crecimiento del patégeno (Sosa, 2018). Se comportan como
fungicidas, y los mas importantes son: la nafatfina, sélo de uso tépico también
propiedades antiinflamatorias que ayudaran a mejorar el estado de las lesiones
micdticas y a la terbinafina se la administra cuando no hay una buena respuesta
al tratamiento topico.

Estos farmacos se unen al ergosterol presente en la membrana celular fungica,
donde se forman poros que alteran la permeabilidad de la membrana lo que
permite una pérdida de proteinas, glicidos y cationes monovalentes y
divalentes, causas de la muerte celular. Encontramos a la AmB y a la nistatina
se emplea para tratar candidiasis oral esofagica, vulvovaginal en dosis elevadas
por un tiempo de 3 o 4 dias, en via cutdnea se aplica crema, pomada o polvo
que contenga 100.000 unidades / g en la zona afectada 2-3 veces por dia. Se
recomienda mantener el area seca evitando vendajes. Sin embargo, se ha

descrito poca utilidad para tratar dermatofitos.

Nota.(Conejo Fernandez et al., 2016; Garrote, 2002; Parada, 2015).

1.4. Anfotericina B

Es un antibidtico poliénico (Figura 2) de color amarillo-anaranjado, obtenido a

nivel industrial a partir de determinadas cepas de Streptomyces nosodus (Serrano,

2013). Muestra un alto orden de actividad in vitro contra muchas especies de hongos

(Tabla 3). Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, especies de Candida,

Blastomyces dermatitidis, Rhodotorula, Cryptococcus neoformans, Sporothrix
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schenckii, Mucor mucedo y Aspergillus fumigatus estan inhibidas por concentraciones
de anfotericina B que varian de 0.03 a 1.0 pg/mL in vitro. Mientras que Candida
albicans es generalmente bastante susceptible a la anfotericina B, las especies no
albicans pueden ser menos susceptibles. Pseudallescheria boydii y Fusarium sp. a
menudo son resistentes a la anfotericina B.

Figura 2

Estructura Quimica de Anfotericina B

W
HoW™ OH

NH,
Nota. (Serrano, 2013).

Tabla 3

Espectro antifingico de Anfotericina B y otro antifingicos frente a diversas cepas

AnfotericinaB  Fluconazol Itraconazol  Voriconazol Caspofungina

Candida +++ +++ +++ +++ +++
C. glabrata +++ - + ++ +++
C. krusei +++ - + ++ +++
Aspergillus +++ - +++ 4+ F++
Mucor +++ - - - -
Cryptococcus +++ +++ ++ +++ -
Fusarium +/++ - -+ ++ .
Scedosporium +/++ - -+ ++ .

+++ = Actividad frente a todas las cepas; ++ = Actividad frente a gran parte de cepas; +
=Actividad frente algunas cepas; y, — = Ninguna actividad
Nota. (Catalan & Montejo, 2006).

AmB es fungistética o fungicida, dependiendo de la concentracion obtenida en
los fluidos corporales y la susceptibilidad del hongo. EI medicamento actia uniéndose

a los esteroles (ergosterol) en la membrana celular de los hongos susceptibles. Esto
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crea un canal transmembrana y el cambio resultante en la permeabilidad de la
membrana que permite la fuga de componentes intracelulares. El ergosterol, el esterol
principal en la membrana citoplasmatica fangica, es el sitio de accion objetivo de la
anfotericina B y los azoles. La anfotericina B, un polieno, se une irreversiblemente al
ergosterol, lo que da como resultado la interrupcion de la integridad de la membrana y,
en Ultima instancia, la muerte celular (Figura 3) (Stone et al., 2016).

AmB posee una absorcién oral minima 5%, por lo que se elige administrar via
intravenosa para el tratamiento de IFI (Infecciones flngicas invasoras), se unen
ampliamente a lipoproteinas del plasma 90-95%. El volumen de distribucion es
elevado 4L/kg, alcanzando altas concentraciones en higado, bazo, pulmon y rifiones;
en liquido pleural, peritoneal, sinovial y humor acuosos las concentraciones
alcanzadas del farmaco son del 50-60% de la concentracién plasmatica minima. En
liguido cefalorraguideo presenta una baja penetracion 2-4%, aumentando en casos de
inflamacién meningea. Atraviesa bien la placenta. Es metabolizada parcialmente en
higado y eliminada por la bilis <15% y por la orina existe una escasa proporcién entre
4 a 5% (Catalan & Montejo, 2006). Actualmente las presentaciones en gel de
anfotericina se encuentran en estudio, asimismo otras presentaciones en forma de
nanoparticulas, microtubos, nanoemulsiones y nanogeles (Sosa, 2018).

Figura 3

Mecanismo de accidon de Anfotericina B y otros antifingicos

Escualeno BB Escualeno epdxido N Lanosterol

14a-demetil-lanosterol l
' Demetil-lanosterol

(1—6)-B-glucano ~ 4
-

caar Inhibicién i B
Azoles Zimosterol
Fosfolipidos de la g 2 -
membrana celular ﬁ\ (1—-3)-B-glucano "« I Fecosterol
(1—3)-B-glucano sintasa Ergosterol _ Episterol J
Inhibicién Fijacion
Caspofungina Anfotericina B

Nota. Catalan & Montejo, 2006.
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1.5. Productos naturales con actividad antimicética

Las especies vegetales conocidas por su actividad antimicética oscilan entre
las 250 000 y 500 000 (Cowan, 1999). Las plantas sintetizan metabolitos secundarios
gue utilizan para defenderse de la infeccion ocasionada por agentes fitopatégenos,
entre ellos los hongos. Actualmente se han conseguido variados agentes antimicéticos
de las plantas y que se han probado tanto in vitro como in vivo, dando muy buenos
resultados (Cechinel-Filho, 2012; Verpoorte, 1998) (Tabla 4). De hecho, se ha
informado de la actividad antifingica de algunos componentes principales de los
aceites esenciales (Manohar et al., 2001; Mondello et al., 2006). Un estudio realizado
por (Dalleau et al., 2008) demostraron la actividad de los terpenos y la eficacia del
carvacol, geraniol y timol en el tratamiento de la candidiasis, asimismo, (Zore et al.,
2011) exhibieron una excelente actividad de los terpenoides frente a levaduras e hifas
de C. albicans.

Tabla 4

Productos con actividad antimicética obtenida de plantas

Compuesto Fuente Actividad

Aceite del arbol del té Candida, Malassezia,

(terp|ne_n-4-ol y Melaleuca alternifolia dermatofitos.
1,8-cineol)
Candida, Malassezia,
. . . dermatofitos,
Ajoeno Allium sativum Paracoccidiodes
brasiliensis.
Candida, Malassezia,
- . . dermatofitos,
Alicina Allium sativum Cryptococcus,
Aspergillus.
Thymus vulgaris, Thymus Cryptococcus neoformans,
Carvacol 2vais Saprolegnia,
Y9 Zygorhynchu.
Eucaliptol (1,8-cineol) Eucaliptus globulus Candida albicans
. Thymus vulgaris, Thymus Cryptococcus neoformans,
Timol 2vais Saprolegnia,
Y9 Zygorhynchu.
Zeamatina Zea mays Candida albicans

Nota. (Mesa Arango et al., 2004).
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1.6. Burseragraveolens

Bursera graveolens o conocido como “palo santo” (Tabla 5), es una especie
forestal representativa y de gran importancia, se localiza principalmente en la
regién sur occidental de la provincia de Loja, en los cantones de Zapoatillo,
Macara y Paltas (Figura 4.A)

Figura 4
Bursera Graveolens. A: Distribucidon Geografica en la provincia de Loja. B: Aspecto general del

arbol. C: Partes del arbol (frutos, hojas, astillas, resina)

I Prescocia e . grveoens
T Asaencis do 8. gravesions

Nota. Carrion, 2016

B. graveolens es una planta de la especie caducifolia, su crecimiento alcanza los 15 m
de altura, posee una corteza lisa de color morado grisaceo. Morfolégicamente sus
hojas son imparipinnadas o parcialmente bipinnadas, flores blanquesinas y frutos
bivalvados, subesféricos a ovoides ( Figura 4B y C) (Carrién, 2016).

Tabla b

Clasificacion taxondémica de la especie Bursera graveolens

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Sapindales

Familia Burseraceae

Género Bursera

Especie Bursera graveolens (Kunth) Triana & Planch

Nombre vulgar Palo Santo
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Nota. Carrién, 2016.

Ancestralmente se ha utilizado como remedio para el tratamiento y curacién de
dolores estomacales, reumatismo, problemas de sudoracién, y se han reportado
propiedades antifingicas y antimicrobianas. Actualmente uno de los usos industriales
de la especie es la extraccion de aceites esenciales, que los obtienen principalmente
de los frutos y utilizan los tallos secos como incienso (Arias, 2017). La especie B.
graveolens ha sido objeto de estudio por investigadores cuyos resultados obtenidos
respecto a la composicion de los extractos, del aceite y la actividad farmacol6gica
reportados no son definitivos (Manzano et al., 2009). Sin embargo, estudios realizados
por (Mendez et al.,, 2017), validaron algunas de las propiedades antimicrobianas vy
antioxidantes del aceite de B. graveolens, obteniendo como resultado de moderada a
alta actividad antimicrobiana por el método de difusién en disco contra Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Escherichia
coli, Salmonella choleraesuis y Candida albicans, por lo que se confirma que el aceite
esencial de B. graveolens demuestra propiedades antimicrobianas significativas.

Las especies pertenecientes a la familia Burseraceae producen un gran
nimero de compuestos como, por ejemplo: oleoterpenos, diterpenos, triterpenos,
compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas y lignanos (Caranqui, 2017). El aceite
esencial de Palo Santo incluye: flavonoides, monoterpenos, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos, resinas, entre otros (Vacacela, 2012), de los que destacan: a-
pinene, limonene, 1,8-cineole, menthofuran, carvone, myrcene, a-terpineol, mentol,

entre otras (Young et al., 2007).

1.7. Generalidades de la piel
La piel es el érgano méas grande del cuerpo humano, ocupa aproximadamente
1,5 a 2 m? de superficie, pesa aproximadamente 5 kg, su espesor varia entre los 0,5

mm (en los parpados) los 4 mm (en el talon), posee diversas terminaciones nerviosas
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y una extensa red de neuronas que se encargan de recoger informacion (Méndez,

2008), protege las estructuras internas del cuerpo del ambiente externo hostil de

contaminacién, humedad, temperatura y radiaciones; consta de tres capas que son la

epidermis, dermis y tejido subcutaneo (Sarango-Granda, 2019).

Epidermis: es un epitelio plano poliestratificado queratinizado que se renueva

continuamente, se divide en varias capas o estratos (Figura 5). Su funcién es
proteger de amenazas ambientales potencialmente peligrosas, proporcionando
barreras fisicas, quimicas, bioquimicas e inmunoldgicas (Sarango-Granda, 2019).
Las capas o estratos que encontramos en la epidermis son: basal, espinoso,
granuloso y corneo (Naranjo & Maldonado, 2014).

Dermis: es una capa de tejido conectivo que incluye colageno vy fibras elasticas
gue se disponen de forma paralela, esta muy vascularizada, proporciona soporte
mecanico, flexible y compacto a la piel. Es 20-30 veces mas gruesa que la
epidermis y desde la epidermis se desprenden los anexos cutaneos como pelos y
ufias, glandulas sebéaceas y sudoriparas (Lépez, 2016).

Tejido subcutadneo: o también denominada hipodermis, ofrece proteccién contra los

golpes mecanicos y aisla al cuerpo contra el calor y el frio externo, de manera
genera es la regién donde se almacena la energia (Palomino, 2001).
Figura 5

Diferenciacion epidérmica

1. Epidermis
2. Zona de menbrana
basal
F7 3. Dermis
4. Tejido subcutdnea
5. Estrato cérneo
6. Estrato granulosos
s 7. Estrato espinoso
_ |~ 8. Estrato basal

g 9. Estrato papilar
:}‘ 10. Estrato reticular

10

il caa e

Nota. Palomino, 2001.
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1.8. Ventajas de la administracién por via dérmica

La administracion de farmacos a través de la piel se emplea principalmente por
su efecto local, es por ello, que se utilizan para el tratamiento de trastornos cutaneos
superficiales como las enfermedades inflamatorias de piel, infecciones de piel
ocasionadas por bacterias u hongos, prurito y piel seca. Las formas farmacéuticas son
varias, pero entre las mas tradicionales tenemos a las cremas, geles, unglentos,
lociones, entre otras (Minch et al., 2017).
Segun (Kharat & Bathe, 2016) las ventajas en la administracién por via dérmica son:
e Evitar el efecto de primer paso metabdlico.
e Facilidad en su administracion.
e Es posible aumentar la biodisponibilidad del medicamento.
e Permite reducir la frecuencia en la dosificacion.
e Practicidad en la administracion de drogas a personas que por su condicién

médica no puedan optar por medicamentos orales.

e Ladosis diaria requerida es menor que la terapia convencional.
e La liberacién del farmaco es predecible y permite una duracion extendida de la

actividad.

1.9. Promotores quimicos de permeacion

Los promotores de permeacion son sustancias quimicas que actdan sobre la
permeabilidad de la piel mejorando el paso de la droga (Tabla 6). Los promotores de
permeacién deben ser sustancias seguras, no toxicas, farmacolégico vy
fisicoguimicamente inertes y estables, compatibles con el farmaco y resto de
excipientes de la formulacién, no irritantes, no alergénicos y que posean una rapida
dispersién para que permita la recuperacién de la funcion barrera de la piel (Allevato,
2007). Producen modificaciones en la estructura de los lipidos y proteinas

intracelulares, ademas que pueden alterar el coeficiente de reparto del farmaco en la
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piel, y, en algunos casos modifica indirectamente la actividad termodinamica de los
vehiculos de las formulaciones (Calatayud, 2013).
Tabla 6

Ejemplos de promotores quimicos empleados para la absorcion transdérmica

Clasificacion Quimica

Componente

Agua
Sulféxidos y derivados
Ureas

Pirrolidonas y derivados
Azone® y derivados

Tensioactivos
Terpenos
Alcoholes

Acidos grasos

Agua

Dimetilsulfoxido

Urea
N-metil-2-pirrolidona
1-dodecilazacicloheptan-
2 ona

Lauril sulfato sédico
Limoneno

Alcohol caprilico

Acido oleico

Nota. Calatayud,2013.

Mencionando al caso de los terpenos, son sustancias naturales presentes en
los aceites esenciales, ambos, aceites y terpenos han sido descritos como promotores
de permeacién transdérmica de diversas sustancias, esto debiéndose al rompimiento
del empaquetamiento de los lipidos intracelulares, incrementando la difusién del
estrato corneo de farmacos hidroéfilos, para los farmacos lipéfilos en cambio poseen
efectos disolventes que incrementan el reparto del farmaco (Aqil et al., 2007; Paduch

et al., 2007; Sapra et al., 2008).

1.10. Geles y su clasificacion

Los geles son sistemas coloidales termodinamicamente estables, formado por
al menos dos fases: una fase dispersa o discontinua y una fase dispersante o
continla. Estos se forman debido a las macromoléculas que poseen, tales como:
proteinas, polimeros o polisacaridos que se dispersan en un liqguido o agente
dispersante, aumentando de volumen formando una estructura tridimensional, que
gracias a sus fuerzas intermoleculares permanece insoluble sin perder su forma

original y cuyas propiedades reologicas y texturales caracteristicas, dependen
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exclusivamente de la interaccion que se produce entre el solido y el liquido. Desde el
punto de vista farmacéutico, los geles son formas farmacéuticas generalmente
transparentes, de consistencia semirrigida y de facil preparacion que no contienen
aceites grasos en su estructura, aumentando asi la absorcion de los principios activos.
Por ello son utilizados para ejercer una accién tépica sobre las membranas mucosas y
la piel, debido a sus propiedades son usados en muchas aplicaciones industriales
como geles dentales, dermatolégicos, oftalmoldgicos, vaginales, nasales, etc. ya que
presentan una buena viscosidad, extensibilidad, estabilidad a pH acidos, no son
irritantes, no provocan sensibilizacion y no se licuan a temperatura corporal (Medina &
Coloma, 2015). En la (Tabla 7) encontramos un resumen de los tipos de geles segun
(Martinez, 2016; Medina & Coloma, 2015).

Tabla 7

Tipos de geles

Criterio Descripcion
] ) Geles fluidos, semisélidos y sélidos, dependen de la concentracion de

Viscosidad N
gelificante.

Numero de Geles monoféasicos: mezcla de liquidos miscibles.

fases Geles bhifasicos: mezcla de liquidos inmiscibles.
Geles elasticos: enfriamiento del sol liéfilo tras previo calentamiento,
Estructura propiedades de imbibicion.

Geles no elasticos: no tienen propiedades de imbibicién.

Geles inorganicos (Ej.: magma de bentonita).
Naturaleza de la . ) o o ]
] Geles organicos naturales (Ej.. goma arabiga) y sintéticos (Ej.:
fase interna ] ) .
hidroxipropilcelulosa)

Geles hidréfobos: Se constituyen de parafina liquida, aceites grasos y
otros compuestos lipidicos. Poseen mejor termoestabilidad, adherencia y
) extensibilidad al contacto con la piel.
Comportamiento o ) . o
Geles hidrofilicos o lipogeles: Se constituyen de agua y otros liquidos
frente al agua o o N ] o
hidréfilos como la glicerina, son gelificados por sustancias poliméricas, al
contacto del polimero con el agua aumentan su volumen, pero mantienen

su forma.

Nota.(Martinez, 2016; Medina & Coloma, 2015).
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1.10.1. Principales componentes de los geles

Segun (Cajas, 2013; LLanga, 2019) los geles se componen de:

Principio activo: se conoce como una sustancia pura quimicamente definida,
extraida de una fuente natural o sintetizada en el laboratorio, dotada de una accion
biolégica que puede o no ser aprovechada por sus efectos terapéuticos.

Vehiculo: son sustancias de naturaleza acuosa u oleosa. Cuando la formula
farmacéutica es liquida, el diluyente se conoce como vehiculo, que puede ir 0 no
acompafado de otros excipientes, el vehiculo es el elemento imprescindible de
estas formulaciones y se pueden mencionar de dos tipos:

o Principal: es el que va en mayor proporcién y el mas utilizado es el agua
destilada o desionizada en el caso de los hidrogeles, o aceite mineral en los
lipogeles.

o Secundarios: se utilizan para disolver algunos componentes de la
formulacion y contienen los grupos hecesarios para la formacién de
puentes de hidrégeno, entre estos estan: etanol, glicerina, propilenglicol,
sorbitol o soluciones hidroalcohdlicas.

Agente tensoactivo: son compuestos quimicos que al disolverse en agua o0 en
otro disolvente disminuyen su tensién superficial y modifican las propiedades de la
interfase, de este modo, la principal actividad es disminuir la tensién superficial
entre dos fases y son utilizados principalmente en los lipogeles.

Agente neutralizante: se incorporan en formulaciones pH dependientes. En la
mayoria de los casos se trata de bases organicas o inorganicas, tales como NaOH
o trietanolamina. La naturaleza de la base neutralizante puede influir en ocasiones
en el tacto y en la transparencia final del preparado, en lineas generales, cuanto
mas fuerte es la base, mas rigidos y transparentes son los geles obtenidos.
Conservantes: mantienen las caracteristicas organolépticas y microbiologicas de
las formulaciones el mayor tiempo posible. Los conservantes mas usados son el

metil y propil parabenos, benzoato de sodio, acido benzoico entre otros.
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e Agentes gelificantes: sustancias poliméricas organicas capaces de formar

estructuras tridimensionales en medio liquido, es decir al entrar en contacto con

otra, aumenta su viscosidad.

1.11. Control de calidad de producto terminado

El control de calidad es un conjunto de analisis que permiten precautelar que

las materias primas, materiales de acondicionamiento, procesos desarrollados y

producto terminado cumplan con la calidad idonea para su uso (Sarango-Granda,

2017). Entre los parametros de evaluacion méas habituales tenemos los que se detallan

en la tabla 8.

Tabla 8

Parametros de control de formulaciones en desarrollo

Parametro

Descripcién

Organolépticos

Fisicos

Quimicos

Eficacia*

Se evalla el producto mediante la apreciacion receptada a través de los
organos de los sentidos, es decir, el producto debe presentar: color, olor
y textura

pH, extensibilidad, viscosidad.

Cualitativos: andlisis gravimétricos y volumétricos

Cuantitativos: HPLC, cromatografia, etc.

Concentracion  Minima Inhibitoria:  minima  concentracién de
antimicrobiano (ug/mL) que inhibe el crecimiento visible de un
microorganismo luego de 24 horas de incubacién a 37°C. Proporciona

informacién acerca de posibles resistencias.

*Se hace referencia a evaluacion de eficacia del farmaco frente a cepas microbianas.
Nota.(Horna Quintana et al., 2005; Pérez, 2015; Rivera, 2010).
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Capitulo 1l

Metodologia

2. Ensayos de preformulacion

2.1. Estudios de solubilidad

Se mezclé 4 mg de AmB (Acofarma) con 2 mL de solventes organicos tales como
DMSO (Alfa Aesar), asi como solventes comunmente utilizados en formulaciones de
uso topico, incluyendo glicerina, propilenglicol, Lauroglicol, Labrafac, Plurol oleique,
aceite de ricino. Estas mezclas se agitaron por 30 minutos a 1500 rpm utilizando un
agitador magnético. Transcurrido ese tiempo, las muestras se dejaron en equilibrio por
24 horas, se centrifugaron y el sobrenadante fue disuelto con metanol para proceder a
la cuantificacion utilizando un espectrofotémetro UV-Visible DR 6000 (Hach,
Dusseldorf, Alemania).

2.2. Estudio de Compatibilidad mediante el Disefio factorial completo 23

Para la seleccion de excipientes se llevo a cabo un disefio factorial completo 23 que
requiere la realizacion de 8 ensayos. Para la obtencion de las mezclas y su posterior
analisis se utiliz6 el programa estadistico llamado STATGRAPHICS. Este método
suministra informacién acerca de la compatibilidad de cada excipiente con el principio
activo.

En este disefio factorial se estudiaron tres factores en dos niveles cada uno (Tabla 9).
Tabla 9

Condiciones experimentales

Factores Niveles
(+) @)
A: Polimero Carbopol Carboximetil celulosa (CMC)
B: Cosolvente Propilenglicol Glicerina
C: Conservantes Benzoato de sodio Parabenos

Nota. Elaborado por la autora.

Mediante la matriz resultante del andlisis factorial para este caso, se puede establecer

la influencia de los tres factores (A, By C) (Tabla 10).
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Tabla 10

Matriz del disefio factorial 22 para el desarrollo de las mezclas

N° Ensayo Factores

A B C
M1 - - -
M2 + - -
M3 - + +
M4 + + -
M5 - - +
M6 + - +
M7 - + -
M8 + + +

Nota. Elaborado por la autora.

A la vez, los excipientes comunes para las 8 mezclas fueron: DMSO y agua suficiente
para formar el gel deseado. Adicionalmente, se prepararon 8 mezclas mas siguiendo

el mismo procedimiento, pero con la incorporacion de aceite de palo santo.

2.3. Optimizaciéon del método de elaboracién

La metodologia descrita a continuacion fue aplicada para todas las mezclas obtenidas
en el disefio factorial.

Para la elaboracién del gel primero se pesaron todos los excipientes por separado.
Para la mezcla 1: Se colocé el polimero en un vaso de precipitacion con agua
destilada y se dejé en reposo por un tiempo aproximado de 30 minutos para que el
polimero se hidrate.

Para la mezcla 2: Se afiadié la AmB con el DMSO en un vaso de precipitacién, se
sometid a bafio Maria por aproximadamente 10 minutos hasta que se observo
disolucién completa de la AmB. Se dejé enfriar y finalmente se afiadio el aceite de palo
santo (segun corresponda) junto al humectante.

Transcurrido el tiempo de la mezcla 1 se agitd a 800 rpm en el agitador de hélice
ULTRATURRAX, IKA modelo T50 DS1, luego se afadieron los conservantes y el

modificador de pH y se mezclé por un tiempo aproximado de 40 minutos hasta
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observar que se incorporen los excipientes. Finalmente se agregd la mezcla 2 a una

temperatura de 20 °C y se mezclé por un tiempo de 10 minutos.

2.4. Seleccion de la férmula final para un gel de AmB y un gel de AmB mas
aceite de palo santo

Todas las mezclas obtenidas en el disefio factorial fueron evaluadas en términos de

pH, viscosidad, presencia de grumos o precipitados (siguiendo la metodologia descrita

en el apartado 3.2) en el tiempo 0 y después de las 8 semanas de almacenamiento a

temperatura ambiente. Las formulas que presentaron cambios minimos en estos

parametros durante el tiempo estudiado fueron seleccionadas como formulaciones

finales.

2.5. Caracterizacion fisicoquimica de las formulas finales

Tanto el gel de AmB (Gel AmB) como el gel de AmB y palo santo (gel AmB+PS)

fueron caracterizados fisica y quimicamente para los siguientes paradmetros:

2.5.1. Aspecto

Se evalu6 visualmente, considerando si se encuentran particulas extrafias y se

observa si la formulacién presenta uniformidad y homogeneidad.

2.5.2. Presencia de grumos

Se aplicd una pequefia cantidad de gel en el dorso de las manos con un ligero masaje

para observar la presencia o ausencia de grumos (Cruz, 2009).

2.5.3. Evaluacién de pH

Calibramos el equipo OAKTON, modelo 700 con soluciones tampones de pH (4-7-10).

Para evaluar el pH del gel se prepar6 una solucién que contiene 50 mL de agua

destilada y 1 g de gel. Se sumergi6 el electrodo en la solucién y se registra el valor que

indica el equipo.
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2.5.4. Evaluacion de la viscosidad

Para medir la viscosidad del gel se utilizé el equipo marca AND modelo SV-
100. Una vez encendido el equipo, la formulacién fue depositada en la cubeta hasta
donde indica la sefial. Se puso en marcha el equipo y se anot6 el resultado.
2.5.5. Evaluacion de la extensibilidad
Se trazdé un plano cartesiano en papel milimetrado y se colocé sobre una balanza.
Sobre el papel milimetrado se colocé una placa de vidrio y se afiadié 1 g de gel en el
centro del plano cartesiano. Posteriormente, se sobrepuso otra placa sobre la cual se
agregaron diferentes pesos, registrando los radios obtenidos tras cada peso hasta
notar que la formulacion ya no se dispersaba. Para encontrar el resultado utilizamos la
siguiente férmula A=N(r)?
A: Area
M: relacion entre la longitud de una circunferencia y su didametro (3.141592653...)

r: radio de las diferentes mediciones

. donde |—|(r)2 es el promedio de las mediciones

2.6. Contenido de farmaco

La determinacién cuantitativa de AmB en el gel, se realizd en el laboratorio de Quimica
y Ciencias Exactas de la Universidad Técnica Particular de Loja, en el equipo de
cromatografia de liquidos de alta resolucibn HPLC marca Bruker amazon bajo las

siguientes condiciones.

Fase movil: acetonitrilo y acido acético glacial 3.75% a una proporcién de

65:35.

Longitud de onda 406 nm.

Volumen de inyeccion 1 pL

Columna: Kromasil 100 C18 (250 x 4.5 cm, 5 pm).


https://es.wikipedia.org/wiki/Circunferencia
https://es.wikipedia.org/wiki/Di%C3%A1metro
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2.6.1. Preparacion de la curva de calibrado

Se preparo6 la solucibn madre a una concentracion de 1 mg/mL, para ello se peso6 25
mg de AmB con 5 mL de DMSO y se afor6 con 25 mL de metanol, luego se sometio la
mezcla a ultrasonido por 10 minutos. A partir de esta solucién se obtuvo una curva de
calibrado en un rango de concentracion de 6.25 a 200 pg/mL utilizando fase movil para
las diluciones.

2.6.2. Preparacion de las muestras

Las muestras se prepararon a una concentracion de 20 pug/mL, para ello se pes6 100
mg del gel, afladimos 2750 pL de DMF mas 2250 pL de metanol se agitd
constantemente con una varilla agitadora y se llevé al ultrasonido hasta observar que
se disuelva bien la formulacion, por ultimo, depositamos las mezclas en viales para
HPLC.

2.7. Eficacia

2.7.1. Preincubacion bacteriana de Candida albicans

Las cepas fueron donadas por el laboratorio de bioensayos del departamento de
Quimica aplicada. Estas cepas se obtuvieron por un proceso denominado overnight en
donde se incuba la bacteria a 37 °C por un tiempo de 16 -18 h en un fermentador. El
crecimiento de colonias blancas puede indicar la presencia de C. albicans, que se
confirma por ensayos de identificacion.

2.8. Prueba de microdilucion en caldo CMI

Se pesd 1 mg de gel en un tubo eppendorf, se afiadié 80 uL de DMSO y se dejo
reposar por 48 horas. Pasadas las 18 horas de la pre incubacion se prosiguié con el
ensayo: en una cubeta se afiade 10 mL de caldo saboraud y 10 uL de la bacteria esto
equivale a 1.5x10? UFC en la escalada de Mcfarland. Luego, se realizé el ensayo de
microdilucion para ello utilizamos una placa estéril de poliestireno de 96 pocillos y se
afiadio en todos los pocillos 100 uL de caldo saboraud, y en la fila A 80 pL de caldo

més 20 pL del gel con el fin de ajustar a 200 pL, luego se tom6 100 pL de la solucion
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de la fila A hacia la fila B, sucesivamente realizando soluciones seriadas hasta llegar a

la fila H, en la dltima fila se re suspende y los ultimos 100 pL son descartados.

Para esterilidad: se afiadié 200 pL de caldo

Para control negativo: se afiadié 180 uL de caldo saboraud + 20 pL de DMSO.

Para control positivo: se afiadi6180 pL + 20 pL de antibiético anfotericina 0.25 mg/mL.

2.9. Estudios de estabilidad fisica y quimica de los geles de AmB con aceite
de palo y sin aceite de palo santo

Tanto el gel AmB como el gel AmB+PS fueron envasados herméticamente y

almacenados por duplicado en diferentes condiciones ambientales segun la normativa

ICH (International Council for Harmonisation): 30°C * 2°C (temperatura) / 65% + 5%

(humedad relativa) y 40°C = 2 °C (temperatura) / 75% * 5% (humedad relativa)

durante 4 meses. Todas las muestras fueron evaluadas fisica y quimicamente al

tiempo 0 y después de transcurrido los 4 meses.

2.10. Estabilidad fisica

2.10.1. Determinacion de precipitados

Consiste en separar sustancias sélidas suspendidas en liquidos, para lo cual se
aprovecha la fuerza centrifuga que se produce en todo cuerpo al momento que gira
(Garcia & Gomez, 2000). En este trabajo, se afiadié 1 g de formulacion en un tubo de
ensayo conico, luego se centrifugd a un ciclo de 3000 rpm durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se evalud visualmente la presencia o
ausencia de precipitados.

2.10.2. Estabilidad por Termorresistencia

Para realizar esta prueba se colocé 1 g de gel en un crisol y se sometid a una
temperatura de 37° C por un tiempo de 12 horas. Transcurrido ese tiempo se evalud
visualmente si se presentaron cambios fisicos (Perez, Rodriguez, Morales, Soler, &

Matin, 2011).
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2.10.3. Estabilidad quimica

Las formulaciones del gel AmB y gel AmB+PS en las diferentes condiciones de estudio
fueron analizadas mediante HPLC en el tiempo 0 y después de 21 dias siguiendo el
método descrito en el apartado 3.2.6 para determinar la estabilidad quimica de la

formulacién en las condiciones de almacenamiento sefaladas.
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Capitulo 1l

Resultados y Discusion

3. Preformulacion

3.1. Solubilidad

Este farmaco es de naturaleza anfifilica, presenta un peso molecular de 924,08, pKa
de 5.5, 10.0 y un log P de 2.80. En este estudio, se observ6 una mayor solubilidad del
farmaco en el DMSO, propilenglicol y glicerina, y, por lo tanto, fueron seleccionados
como cosolventes para los estudios posteriores (Tabla 11). El propilenglicol es un
liquido incoloro, inodoro, que se utiliza altamente en la industria farmacéutica para la
elaboracion de cremas, jabones, geles. Se caracteriza por su gran capacidad
humectante, buena viscosidad, gran solubilidad especialmente en agua y en
compuestos como etanol, acetona, aceite de pino, ademas es utilizado como un gran
estabilizador para surfactantes y ha demostrado ser un vehiculo adecuado para
solubilizar la AmB (Arevalo & Bravo, 2018). La glicerina es un liquido viscoso
transparente que se utiliza principalmente como humectante y es considerado por sus
caracteristicas como gran disolvente. Ademas, presenta una buena estabilidad, posee
una muy baja toxicidad y no causa irritacion por lo que representa un excipiente idéneo
al momento de trabajar en formulaciones cosméticas y farmacéuticas de uso tépico
(Lafuente, 2017). Por su parte el DMSO, se presenta como un liquido transparente
incoloro, se describe una gran capacidad de penetracibn en tejidos animales vy
vegetales por lo que se lo ha involucrado en la medicina con una amplia actividad
farmacoldgica vasodilatadora y antinflamatoria (Gaspar et al., 2012). Por su baja
toxicidad es practicamente inocuo cuando se aplica a través de la piel. Estudios
recientes han descrito una gran efectividad antinflamatoria administrado en forma de
pomada al 50% para pacientes con procesos inflamatorios en el sindrome del dolor
regional complejo. Asimismo, posee grandes propiedades disolventes que favorecen el

reparto de los farmacos en la piel por lo que es el disolvente 6ptimo para compuestos
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que son insolubles en agua en nuestro caso AmB (Moran, Olivera, Sanchez, &
Handall, 2017), (Olaya, 2012). De la misma manera se corrobora con los datos de la
Farmacopea Argentina, 2003 que describe la alta solubilidad de la AmB en DMSO y
DMF. Finalmente, los resultados de este estudio coinciden con estudios previos en los
que se reporta que AmB se puede disolver parcialmente en propilenglicol y es
insoluble en agua (C. Lépez, Torrado, & Cordoba, 2016).

Tabla 11 .

Solubilidad de la AmB en los diferentes solventes ensayados.

Componente Solubilidad mg/MI
Propilenglicol 1.09
Glicerina 1.02
Labrafac 0.23
Plurol oleique 0.78
Aceite de ricino 0.85
Lauroglicol 0.92
DMSO 3.82

Nota. Elaborado por la autora.

3.2.  Estudio de Compatibilidad mediante el Disefio Factorial Completo 23

El disefio factorial nos permite obtener informacion acerca la influencia de los factores
sobre el principio activo en las diferentes formulaciones. El estudio de compatibilidad
se llevé a cabo en el programa estadistico STAHGRAPHICS, en donde se obtuvieron
8 mezclas, cuyas formulaciones se detallan a continuacion.

Tabla 12

Formulaciones del Disefio Factorial Completo 23

M1 (%) | M2 (%) | M3 (%) | M4 (%) | M5 (%) | M6 (%) | M7 (%) M8 (%)
CMC 3 3 3 3
Carbopol 1 1 1 1
Glicerina 20 20 20 20
Propilenglicol 20 20 20 20
Benzoato de Na 0.02 0.02 0.02 0.02
Metil parabeno 0.002 0.002 0.002 0.002
Propil parabeno | 0.018 0.018 0.018 0.018
Trietanolamina 1 1 1 1
Acido citrico 0.25 0.25 0.25 0.25
DMSO 5 5 5 5 5 5 5 5
Palo Santo 2 2 2 2 2 2 2 2
API 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
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Agua | c.s.p c.s.p c.s.p c.s.p c.s.p c.s.p c.s.p c.S.p

Nota. Elaborado por la autora.

3.3.  Seleccion de la formulacién

Todas las mezclas obtenidas fueron caracterizadas en términos de pH, viscosidad y
presencia de grumos o de precipitados. Como se puede observar en las Tablas 13 y
14, las mezclas 1, 4, 8 presentaron precipitados o formaron grumos después de las 8
semanas de almacenamiento por lo que fueron descartadas, mientras que las formulas
2, 5, 6 presentaron cambios significativos de pH o de viscosidad especialmente la

mezcla 7 se presentd con un aspecto escurridizo.



Tabla 13

Mezclas de gel de AmB con aceite de palo santo (Gel AmB +PS)

Tiempo 0 8 semanas Anédlisis de datos
Mezcla pH Vlsc(:gzl)dad Grumos Precipitados  pH Vlsc(:gzl)dad Grumos Precipitados Va”a;'_(') n de Vﬁ;‘?g;?gaze
1 7 7.98 ausencia Ausencia 8 5.19 ausencia presencia 1 2.79
2 4 6.62 ausencia Ausencia 8 5.34 ausencia ausencia 4 1.28
3 6 10.45 ausencia Ausencia 6 9.69 ausencia ausencia 0 0.76
4 5 8.74 ausencia Ausencia 8 4.7 Presencia presencia 3 4.04
5 4 6.79 ausencia Ausencia 8 5.12 ausencia ausencia 4 1.67
6 7 10.53 ausencia Ausencia 6 4.83 ausencia presencia 1 5.7
7 5 3.35 ausencia Ausencia 5 2.58 ausencia ausencia 0 0.77
8 5 4.7 ausencia Ausencia 8 5.19 ausencia presencia 3 0.49
Nota. Elaborado por la autora.
Tabla 14
Mezclas de gel de AmB (Gel AmB)
Tiempo 0 8 semanas Analisis de datos
L L o Variaciéon
Mezcla pH Viscosidad V?jrlamon Variacion de pH Viscosidad Grumos Precipitados variacion de
e Ph viscosidad de pH . ;
viscosidad
1 6 6.57 Ausencia Ausencia 5 3.11 ausencia presencia 1 3,46
2 6 51 Ausencia Ausencia 7 3.66 ausencia ausencia 4 1,44
3 6 9.45 Ausencia Ausencia 6 8.41 ausencia ausencia 0 1,04
4 6 6.87 Ausencia Ausencia 6 4.7 ausencia presencia 3 2,17
5 7 6.79 Ausencia Ausencia 7 5.12 ausencia ausencia 4 1,67
6 6 4.12 Ausencia Ausencia 6 2.25 ausencia presencia 1 1,87
7 6 3.97 Ausencia Ausencia 7 2.58 ausencia ausencia 0 1,39
8 6 3.66 Ausencia ausencia 7 2.06 ausencia presencia 3 1,6

Nota. Elaborado por la autora.

33



34

3.4. Estudios de efectos e interacciones entre los diferentes factores del Gel
AmB+PS

Con los resultados de la (Tabla 13), se realiz6 un analisis estadistico en el programa
STATGRAPHICS para evaluar los efectos e interacciones entre los diferentes factores
utilizando los datos de variaciéon de pH y viscosidad después de las 8 semanas de
almacenamiento de las mezclas.

Como puede observarse en la (Figura 6A), el polimero carbopol (+) y el cosolvente
glicerina (-) poseen un mayor efecto en la variacién de pH en comparacion con la CMC
(-) y propilenglicol (+), respectivamente. Mientras que, en cuanto al conservante se
observa un efecto similar tanto para el Benzoato de sodio (+) como para los parabenos
(-) frente a la variacion de pH.

La (Figura 6B) muestra las interacciones entre los diferentes factores. Con respecto al
conjunto AB que corresponde al polimero y al cosolvente existe un mayor efecto en la
variacion de pH cuando se mezclan el Carbopol (+) con el propilenglicol (+) y menor
efecto cuando se mezclan CMC (-) y propilenglicol (+), en cuanto a las interacciones
entre AC (polimero y conservante) se observa que existe un mayor efecto en la
variacion de pH entre Carbopol (+) con parabenos (-) y un menor efecto entre CMC (-)
con los parabenos (-). Finalmente, en cuanto a la interaccion BC (cosolvente y
conservante) se observa que existe un mayor efecto en la variacién de pH entre el
cosolvente glicerina (-) y cualquiera de los conservantes, mientras que existe un menor

efecto entre el propilenglicol (+) y cualquier conservante.
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Figura 6
Efectos e interacciones de los factores en la variaciéon de pH de las formulaciones de gel
AmB+PS

A B

Gréfica de Efectos Principales para pH Gréfica de Interaccién para pH
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Nota. Elaborado por la autora.

En la (Figura 7A) se detalla los efectos principales de los factores sobre la viscosidad
de las formulaciones de gel de AmB + PS. Se observa que el polimero carbopol (+), el
cosolvente glicerina (-) y el conservante parabenos (-) poseen un mayor efecto en la
variacion de viscosidad en comparacion con el CMC (-), propilenglicol (+) y el
benzoato de sodio (+) respectivamente.

La (Figura 7B) muestra las interacciones entre los diferentes factores de las
formulaciones de gel AmB + PS. Con respecto al conjunto AB que corresponde al
polimero y al cosolvente existe un mayor efecto en la variacién de viscosidad cuando
se mezclan el Carbopol (+) con glicerina (-) y menor efecto cuando se mezclan CMC (-
) y propilenglicol (+), en cuanto a las interacciones entre AC (polimero y conservante)
se observa que existe un mayor efecto en la variacion de viscosidad entre Carbopol
(+) y benzoato de sodio (+) y un menor efecto entre CMC (-) y benzoato de sodio (+).
Finalmente, en cuanto a la interaccion BC (cosolvente y conservante) se observa que
existe una mayor influencia en la variacién de viscosidad entre el cosolvente glicerina
(-) y el conservante benzoato de sodio (+), mientras que existe un menor efecto entre

el propilenglicol (+) y benzoato de sodio (+).
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En conclusion, al analizar los efectos y las interacciones entre los diferentes factores
de las mezclas de gel AmB+PS sobre los cambios en el pH y viscosidad se confirma
que la formula més estable resulta de la combinacion de CMC, propilenglicol y
benzoato de sodio, por lo tanto, resultan ser los excipientes mas idéneos para la
formulacion final.

Figura 7

Efectos e interacciones de los factores en la variacion de viscosidad de las formulaciones de

gel AmB+PS
Gréafica de Efectos Principales para Viscosidad Grafica de Interaccién para Viscosidad
29F E 4F =
+
26 R oF / . ]
= -
23 T g - + -
e & 2 - -
2 -
2+ = >
+
1k .
17+ - - +
ok n
& -1,0 1,0 -1,0 1,0 -1,0 1,0
-1,0 1,0 -1,0 1,0 -1,0 1,0
AB AC BC
Polimero Cosolventes Conservantes

Nota. Elaborado por la autora.

Con los datos obtenidos a partir del disefio factorial, se escogi6 la mezcla que
presentd mejores caracteristicas fisicas por lo que Unicamente la mezcla 3, mostré
estabilidad fisica durante el tiempo estudiado y en base al andlisis estadistico fue la
mezcla que contenia bajas interacciones, por lo tanto, fue seleccionada como férmula
final, cuya composicion se detalla a continuacion (Tablalb).

Tabla 15

Composicién de las formulas finales

Funcion Excipientes Gel AmB (%) Gel Ag}g +PS
Polimero Carboximetilcelulosa 3 3
Humectante - Cosolvente Propilenglicol 20 20
Conservante Benzoato de Sodio 0.02 0,02
Vehiculo Agua Csp. Csp.
Modificador de Ph Acido citrico 0,25 0,25
Promotor Aceite esencial de palo 2

santo
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API AmB 0,1 0,1

Cosolvente DMSO 5% 5%

Nota. Elaborado por la autora

3.5. Caracterizacion fisicoquimica de la férmula final

3.5.1. Caracteristicas organolépticas

Tanto el gel de AmB como el gel de AmB+PS presentaron un color amarillo y aspecto
homogéneo sin la presencia de grumos o precipitados, consecuentemente los dos
geles se presentaron estéticamente aceptables y agradables al tacto. El gel de
AmB+PS presentd un ligero y agradable olor citrico, caracteristico del aceite esencial
de palo santo.

3.5.2. Andlisis de pH

La evaluacion del pH es un parametro importante para evitar dafios o irritacién a la
piel. Las dos formulaciones se encuentran con un pH de 6 tal como lo especifica la
(USP33, 2010) que acepta los valores entre 5.5 a 6.5 para semisélidos de aplicacion
cutdnea (Tabla 16). Asi mismo, podemos comparar nuestro resultado con un estudio
previo (Umavedi et al., 2018) acerca de la evaluacién de gel poli herbal para actividad
anti fungica donde coinciden los valores de pH de su formulacion considerandolo como
un valor satisfactorio.

Tabla 16

Caracterizacion fisica del gel de AmB y gel de AmB y aceite de palo santo

MEZCLAS PH VISCOSIDAD EXTENSIBZILIDAD
mPa cm
GEL AMB 6 8410 12.25
GEL AMB+ PS 6 9690 26,78

Nota. Elaborado por la autora

3.5.3. Analisis de extensibilidad
Figura 8
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Analisis de Extensibilidad de las mezclas en TO y 8 semanas

Gel AmB+PS Gel AmB
15

104

Extensibilidad (cm?)

Extensibilidad (cm?)

T T
0 200 400 600 0

T T 1
Peso (g) 0 200 400 600

Peso (g)
Nota. Elaborado por la autora.

En la Figura 8 observamos que existe mayor extensibilidad por parte del gel de AMB
+PS que el gel de AMB. El valor de extensibilidad del gel AmB+PS se confirma con
estudios previos en donde se observé resultados similares considerandose como
optimos (G. Loépez, Ortonobes , & Garcia, 2015). De igual forma se corrobora el
estudio de formulas farmacéuticas en piel y mucosas que vehiculicen extractos
vegetales con actividad antimicrobiana de Pérez, 2018 en donde se observa una
mayor extensibilidad al incorporar el extracto del género Lippia comparada con la
formulacion sin extracto. Un gel no debe ser ni poco extensible (muy viscoso), ni
demasiado extensible (muy fluido) ya que seria muy desagradable a la hora de su
aplicacion e incémodo para el paciente, por lo que se requiere que se mantenga en un
término medio y que con el tiempo la formulacion se encuentre estable ya que la
eficacia terapéutica de los geles depende de su propagacion en el area afectada,
considerandose un factor importante del tratamiento (Dantas et al., 2016).

3.5.4. Andélisis de viscosidad

La viscosidad es un parametro importante que podria afectar a la liberacion del
farmaco influyendo en la velocidad de difusion del farmaco a partir de los vehiculos.
Los resultados de viscosidad de la formulacion (Tabla 16) se observa que existe la
viscosidad del GEL AMB+PS es mayor que el GEL AMB, el resultado del Gel de

AMB+PS muestra valores similares a estudios previos que han reportado valores de
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6230 mPas considerando el tipo de gel con viscosidad media estableciendo un rango
entre 1000-10000 mPas que es lo que se busca en la formulacién (Nardi et al., 2018).
La viscosidad es un parametro de gran importancia al momento de envasar un
producto farmacéutico, ya que puede ser muy dificil de manipular si es muy viscoso o
en caso de que la preparacion fuese muy ligera podria ser muy escurridiza y afectaria
al momento de aplicarse en la piel, sin lograr la necesidad clinica (Pei-l & Donald,
1999) .
3.6. Contenido de farmaco
Los resultados de HPLC mostraron la presencia de un pico en un tiempo de entre 2 a
3 minutos con una resolucion satisfactoria y sin interferencias presentes por lo que
convierte en un método rapido para cuantificar AmB (Figura 9). La curva de calibrado
mostro linealidad en el rango de concentracion de 6.5 a 200 pg/mL con un r?> de 0.9999
(Figura 10). Por lo tanto, se concluyé que el método analitico es confiable para la
cuantificacién de la AmB y se us0 tanto para los estudios de contenido de farmaco
presente en la formulacion como para evaluar su estabilidad quimica.

Figura 9

Representacién Cromatografica HPLC de AmB
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Nota. Se detalla la curva de AmB con su peso molecular 924,08

en el minuto 3 a 500ppm
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Figura 10

Curva de calibrado de AmB a un rango de concentracion de 6.5 a 200 pg/mL

CURVA DE CALIBRADO
200000000
y =379252x+216752
150000000 R2 50,9999

100000000
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50000000

o]
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
CONCENTRACION

Nota. Elaborado por la autora.

En cuanto al contenido de farmaco, se evidencié un contenido del 98.5% para el gel
de AmB+ PS y un 96.2% para el gel AmB. Por lo tanto, las formulaciones
desarrolladas presentan la cantidad 6ptima ya que las normas ICH establecen que el
porcentaje de principio activo debe encontrarse entre 95 -105% para que proporcione
la eficacia terapéutica deseada. (Gomez, Martinez, & Martinez, 2010).

3.7. Evaluacion de eficacia por el método de concentracion minima inhibitoria

en caldo

En cuanto a la evaluacién de eficacia, realizamos ensayos de microdilucién en placa,
obteniendo los siguientes resultados (Tabla 17).

Tabla 17

Concentracion minima inhibitoria para C. albicans

Producto MIC (ug/mL)
C. albicans ATCC 10231
AMB 0.00156
Gel AmB 0.125
Gel AmB + PS 0.0625
Aceite de PS 12.5
Vehiculos del gel 1000

Nota. Elaborado por la autora.
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Los resultados de las pruebas realizadas de la AmB muestran una gran sensibilidad
frente a la cepa de C. albicans. Estudios realizados por Swinne, et al. 2005, hablan
acerca de la susceptibilidad de la AmB que inhibe hasta el 90% del crecimiento y que
la concentraciébn minima inhibitoria es de 0.005 pg/mL. La AmB pura usada en este
estudio mostrd una eficacia mayor frente al patégeno con un valor de 0.0015 pg/mL
(Duarte & Herrera, 1995), (Cuenca-Estrella et al., 2002). Adicionalmente, el aceite
esencial de palo santo (B. graveolens) mostr6 una capacidad para inhibir el
crecimiento de C. albicans a una concentracion de 12.5 ug/ mL. Por su parte, el
vehiculo no mostré un resultado relevante frente al patégeno, por lo que se concluye
gue los excipientes no presentan actividad frente a C. albicans. La incorporacion del
aceite de palo santo en la formulacién del gel AmB+PS mejor6 la eficacia frente al
patégeno, exhibiendo una CMI de 0.0625 pg/mL aproximadamente la mitad de la
observada para el gel AmB (0.125 pug/mL). Por lo tanto, este resultado sugiere que el
uso del aceite de palo santo puede usarse como estrategia para potenciar la eficacia
de la formulacién o para reducir la cantidad de AmB en la formula y con ello reducir los
efectos secundarios relacionados al farmaco, lo que la convierte en una formulacion
idénea para el tratamiento de candidiasis en la piel.

Estos hallazgos, incitan a realizar una investigacibn mas profunda sobre el rol del
aceite esencial de palo santo y su aplicacion frente a C. albicans, ya que no existen
estudios previos que reporten la eficacia de este aceite en el tratamiento de la
candidiasis. Sin embargo, si ha sido reportada una actividad antibacterial frente a
cepas Gram positivas como S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes, C. perfringens,
Gram Negativas como E. coli, pseudormona aeruginosa (Sotelo, Figueroa, Cesare
Coral, & Alegria, 2017; Vacacela, 2012) actividades que han sido atribuidas a su
composicion alta en de D-Limoneno, asi como otros monoterpenos y sesquiterpenos,
adicionalmente posee otros compuestos como lupeol y epilupeol donde han reportado
gue pueden utilizarse para enfermedades como sarcoma y arteroesclerosis rescatando

la importancia del aceite de palo santo en el campo medicinal (Mora, 2014). La



42

actividad antimicrobiana de los compuestos terpénicos(limoneno) es el resultado de su
difusion a través de la membrana citoplasmatica ya que poseen la capacidad de alterar
la permeabilidad y fluidez de la misma, afecta el transporte de iones de compuestos
hidrocarbonados lo que produce una expansion y cambios en la fluidez sobre la
membrana provocando la muerte del patégeno (Lujan et al., 2012), (Leyva & Martinez,
2007).

Se demuestra que la férmula farmacéutica que contiene el aceite esencial de palo
santo (B. graveolens) (Gel AmB+PS) posee una muy buena sensibilidad inhibiendo a
C. albicans. comparada con la formulacién solo con AmB. Sin duda la capacidad para
gue se produzca una gran actividad en la cepa de C. albicans va de la mano tanto
como de la AmB como del aceite de palo santo por lo que lo convierte en una

formulacién idonea para el tratamiento de candidiasis en la piel.
3.8. Control de Calidad del producto

3.8.1. Estudios de estabilidad fisicay quimica

Algunos factores ambientales como humedad, luz, composicidén, propiedades fisico
guimicas del principio activo y excipientes intervienen con la estabilidad de las
férmulas farmacéuticas. Es importante la constante evaluacion de los diferentes
parAmetros establecidos para obtener una férmula magistral que cumpla con las

caracteristicas y el efecto terapéutico deseado (Perez et al., 2011).

3.8.2. Estudios de estabilidad de las propiedades organolépticas y fiscas

En este trabajo se realiz6 un estudio de estabilidad de las propiedades organolépticas
y fisicas durante 26 dias para confirmar si el gel AmB y gel AmB+PS se mantenian
estables o cambiaban con el tiempo. Con respecto a los resultados de las propiedades
organolépticas a los 26 dias de evaluacion (tabla 19) tanto las preparaciones de los
geles AmB como el gel AmMB+PS sometidos a diferentes temperaturas se mantuvieron

de color amarillo, con el olor inicial caracteristico, no mostraron enranciamiento,
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tampoco se observaron presencia de grumos y su aspecto continuaba homogéneo, sin
separacion de fases.

En cuanto a los resultados de termorresistencia (Tabla 19) se observa que tanto el Gel
AmB como el gel AmMB+PS sometidos a diferentes temperaturas no presentan cambios
transcurridas las 12 h y en cuanto a la prueba de centrifugacion se observa que no se
formaron precipitados ni que las fases se separaron tanto en el tiempo 0 como
después de 21 dias de la elaboracion (Aslani, Zolfaghari, & Fereidani, 2018). La
presencia de precipitados se debe a la falta de solubilidad del farmaco debido a su
naturaleza lipofilica, por lo que es dificil solubilizar y solo se disuelve en solventes
organicos, en este caso el DMSO. Sin embargo, el resultado presentado en este
estudio muestra que la formulaciébn desarrollada tiene un alto potencial de
solubilizacién de la AmB, lo que proporciona la estabilidad demostrada.

En cuanto a la evaluacion del pH la muestra sometida a diferentes temperaturas se
observa que las formulaciones no presentan cambios de pH manteniéndose estables
durante los 21 dias de estudio. Este factor es muy importante en cuanto a la presencia
de signos de irritacion cutanea si estas no se mantienen entre el rango establecido
USP 33, 2010 como se habia mencionado antes en el apartado 4.1.1.

Los resultados de la viscosidad al tiempo O y durante 21 dias demuestran que los
geles de AMB+PS almacenados en frascos de vidrio y en frascos de vidrio ambar
tiende a aumentar que va de menor a mayor a temperatura de 25°C poseen un minimo
aumento de viscosidad seguido de las muestras sometidas a 5° y finalmente las
muestras a 30°sin embargo los cambios presentados no son significativos, por lo tanto,
los resultados se mantienen en los rangos establecidos anteriormente en el apartado
3.5.4. En cuanto a los andlisis de viscosidad para el GEL AMB existe cierta
disminucion a condiciones de 25°C seguido de la temperatura a 5°C y finalmente 30°C
de la viscosidad. Sin embargo, al analizar las muestras almacenadas en frascos de
vidrio ambar no existe un cambio significativo por lo que cumplen las especificaciones

detalladas en el apartado 3.5.4.



44

En cuanto al andlisis de extensibilidad muestra que este parametro tiende a reducir
con el tiempo tanto para el gel AmB como para el gel AmMB+PS, pero especialmente
para el gel AmB+PS posiblemente debido a la presencia del aceite esencial. Sin
embargo, sus valores se consideran idéneos en cuanto a formulaciones farmacéuticas
para aplicaciéon cutanea. La presencia de cambios en la formulacién, puede ser debido
a ciertas interacciones entre excipientes conforme registra el handbook de excipientes
farmacéuticos, Rowe, 2013, sefiala que CMC posee la capacidad de coagular con la
presencia de compuestos como con fenoles y taninos que estan presentes en el aceite
de palo santo, siendo esta la responsable del cambio de viscosidad y en parte de la

extensibilidad.

Tabla 18
Evaluacion de propiedades organolépticas y fisicas al tiempo 0 y 21 dias a diferentes

temperaturas del Gel AmB

TO T 21 dias
Parametros o o 25°C+2°C/ 30+2°C/ o o 25°C+2°C/ 30+2°C/
SC2°C 60% +5% 65+5% Cr2°C 60% +5% 65+5%
Color Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
L. - Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico
Olor Caracteristico | Caracteristico
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo
oH 6 6 6 6 6 6
Viscosidad mPa. 9330 9330 9330 9350 9,340 9350
Extensibilidad 10.4 10.4 10.4 9.79 9.97 9.79
Pru_eba d(_e' Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios
centrifugacion
. . . . Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios
Termorresistencia | Sin cambios

Nota. Elaborado por la autora.
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Tabla 19

Evaluacion de propiedades organolépticas y fisicas al tiempo 0 y 21 dias a diferentes

temperaturas del Gel AmB + PS

TO T 21 dias
25°C+2°C/ 30+2°C/ 25°C+2°C/ 30+2°C/
(o] o 0 o
5°Cx2°C 60% +5% 65+5% SCx2°C 60% +5% 65+5%
Color Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
e _ Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico
Olor Caracteristico | Caracteristico
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo
pH 6 6 6 6 6 6
Viscosidad mPa. 9140 9140 9140 9170 9160 9200
Extensibilidad 8.95 8.95 8.95 9.02 8.31 8.74
Pru_eba d(_a, Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios
centrifugacion
. . . . Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios
Termorresistencia | Sin cambios

Nota. Elaborado por la autora.
3.9. Estabilidad Quimica

Uno de los criterios que se deduce que afectan a la estabilidad del farmaco es que
AmB es altamente fotosensible. Segun el estudio realizado por Moreno, 2011 se
demostré que las férmulas almacenadas en envases de polipropileno presentaban
mayores concentraciones del farmaco que las férmulas que se conservaron en
envases de vidrio. Cabe mencionar que en el presente estudio las mezclas fueron
almacenadas en frascos de vidrio y en frascos de vidrio &mbar.

Para la valoracion de estabilidad quimica se realiz6 un analisis de cuantificacién de
farmaco a las muestras almacenadas a temperatura de 30°C + 2°C y humedad de
65% * 5% ademas se realiz6 el analisis a una temperatura de 25°C +2°C humedad de
60% 5% y finalmente se realiz6 el analisis a temperatura de 5°C +3°C se obtuvieron
los siguientes resultados (tabla 19).

Con respecto a las muestras GEL AMB muestran una menor cantidad de farmaco y

demuestra que a condiciones de 30°C y 5°C existe una cantidad de farmaco

degradado pese a ello sus resultados no son significativos, al analizar las muestras a
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25°C se observa una minima degradacion del farmaco. Asi mismo las muestras
demostraron que al almacenarse en frascos de vidrio @&mbar contenian una mayor
cantidad de farmaco.

Al analizar las muestras GEL AMB+PS al ser sometidas a 30°C y 5°C muestran una
mayor cantidad de farmaco degradado sin embargo sus resultados no son
significativos y a condiciones de 25°C los resultados muestran que el GEL DE
AMB+PS presenta una minima cantidad de degradacién y que al ser almacenadas en
frascos de vidrio ambar demuestran una menor cantidad de farmaco degradado.
Todas las muestras al ser almacenadas en frascos de vidrio ambar muestran que el
gel se conserva mejor y existe menor cantidad de degradacion de farmaco que como
ya se habia mencionado AMB es altamente fotosensible. Por lo tanto, las formulas se
mantienen estables, cumplen con las normas establecidas ICH en donde se establece
que el valor de degradacion del principio activo debe ser menor al 10%,
considerandolas idoneas para el tratamiento de la candidiasis, en nuestro caso
nuestras formulas presentaron una degradacion menor al 1% y que los geles de

AMB+PS conserva mejor la anfotericina.

Tabla 20
Estabilidad Quimica del gel AmB al tiempo 0 y 21 dias a temperatura de 30°C + 2°C y humedad

de 65% * 5% 25°C +2°C humedad de 60% +5% y 5°C + 2°C

TO T 21 dias % Degradacion
5°C | 25°C+2 | 30+2° 5oC | 25°C+2° | 30+2° | 5°C | 25°C+2 | 30+2°
+ °C/60% C/ + C/ 60% Cc/ + °C/60% C/
2°C +5% 651+5% | 2°C +5% 6515 2°C +5% 6545
% %
Vial 95.4
transparente | 96.2 96.2 96.2 2 ) 95.46 95.50 | 0.74 0.74 0.7
(%)
Vial &mbar | 96.2 96.2 96.2 95.4 95.56 95.51 | 0.72 0.64 0.69
(%) 8

Nota. Elaborado por la autora.




47

Tabla 21
Estabilidad Quimica del gel AmB+PS al tiempo 0 y 21 dias a temperatura de 30°C + 2°C y

humedad de 65% * 5% 25°C +2°C humedad de 60% +5% y 5°C y 3°C

TO T 21 dias % Degradacion
5°C | 25°C+2 | 30£2°C | 5°C | 25°C+2° | 30+2° | 5°C | 25°C+2 | 30+2°
+ °C/60% / + C/ 60% C/ + °C/60% C/
2°C +5% 65+5% | 2°C +5% 6515 2°C +5% 6515
% %
Vial 98.5 98.5 98.5 97.8 97.89 97.81 | 0.62 0.61 0.69
transpare 8
nte (%)
Vial 98.5 98.5 98.5 97.8 97.9 97.84 | 0.61 0.60 0.66
ambar (%) 9

Nota. Elaborado por la autora.
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Conclusiones
El disefio factorial 23 y su posterior andlisis llevado a cabo durante los estudios de
preformulacion nos permiti6 conocer la formula que presentd los exicipientes mas
idoneos como son: carboximetilcelulosa como polimero, propilenglicol como
cosolvente y benzoato de sodio como conservante, ya que en el transcurso del
estudio mostraron menores efectos e interacciones con los demas excipientes por lo
tanto fueron seleccionados para estudios de formulacion, estos ensayos fueron de
gran importancia para la elaboracion de un producto de calidad.
Se obtuvieron dos formulaciones: Gel AmB y Gel AmB+PS, las mismas que
presentaron un color amarillo, aspecto homogeneo sin la presencia de grumos, con un
contenido de farmaco dentro del rango establecido (95 — 105%), asi como una
viscosidad, extensibilidad y pH épitmos para su aplicacion tépica sobre la piel.
La concentracion minima inhibitoria nos permitié conocer que la formulacion AMB+PS
poseia una gran efectividada frente a C. albicans comparada con la formulacion de
AMB por lo tanto se concluye que el aceite de palo santo (Bursera graveolens)
promueve la eficacia contra C. albicans, consecuentemente su incorporacion en
formulaciones podria ser usado como estrategia para reducir la cantidad de AmB al
tiempo que se mantiene la eficacia de la formulacion final y con ello evitar los efectos
secundarios que la bibliografia describe para este farmaco.
Durante los estudios de estabilidad las férmulas finales mantuvieron sus
caracteristicas organolepticas de color amarillo con un olor citrico agradable de
aspecto homogeneo y sin formacion de grumos, asi mismo sus caracteristicas fisicas
se mantuvieron sin presentar cambios significativos que alteren a la formulacion
considerandola como formulacién adecuada.
EL contenido de farmaco se mantuvo durante los estudios de estabilidad con una

degradacion menor al 10%.



49

Recomiendaciones
Para solubilizar AMB se recomienda mezclar AMB con DMSO y mantener en bafo
Maria a menos de 60° C.
Realizar estudios de compatibilidad minimo a 2 temperaturas.
Continuar con estudios de estabilidad y poder determinar el tiempo de vida util de la
formulacion.
Almacenar las muestras en frascos de vidrio ambar..
Realizar diferentes formulaciones con el vehiculo de aceite de palo santo debido a las

grandes propiedades que presenta.
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