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INTRODUCCION

El creciente reconocimiento en la importancia de las micosis superficiales causadas por:
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, Epidermophyton floccusum y Candida
albicans; los cuales tienen entre otros, una elevada prevalencia en la poblacién mexicana; asi como
las dificultades encontradas en su tratamiento con farmacos de origen sintético, tales como el
desarrollo de resistencia antifungica, los efectos secundarios provocados en el organismo por su
administracién oral (toxicidad en higado, medula 6sea y el 1ifion), el costo del tratamiento, la
duracién del mismo ( 6 a 12 meses), etcétera, hace que estos farmacos sigan siendo de uso
limitado y por lo tanto se estimule la busqueda de alternativas terapéuticas.

Desde las épocas mas remotas, el hombre ha identificado y utilizando un nimero considerable
de plantas y sustancias de origen diverso, con el objeto de producir un efecto farmacolégico.

Las plantas superiores siguen siendo un deposito de compuestos quimicos sin explorar
potencialmente utiles, que podtian servir como punto de partida para analogos sintéticos y una
interesante herramienta que se puede aplicar para una mejor comprension de los procesos
biolégicos, en la sensibilidad de los dermartofitos a los antifingicos.

En los ultimos 20 afos han comenzado a ser reconocidos por su actividad terapéutica, los aceites
esenciales, y numerosos estudios documentados soportan su actividad antimicrobiana,
antiparasitaria y antimicotica.

El presente trabajo, contempla el desarrollo de cremas con aceites esenciales para lo cual se
seleccionaron los siguientes: Manuka, Lavanda, Tomillo, y Tea Tree. Se ha reportado que dichos
aceites tiene actividad antimicotica y representan una alternativa farmacéutica en el tratamiento
de las dermatofitosis.

Se propone que las cremas con aceites esenciales, sean una opcién mas en el tratamiento topico
de la dermatofitosis, cuando exista presencia de eventos adversos o intolerancia con la terapia
oral, ademas de utilizar estos productos como adyuvante del tratamiento oral o bien como
profilactico, para evitar la recurrencias post-tratamiento.

La importancia del desarrollo del presente trabajo radica principalmente en la bisqueda de
medicamentos alternativos, que ayuden al tratamiento de las dermatofitosis, ya que la incidencia
de esta afeccion y la frecuencia de cepas resistentes es alta en nuestra poblacion.

En lo que se refiere al producto terminado (cremas), se establecen caracteristicas deseables, para
la aceptacion del paciente, asi como también se verifica que tal formulacion sea estable al ser
sometido a ciclado térmico asi como a centrifugacion.

Posteriormente se realizaron pruebas microbiologicas que nos permitieron probar la efectividad
de la crema contra Trichophyton rubrum, el cual es uno de los agentes etiologicos mas frecuentes, en
la dermatofitosis.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar siete formas farmacéuticas de administracion tépica (cremas) que contengan como
principio activo los aceites esenciales de: Manuka (leptospermum scoparium), Lavanda (Lavandula
angustifolia) 'Tomillo (Thymus pulegioides), una combinacion de Tea Tree (Malalenca Alternofilia) con
Manuka, y esencias de Tomillo y Lavanda, utilizando una crema base propuesta y que al integrar
tales aceites esenciales y esencias a las cremas, estas, tengan caracterfsticas organolépticas
aceptables, y representen una alternativa en el tratamiento de la dermatofitosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Caracterizar a los aceites esenciales propuestos, mediante la mediciéon de parametros
propios de cada sustancia como: Densidad relativa, indice de refraccién y caracteristicas
fisicas, de tal manera que se pueda asegurar que tenemos materia prima de calidad y que
cumplirin con la funcién antimicética esperada.

Verificar que la formulacién base propuesta para una crema, cumpla con caracteristicas
organolépticas aceptables como: color, olor, apariencia fisica, homogeneidad y pH. Y
realizar pruebas preliminares de estabilidad como: Ciclado térmico, centrifugacion y
almacenamiento a 40°C, que nos indiquen si la crema sera estable.

Desarrollar siete cremas que contengan los diferentes aceites esenciales propuestos como
principio activo, en la concentracién minima inhibitoria al 90%, que cumplan con
caracteristicas organolépticas y de estabilidad deseadas.

Determinar el tipo de material de envase primario que mas convenga a la estabilidad de
las cremas, para su transporte, comercializacién y uso, mediante las pruebas de ciclado
térmico.

Realizar pruebas de susceptibilidad antimicotica, mediante el método de diluciéon en agar
y la Metodologia General de Analisis 0571 FEUM 8" edicion, de las cremas con aceites
esenciales desarrolladas y que nos indiquen si estas cumplen con la funcién de inhibir el
crecimiento de los dermatofitos como Trichophyton rubrum, el cual es uno de los agentes
etiologicos mas frecuentes en México.
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ANTECEDENTES

1.1 LA PIEL

Es el 6rgano de mayor tamafo en el cuerpo humano, su funcién es proteger a todo el
organismo de la perdida de liquidos, de sustancias externas dafiinas, de la radiacién
ultravioleta y también constituye una barrera contra microorganismos patégenos; ademas de
modular los cambios de temperatura. Posee un delicado sistema neurorreceptor que lo
relaciona con el medio ambiente y es asiento de numerosas reacciones bioquimicas que le
confieren el caracter de un 6rgano en permanente estado de actividad. (1)

El pH de la piel varia de 4.5 a 6.5, dependiendo de la zona del cuerpo. (1)(3)

En general se constituye de tres capas: Dermis, epidermis y tejido celular subcutaneo (ver
Fig.1), en las que estan incluidas estructuras y anexos cutaneos importantes como son: las
glandulas sudoriparas, ecrinas y apocrinas, foliculos pilosos, glandulas sebaceas, vasos
sanguineos, nervios y estructuras nerviosas especializadas a si como los vasos linfaticos.

Las ufias se consideran como anexos; ya que son estructuras cornificadas especializadas, cuya
funcioén es de proteccion de la extremidad distal de los dedos y manipulacion fina.

La piel posee un manto protector compuesta de grasas y acidos que se renuevan
constantemente protegiéndola de muchos microorganismos, entre los cuales se encuentran
los dermatofitos.

Diversos factores tales como: higiene personal exagerada o deficiente, uso de jabones muy
agresivos o una supresion del sistema inmune, provocan que los dermatofitos puedan
instalarse en la piel y producir una infeccion denominada dermatofitosis también llamadas
tifias.

Los dermatofitos son hongos queratinoliticos; es decir, tiene la capacidad de digerir y utilizar
la queratina como sustrato, por lo que se consideran micosis supetficiales que, aunque suelen
estar restringidas al estrato corneo de la piel y sus apéndices, también pueden afectar la
dermis y el tejido subcutaneo causando granulomas.

Fig.1?

Figura 1 Capas de la piel. A epidermis. B dermis. C hipodermis
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ANTECEDENTES

1.2 LA DERMATOFITOSIS UN PROBLEMA DE SALUD

Las dermatofitosis también llamadas tifias, son micosis superficiales causadas por hongos
microscopicos que tienen la capacidad de adherirse fuertemente a la membrana del estrato
cornéo e invadir el tejido queratinizado como la piel, el pelo y las ufias del hombre y de
algunos animales (2) ((3), ocasionando cambios inflamatorios, algunos son tan severos que
producen la formacién de granulomas. Actualmente la falla terapéutica ante estas infecciones
se ha incrementado, y se atribuye a diversas causas tales como: deficiencia inmunolégica, baja
biodisponibilidad de los antimicéticos, alteraciones en el metabolismo de los Antifungicos,
interacciones medicamentosas y resistencia antifungica. (4)(10)(15)

1.2.1 FRECUENCIA DE DERMATOFITOSIS EN MEXICO

Las dermatofitosis son las micosis mas comunes a nivel mundial. En México constituyen
entre el 70 y el 80 % de todas las micosis y se ha observado un incremento importante en el
numero de pacientes con dermatofitosis que presentan resistencia (del 20%) a los farmacos
antifingicos comerciales. (12) (13).

Las dermatofitosis en México tienen una frecuencia del 5% en la consulta dermatologica (13),
las cuales son causadas principalmente por Trichgphyton rubrum, Microsporum. Canis, Trichophyton
tonsurans, Epidermophyton Floccosum, Trichophyton mentagrophytes. Siendo T.rubrum el agente causal
mas frecuente en las tifias del cuerpo. (4)(5)(7)(11)(13).

Se ha encontrado que los adultos son los mas afectados (casi el 60% entre los 20 y los 50
aflos) ya que estan afectados a mayores factores de riesgo como el uso prolongado de zapatos
cerrados y de materiales sintéticos, uso de textiles oclusivos que favorecen la sudoracion
profusa, existencia de algiin trauma o uso excesivo de antibidticos. También en la actividad
realizada, favorece la infeccion, como en las amas de casa que estan expuestas a la humedad y
al calor. Mientras que, en la infancia este tipo de afeccién ocupan en séptimo lugar dentro de
las dermatosis. (7)(8)(9)(10)

El impacto que tienen estas infecciones sobre la salud y calidad de vida de los pacientes es
considerable. Los pacientes estin afectados fisicamente, socialmente y/o laboralmente. Este
problema es especialmente importante en dermatofitosis cronica, por que las pautas del
tratamiento suelen ser prolongadas, y la terapia disponible es poco efectiva, por lo que, el
consumo y el gasto sanitario de antifungicos se ven incrementados.

Con el fin de frenar esta problematica, se ha generado el interés en desarrollar alternativas en
el tratamiento de los antifingico, por via topica y recurriendo al uso de compuestos de origen
natural como es el caso de los aceites esenciales. (31) (34)
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1.2.2 CLASIFICACION ENDEMICA DE LOS DERMATOFITOS.

Los dermatofitos se pueden clasificar, de acuerdo a su lugar de procedencia en: antropofilicos
(aquellos que viven en el hombre y se transmite la enfermedad de una persona a otra),
Zoofilicos (viven en los animales y con frecuencia pueden infectar al hombre) y geofilicos
(viven en la tierra y ocasionalmente infectan al hombre. (1) (2).

Tabla 1 Clasificacion Endémica de los Dermatofitos. (1)(2)(3).

Antropofilicos ZLoofilicos Geofilicos
Epidermophyton Floccosum Microsporum: canis M;;’;f:;ﬂm
Microsporum. andoninni Microspurum equinum Microsporum fulvum
Trichophyton concentricum Microporum gallinae Microsporum nanum
Trichophyton rubrum Microporum verrucosum
Trichophyton schoenleinii Trichophyton equinum
Trichaphyton tonsurans Trichophyton mentagrophytes var
mentagrophytes
Trichophyton mentagrophytes
var. interdjgitalis et var
nodnlarie

1.2.3 CLASIFICACION Y FRECUENCIA GEOGRAFICA EN CUERPO
HUMANO.

Segun la topografia en el cuerpo humano se clasifican en (1) (2)

1.2.3.1 TINA DE LAS MANOS.

Se presenta con una frecuencia del 2%, predomina en varones entre la tercera y cuarta
décadas y es ocasionada principalmente por Trichgphyton rubrum 80% 'y Trichophyton
mentagrophytes 15%. Esta localizacion se manifiesta por anhidrosis e hiper-queratosis difusa de
palmas y dedos, descamacion pulvurenta y acentuacion de los pliegues de flexion. (13)

1.2.3.2 TINA DE INGLE

Se presenta con una frecuencia del 4% y predomina en varones en la tercera o cuarta década
de vida y se debe a Trichophyton — rubrum (85%), Trichophyton wmentagrophytes (10%) por
Epidermophyton Floccosum (5%). Casi siempre la tifia de la ingle se debe a una tifia de los pies de
larga evolucion. La morfologfa son placas semicirculares siempre con borde activo. En
ocasiones estas placas se pueden continuar en la zona del hipogastrio o pubiana. (13)

1.2.3.3 TINA DE CABEZA (Tinea capitis)

Se presenta con una frecuencia del 4 al 10% de las dermatofitosis, afecta principalmente a
nifios en la edad de 3 a 12 afos, es raro en adultos. Parece ser que al llegar a la pubertad, las
condiciones en la piel cambian lo que hace muy dificil que estos hongos puedan crecer. Los
agentes principales son: Microsporum canis y Tricophyton tonsurans. La topografia es el cuero
cabelludo. Se caracteriza por presentar placas pseudoalopécicas, esto es, con cabellos muy
cortos y escamas. (7) (13)
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1.2.3.4 TINA DEL CUERPO
La tifia del cuerpo se presenta con una frecuencia del 15% predominando en la tercera y
quinta décadas de la vida y son ocasionadas por Trichophyton rubrum y Microsporum canis. Se
localiza principalmente en tronco y extremidades, presentando una reaccioén granulomatosa o
inflamacion perivascular (2) (13).

1.2.3.5 TINA DE LAS UNAS (tinea unguium)

La tifia de las ufias se presenta en un 30% de las dermatofitosis, se observa entre la tercera a
sexta décadas de vida, afecta las unas de los pies en un 90% y las ufias de las manos en un
10%,; afecta por igual a ambos sexos, son ocasionadas por Trichgphyton rubrum 87%,
Trichophyton mentagrophytes 9% y también se asocia a Candida sp en un 2-3%.La ufia se vuelve
gruesa de aspecto lefioso, cambia su coloracién a amarillo, gris, pierde su brillantes, se vuelve
fragil y se puede despegar del lecho ungueal (onicolisis). Hay otra presentacion clinica menos
frecuente que se denomina onicomicosis blanca superficial. En estos casos lo que se observa
son manchas blanquecinas de forma irregular en la lamina ungueal (6) (8) (13).

1.2.3.6 TINA DE LOS PIES (tinea pedis)

La tinea de los pies tiene una frecuencia del 45-52%, con predominio en varones, entre la
tercera a sexta décadas de la vida. Los agentes etiologicos implicados son: Truchophyton rubrum
en 85%, Trichgphyton mentagrophytes 10% 'y  Epidermaophyton  floccosum  5%. Hay varias
presentaciones clinicas de la tifia de los pies entre las que tenemos: (6)(8)(13)

* La tifia en mocasin (conocida también como pie de atleta).

Se presenta en la planta de los pies y en los bordes como escamas finas blanquecinas.
En ocasiones en los bordes hay leve eritema. Usualmente se acompafia de prurito, pero no
siempre es asi. En ocasiones puede presentar bastante queratosis recibiendo la denominacién
de Tifia queratosica.

= ‘Tifa vesiculosa.

Afecta la planta de los pies y puede afectar los bordes de los pies. Las lesiones predominantes
son pequenas vesiculas, pero puede haber costras y escamas. En la mayoria de los casos hay
bastante prurito en pacientes que presentan una buena respuesta inmunolégica a la infeccion
por tifias, ya que las citoquinas producidas por queratinocitos de la dermis y/o por las células
de Langerhans atraidas durante el proceso inflamatorio, inducen proliferacién acelerada de la
piel la cual produce eliminacién del hongo por descamacion.

* Tina interdigital

Afecta la region interdigital, hay escamas, puede haber maceracion, en ocasiones puede
infectar incluso el dorso de los dedos. El dltimo espacio interdigital es usualmente afectado.

©) @) 1) (13)

Es importante hacer notar que en la realidad pueden haber mezclas dermatofitosis de tal
forma podemos tener una tifia vesiculosa con una tifia interdigital.
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1.2.4 EXAMENES DEL LABORATORIO PARA DIAGNOSTICO

Ante la sospecha de una tifia, es necesario hacer uno o mas examenes del laboratorio.
Uno es el examen directo, el cual consiste, dependiendo de la zona afectada, en tomar
escamas, pedazos de ufias o cortar el cabello y colocatlos sobre un porta y cubre objetos, con
soluciéon de hidréxido de potasio (KOH) al 20% y esperar unos minutos para verlo al
microscopio buscando las hifas. El hidréxido de potasio hidroliza la queratina y las hifas se
pueden visualizar mejor. (2) (13).

Otro método, consiste en cultivar la muestra en medio Agar Sabouraud e incubar entre 14 y
28 dias. Una vez que el hongo ha crecido se toma una muestra del cultivo, se coloca en un
portaobjeto, se fija, para observar al microscopio y determinar el género y la especie
dependiendo de la estructura morfologica del hongo.

Para tifia de la cabeza se puede ocupar la luz de Wood. La luz de Wood es una luz
ultravioleta de 360 nm y ante esta longitud de onda algunos dermatofitos muestran
fluorescencia. (1) (7)

1.2.5 TRATAMIENTO GENERAL

Una vez que se ha confirmado la infeccién superficial por dermatofitos, es importante
recalcar que el diagnéstico clinico presuntivo debe confirmarse con el estudio micolégico
para poder iniciar un tratamiento, ya que la curacioén espontanea es improbable.

La diversidad de los agentes antifingicos disponibles en la terapéutica es mucho menor que
la de los antibacterianos, debido a que las infecciones bacterianas eran consideradas mas
importantes que las desarrolladas por hongos (4).En los dltimos afios, el nimero de casos, de
micosis con falla terapéutica se ha incrementado en le mundo, lo cual es atribuible a una
deficiencia en la funcién inmunolégica, baja biodisponibilidad de los farmacos antimicéticos,
interacciones medicamentosas y resistencia antifungica primaria o secundatia.

La clasificacion de los antifungicos se realiza segin criterios relativos a su estructura y
caracteristicas quimicas, también pueden ser clasificados de acuerdo a la zona en la que se ha
producido la infeccién fungica y la extension. (1)(2)

Otra manera de clasificarlos es de acuerdo a su mecanismo de accidén, efecto, via de
administracion y toxicidad, como se resume en la tabla .2 (15) (16) (17)
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Tabla 2. Farmacos antimicéticos mas frecuentes utilizados en el tratamiento de dermatofitosis.(15) (16) (17) (18)

ANTECEDENTES

FARMACO | VIADE MECANISMO DE ACCION EFECTIVIDAD | DESVENTAJAS
ADMINISTRACION
Azoles
Clotrimazol | Tépico al 1% 60%
Ketoconazol | Tépico 2%, gel o polvo. Los azoles inhiben la actividad de la enzima 14- | 60%
Miconazol Tépico al 0.87%, locion, a-desmetilasa bloqueando la desmetilacion del | 60% Por via oral, su absorcion es
crema al 2% o en polvo. lanosterol a ergosterol, componente principal erratica 'y provocan alteracion
de la membrana celular de los hongos. Como secundaria en la sintesis de
Ttraconazol Oral (100mg/dia) consecuencia de ello, se altera la membrana | 25 40, hormonas esteroideas.
Fluconazol Oral (100 A 150mg/dia) celular 'y se acumulan compuestos no Se metabolizan en el Higado vy
Tolnaftato Topico desmetilados que inhiben el crecimiento ["gnoy, puede producir elevaciéon de
Tiabendazol | Topico fangico NR enzimas hepaticas. ' '
Bifonazol Topico 1% 75-100% Presenta muchas  interacciones
Tioconazol | Tépico 2% 73% farmacolégicas —al  inhibir el
Miconazol | Tépico 2% 75-100% lcjtw,om,o p430. 1
Eberconazol | Tépico 1% 90% or via topica, puede presentar
reacciones alérgicas.
Alilaminas
Terbinafina | Tépica al 1% Inhiben la formacion del ergosterol, inhibiendo | 90% Alteraciéon  hepatica 'y efectos
la enzima escualeno epoxidasa. secundarios cutaneos en forma de
toxicodermia que puede llegar a
necrolisis epidérmica toxica.
Naftifina Topica al 1%
Derivados de morfolina
Amorolfilina | Laca de ufas al 5% Actian bloqueando la produccién del 90% Sensacién de quemazén, prurito,

ergosterol e inhibiendo la enzima 14-alfa-
reductasa y la 7-delta-8-isomerasa.

eritema y descamacion locales y
algunos casos de dermatitis
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FARMACO | VIA DE | MECANISMO DE ACCION EFECTIVIDAD | DESVENTAJAS
ADMINISTRACION
Piridona
Ciclopirox Topica al 8% Actta inhibiendo la absorcion de iones de 61-90% Irritacién local, urticaria
potasio, fosfatos y aminodcidos.
Otros antimicoticos
Grtiseofulvina | Oral (10 a 20mg/Kg de | Interrumpe la metafase de la divisién celular. 90% Exantema, trastornos

peso))

Enroscamiento de las hifas

gastrointestinales, sequedad de la
boca y pérdida temporal del sabor,
cefaleas. También reacciones
alérgicas en forma de urticaria,
eritema y fotosensibilidad.

NR: No Reportado
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La efectividad de la terapia antimicética varia segun el compuesto utilizado, siendo la tasa de
curacion del 60 al 90%, y dentro de los factores que influyen en la efectividad del tratamiento es
importante mencionar que, algunos dermatofitos se han vuelto resistentes a los imidazoles; o la
duracién del tratamiento antimicético no es el adecuado; o la dosis en el tratamiento no es la
adecuada; hay sitios donde es mas dificil que el antimicético llegue como es el caso de las ufias.

S)
1.3 ALTERNATIVA DE TRATAMIENTO CONTRA LA DERMATOFITOSIS

La resistencia de los dermatofitos a los farmacos antimicéticos empleados actualmente, la
toxicidad de ellos y muchas veces su elevado costo, ha fomentado una busqueda intensa de
moléculas nuevas obtenidas por sintesis o bien desde fuentes naturales. Tal es el caso de la
investigacion en plantas y sus derivados, como lo son los aceites esenciales; la cual se realiza en
muchas partes del mundo con resultados muy promisorios (51)

Desde hace muchos afios, existen antecedentes del uso de los aceites esenciales en forma
empirica, pero ahora esta informacioén es soportada con estudios cientificos que demuestran la
conveniencia de desarrollar un producto de calidad, de facil aplicacién, en una presentacion
farmacéutica, adaptada al tratamiento de la dermatofitosis (19)

La propuesta que se plantea en el presente trabajo, es una nueva alternativa en el tratamiento de
estos padecimientos. Se propone utilizar como principio activo aceites esenciales en cremas de
uso tépico para ser utilizadas en este tipo de padecimientos.

1.4 ACEITES ESENCIALES

Son una mezcla de sustancias quimicas biosintetizadas por las plantas, que presentan como
caracteristicas principales su compleja composiciéon y su caracter fuertemente aromatico
(refiriéndonos al termino aroma y no al concepto quimico de aromaticidad), los cuales pueden
ser extrafdas bien por arrastre de vapor, o bien por procedimientos mecanicos.

Los aceites esenciales se encuentran unicamente en vegetales superiores, y puede almacenarse en
todos los 6rganos de la planta, por ejemplo: flores, hojas, cortezas, raices, frutos o semillas.
Cuantitativamente, los contenidos en aceite esencial son mas bien bajos, frecuentemente
inferiores a 10mL/Kg.

Generalmente se asocia la sintesis y acumulacion de aceites esenciales a la presencia de
estructuras histologicas especializadas, a menudo localizadas sobre o la proximidad de la
superficie de la planta.

Estos ocupan un lugar muy importante dentro de la industria farmacéutica, cosmética
> bl
perfumerfa y en numerosos sectores de la industria agroalimentaria, por sus diferentes usos (25)

(52).
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1.4.1 USO DE LOS ACEITES ESENCIALES Y ESENCIAS

Los aceites esenciales tienen una enorme cantidad de usos. La FAO (Organizacion de las
Naciones Unidas para la agricultura y la Alimentacion) (1998)). Estima que existen alrededor de
3000 aceites esenciales conocidos a nivel mundial, de los cuales aproximadamente el 10% tienen
importancia comercial. La mayorfa de los aceites se usan en cosméticos, masajes, aromaterapia,
artesanias o en productos de limpieza; otros son usados como repelentes de insectos tanto para
el hombre como para el ganado, y en medicina se aplican en el tratamiento de una amplia
diversidad de afecciones.

1.4.2 PROPIEDADES FISICAS.

Los aceites esenciales son liquidos volatiles a temperatura ambiente. En general su densidad es
inferior a la del agua. Poseen un indice de refracciéon elevado y la mayorfa desvian la luz
polarizada. Son liposolubles y solubles en los disolventes organicos habituales, tales como
tolueno, butil acetato, mezclas de alcoholes de cadena larga, entre otros. Se pueden arrastrar por
vapor de agua, en la que son muy poco solubles; no obstante son los suficientemente solubles
como para comunicarle un olor neto. (16)(43)

1.4.3 COMPOSICION QUIMICA

Los aceites esenciales son mezclas complejas y muy variables de constituyentes, que quedan
englobados en distintas grupos funcionales quimicos, tal como se muestra a continuacion (Ver

tabla 3)

Tabla 3 Composicion general de un aceite esencial. (43)

Grupo quimico funcional | Ejemplos

Hidrocarburos terpénicos | Terpenos y terpenoides

Aldehidos Aldehido benzoico, cindmico,
butanal y propanal

Acidos Acético, palmitico.

Alcoholes Linalol, geraniol, mentol

Fenoles Acetol, eugenol

Esteres Acetato de linalilo, acetato de geranilo

Cetonas Tuyona

Otros Esteres, detivados nitrogenados, sulfuros,
Tioeteres, tioesteres.

Considerando al aceite esencial como un producto de aroma caracteristico y clasificando su
composicion sobre la base de esta propiedad, se puede afirmar que un aceite esencial es una
mezcla de sustancias constituida fundamentalmente por una base integrada por hidrocarburos

terpénicos (34%).

El contenido de aceite esencial en la planta se ve influenciada de manera directa por factores
extrinsecos como son: la practica de cultivo, el tiempo de almacenamiento de la materia prima, la
temperatura, la humedad relativa, los diferentes suelos y el régimen de los vientos que ejercen
una influencia directa, que puede ser positiva o negativa.
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También hay influencia del proceso de obtenciéon: como puede ser el agua, la acidez y la
temperatura; los cuales pueden inducir la hidrolisis de los esteres pero también reagrupamientos e
isomeraciones, racemizaciones, oxidaciones, etc. (43)

Finalmente hay que sefialar que la cinética de destilacion es idéntica para todos los componentes
de aceite esencial, la composicién del destilado varia en funcién del tiempo. (24) (25).

1.4.4 CONTROL DE CALIDAD

Las farmacopeas indican diferentes ensayos: evaluacién de la miscibilidad en etanol, medidas
fisicas, indice de refraccién, poder rotatorio, densidad relativa, viscosidad, a veces punto de
solidificacion, determinacion de los indices de acidez, éster, carbonilo; asi como la busqueda de
aceites grasos y de aceites esenciales resinificados determinacién de residuos de evaporacion, etc.
Exigen también un analisis del aceite esencial por una técnica cromatografica aunque mucho
menos resolutiva que la CG, la CCF de los aceites esenciales se puede utilizar de manera rutinaria
para el control de calidad: placas de silice, sistemas de disolventes a base e tolueno o benceno,
cloroformo y/o acetato de etilo, y con deteccion por UV.(24)

1.4.5 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS
Algunas de las propiedades que destacan son:
* Poder antiséptico.

El poder antiséptico se manifiesta frente a diversas bacterias patégenas, incluso cepas
habitualmente resistentes a antibidticos. Algunos aceites también son activos sobre hongos
responsables de la micosis en particular de la dermatofitosis (Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes y Trichophyton rubrum) y sobre levaduras (Candida). Generalmente las dosis son bajas
las cuales se determinan por expetimentacién 7 [iro. Hay evidencia de su uso como
conservadores al diluitlos en vehiculos apropiado, principalmente su es uso por via topica (19)

(20).
= Propiedades espasmoliticos y sedantes

Numerosos farmacos o compuestos derivados de aceites esenciales son reportados para
disminuir o suprimir los espasmos gastrointestinales. También pueden estimular la secrecién
gastrica, por lo que se han clasificado como digestivas, y estomaticas.

Las propiedades sedantes se deben a que cuando se huele algo se evoca a la memoria emocional
y esta se puede relacionar con las emociones, y esta asociacion, genera el aprovechamiento de los
aceites esenciales para uso terapéutico, dado que la conciencia registra el aroma con la
ambientacion.

In Vitro gran cantidad de aceites esenciales ejercen una actividad espasmolitica marcada sobre el
ilion aislado de cobaya. Es posible que esta actividad se deba a una inhibiciéon de la entrada de
calcio en las células (25).
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1.4.6 TOXICIDAD

Toda sustancia independientemente de su caracter natural o artificial, puede ser toxica
dependiendo de las caracteristicas quimicas de la sustancia en cuestion y de la dosis de que se
trate. Asi pues tratandose de mezclas complejas, como lo son los aceites esenciales, algunos son
mas toxicos que otros, dependiendo de los compuestos que lo constituyen y su cantidad. Por
ejemplo se ha demostrado que son altamente toxicos aquellos que tienen una cantidad mayor o
igual de alguno 6 algunos de los siguientes compuestos: tuyonas (0.2g/Kg), pulegona (0.47g/Kg),
carvacrol (0.81g/Kg), carvona (1.64g/Kg).

Se considera que los aceites esenciales administrados por via oral tienen una toxicidad débil, si
presentan un DL, comprendido entre 2 a 5g/Kg, los de toxicidad media tienen un DL, de 1 a
1.9g/kg. Y los mas téxicos tienen un DL, menor a 0.9g/kg. (25)

= ‘Toxicidad dérmica.

Sobre la piel tienen un poder irritante, sensibilizante o fototdxica, y solo se debe utilizar tras su
dilucién en un vehiculo apropiado. No se debe utilizar directamente sobre mucosas.

1.4.7 CARCINOGENESIS

La valoracién de riesgo es delicada por las variaciones metabodlicas dependientes de la especie o
por la desproporcion entre las dosis administradas en las experimentaciones con animales y la
que el hombre puede consumir cotidianamente. Por lo que no es posible relacionar su consumo
con el cancer. (24) (25)

En particular los aceites empleados, por su actividad antimicotica reportada son: Manuka
(Leptospermum scoparinm), Lavanda (Lavandula Angustifolia), Tomillo (Thymus vulgaris) y el arbol del
Té¢ (Melaleuca alternofilia), de los que se hace una resefia de sus propiedades a continuacion.

(16)(43)

1.5 ACEITES ESENCIALES CON ACTIVIDAD ANTIMICOTICA

En diversos estudios, se reporta la actividad antimicotica que presentan algunos aceites esenciales
tales como: Tea Tree, orégano, Thyme thymol, Lavander, Peppermint, Palmarosa, Mannka entre otros, asi
como las condiciones que son favorables para tener un efecto sinérgico contra los

dermatofitos.(31) (32) (33) (34)
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1.5.1 ACEITE ESENCIAL DE MANUKA (Leptospermum scoparium)

Es un arbusto pequefio de 1 a 1.5 metros de altura, sus hojas son de color purpura verdoso, sus
flores son dobles de color rojo intenso, blancas y rosadas y de larga duracién en la planta, que
crece al sur de Nueva Zelanda y en el este de Australia (fig 2). En Nueva Zelanda es valorado por
su aceite esencial, el cual es de especial interés por que este es rico en tricetonas, las cuales le
confieren actividad antibacterial y antifingica, de manera que es 20-30 veces mas eficaz que el
aceite del arbol del T¢ frente a bacterias Gram positivas. El aceite de Manuka también es anti-
inflamatorio y antiestrés. En cosmética, se esta incorporando en desodorantes para eliminar los
gérmenes causantes del olor corporal. También se ha empleado en productos para pieles
acneicas, en preparados para la caspa y como conservante natural de cosméticos (35) (30).

Los componentes de Leptospernmum scoparium varian en cuanto a cantidad, de acuerdo a la region
geografica en donde crece. (37)

La tabla siguiente muestra los compuestos mayoritatios presentes en el aceite esencial de
Manuka.

Tabla 4. Principales componentes en el aceite esencial de Manuka.(37)

Componentes Contenido (%0)
leptospermona 15.54
calamaneno 14.42
d-cadineno 6.02
®-copaeno 5.86
Cadina-1,4-dieno 5.94
Flavesona 491
Cadina-3,5-dieno 4.88
Iso-leptospermona 4.62
a-selineno 4.35
a-cubeneno 3.95
d-amotfeno 3.81
B-selineno 3.67
B-cariofileno 2.63
a-pineno 1.31

\J

F-ig 2 Manu eptospemuin scoparium)
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La actividad antimicética, del aceite esencial de Manuka se apoya en estudios realizados i [t
en los que se reporta que la actividad biolégica, se debe al alto contenido de tricetonas como son
leptospermone, isoleptospermone y flavesona.

@) @) ) O
o) O O 0
Flavesona Iso-leptospermona Leptospermona

Entre los organismos susceptibles a estos compuestos, podemos encontrar a Trichphyton rubrum,
Microsporum canis Trichophyton mentagrophytes y Candida albicans; los cuales, son agentes causales de la
dermatofitosis. En la literatura se reporta una Concentracion Minima Inhibitoria al 90% (MIC,)
de 0.03 2 0.078% masa/volumen (36) (37) (38).

1.5.2 ACEITE ESENCIAL DEL ARBOL DEL TE (TTO) (Melaleuca alternofilia)

El arbol del T¢ como se le conoce, pertenece a la familia de las mirticeas es un arbusto pequefio,
con corteza escamosa, exfoliante. Las hojas son ovaladas o lanceoladas, con un margen de color
verde a gris. Las flores se producen en racimos densos a lo largo de los tallos, el color de la flor
varia del blanco al rosa, rojo, amarillo palido o verdoso (fig 3). El fruto es una pequefia capsula
que contiene diminutas semillas. El aceite esencial es extraido por destilacion simple, y se ha
reportado su actividad antibidtica a una MIC,, de 0.5 a 0.44% contra hongos y levaduras tales
como: Trichgphyton rubrum, Microsporum canis, Trichophyton tonsurans, Candida sp. y Trichophyton
mentagrophytes, entre otros agentes etiolbgicos causantes de las tifias de piel, manos, pies, ufias y

mucosas (32) (33) (40).

La actividad antifungica del aceite esencial del arbol del T¢, se atribuye a terpinen-4-ol, el cual es
el componente mayoritario (40) (41).

OH

4-terpinen-ol

Fig 3 TTO (Melaleuca Alternifolia)
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Tabla 5 Principales componentes del Tea Tree. (41)

Componentes Contenido (%)
Terpinen-4-ol 39.8
y-terpineno 17.8
o-terpineno 8.3
1-8-cineol 4.5
a-terpineol 3.4
A-terpinolona 3.3
p-cymeno 2.3
x-pineno 2.1
d-cadineno 1.5

1.5.3 ACEITE ESENCIAL DE LAVANDA (Lavandula angustifolia).

Es una planta que se distribuye en la region del mediterraneo, tiene hojas verde ceniza muy
estrechas y con los bordes muy enrollados, pertenece a la familia de las /zbiadas; es un pequenio
arbusto siempre verde, en la parte superior de los tallos las flores tienen una tonalidad purpura

(ver fig 4) y su caracteristico aroma se genera

en las glandulas que contienen y producen aceite, el

cual es un liquido amarillo o incoloro, y su principal aplicaciéon se encuentra en la industria
cosmética. El uso de esta planta es muy antiguo sobre todo con fines terapéuticos donde se
tratan estados neurdticos en nifios y en adultos o en caso de trastornos menores del suefio.

Recientemente diversos estudios reportan su actividad antimicotica 7 [ztro, contra hongos
causantes de la dermatofitosis como: Microsporum: canis, Tricophyton mentagrophytes, y Epidermophyton
Sfloccosum asi como levaduras tales como Candida albicans , a una MIC,, de 2 al 4% v/v.

La actividad antifungica del aceite esencial de Lavanda se atribuye a Linalol, y al Linalol acetato,
los cuales son sus componentes mayoritarios, como se puede observar el la siguiente tabla.

(31)(33)(34)
Tabla 6. Principales componentes del aceite esencial de
Lavandula angustifolia.
Componentes Contenido (%)
Linalol 33.65
Lnalil acetato 26.34
Limoneno 8.70
Camphor 5.31
Borneol 4.89
x-pineno 4.21
a-terpineol 1.71
Cariofileno 1.39
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Linalol acetato Linalol

Fig 4 Lavanda (Lavandula angustifolia)
1.5.4 ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus vulgartis).

El tomillo (Thymus vulgaris) es una planta nativa de Europa Mediterranea, pertenece a la familia de
las Lamiaceae, sus tallos son lefiosos de entre 15 y 30 cm de altura, sus tallos de seccion
cuadrada estan repletos de pequefias hojas de entre 4 y 5mm en forma de racimos y con
tonalidades verdes recubiertas de aceite esencial presentan un aspecto velloso. Su floracién  se
produce entre los meses de marzo a mayo, momento en que ofrece su soporte mas atractivo con
pequefias flores de color blanco, rosa o violeta.

Ampliamente cultivada como hierba culinaria, aunque también ha sido utilizada empiricamente
como planta medicinal por cientos de afos, principalmente como antiséptico para enfermedades
respiratorias y desordenes digestivos.

El aceite esencial de Tomillo es extraido por medio de la destilacién de las hojas y parte superior
de la planta.

Se reporta la actividad bioldgica como: anti-inflamatorio, antioxidante, antibacterial y agentes
causales de la dermatofitosis tales como, Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Epidermophyton
Sfloccosum, a una MIC,, de 0.16-0.32ul/ml (v/v) v de Candida albicans a una MIC,, de 0.32-
0.64ul/ml (v/v). (35)(36) (37)

Los componentes mayoritarios del aceite esencial de Tomillo se reportan en la siguiente tabla, y
su actividad antifungica se atribuye a sus componentes mayoritarios como son: Thymol, p-
cimeno y Carvacrol.
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Tabla 7 Principales componentes del aceite esencial de Tomillo.

Componentes Contenido (%0)

p-cimeno 36.5

Thymol 33.0

1,8-cineol 11.3
a-terpineol 4.8
Carvacrol 3.9
Borneol 2.1
Lonalool 2.0

OH

Carvacrol

OH

Fig. 5 Tomillo ( Thymus vulgaris)

p-cimeno

En base a este estudio preliminar fue conveniente desarrollar un producto de calidad, de facil
aplicacién, bajo un apresentacion farmacéutica, que contenga a tales aceites esenciales.

Recordando que las dermatofitosis afectan la epidermis, especificamente el estrato corneo, es
necesario elaborar un producto de aplicacion topica y de efecto local, ademas de que su
aplicacién sea comoda, que no deje una sensaciéon grasosa, no manche y tenga una correcta

lavabilidad.

En consecuencia, se propuso la elaboracion sistemas semisolidos (cremas), de tal manera que
permita la incorporacion de los aceites esenciales, en la concentracioén terapéutica reportada. Al
mismo tiempo, los componentes de la formulacién protegeran al aceite de la oxidacion, y que

ademas conservaran las caracteristicas propias de esta forma farmacéutica.
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Recordando las caracteristicas deseadas para el producto farmacéutico de aplicacién topica,
ademas de que como principio activo tenemos aceites esenciales, lo mas factible es pensar en una
emulsion semisdlida aceite en agua (o/w).

Los sistemas semisolidos satisfacen una exigencia de las preparaciones de aplicacion tépica, ya
que en general, poseen buena adherencia, lo que hace que permanezcan sobre la superficie de
aplicacion por un tiempo razonable hasta que se eliminan por lavado. (58)

Las cremas constituyen un grupo de preparados farmacéuticos, caracterizado por su consistencia
semisolida, estan destinadas a ser aplicadas sobre la piel o sobre ciertas mucosas con el fin de
ejercer una accidén local o de dar lugar a la penetracién cutinea de los medicamentos que
contiene, estan constituidas por 2 fases, una oleosa y otra acuosa. (58)

Las cremas pueden ser:

Hidréfobas. La fase continua o externa es la fase oleosa.
Hidrofilas. La fase externa es de naturaleza acuosa.

Para comprender las caracteristicas de una crema, revisemos el principio fisico de lo que son las
emulsiones.

1.6 EMULSION

Una emulsién se puede definir como dos liquidos inmiscibles, uno de los cuales esta finamente
subdividido y distribuido uniformemente a medida que las gotas se distribuyen mezclandose
entre si. El sistema se estabiliza con un agente emulsionante. (57)

Fig 6 Microfotografia de una emulsion

1.6.1 Tipos de Emulsién.

e Oleo acuoso (o/w en ingles). Las gotas de aceite se dispersan a través de la fase acuosa
e Hidrooleosa (w/0). El agua se dispersa en la fase oleosa.

e Muldples (o/w/0) 6 (w/o/w) Se forma de gotas de aceite en gotas de agua de m mayor
tamafio que se dispersan a su vez en agua o de forma opuesta.
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Las emulsiones farmacéuticas consisten habitualmente en una mezcla de fase acuosa con varios
aceites o ceras. Ademas, es necesario incluir un agente o agentes emulsificantes para facilitar la
emulsién actual durante la fabricacion, y también para garantizar la estabilidad de la emulsién
durante el petiodo de validez del producto

1.6.2 Componentes en la emulsion

e Mcédio dispersante o matriz (fase continua o externa): Agua
e Gotitas o globulos dispersos (fase dispersa o interna): Aceite Esencial o esencia
e Emulsificante: Iy II no i6nicos

1.63 Formulacion segun el método de HLLB

Este método fue ideado por Griffin (1949) y es util para calcular las cantidades relativas de estos
emulgentes necesarios para producir una emulsion fisicamente mas estable para una emulsién
aceite en agua en particular. Aunque, su uso se ha extendido hasta los emulgentes i6nicos.

Cada emulsionante tiene asignado un numero HLB que representa las propiedades relativas de
los componentes lipéfilos e hidréfilos de la molécula. Los numeros altos (hasta u maximo de 20),
indicaran que tiene propiedades hidrofilicas o polares, mientras que los numeros bajos
representan las caracteristicas lipofilicas.o no polares.

1.6.4 Clasificacion de los agentes emulsificantes.

Hay muchos tipos de emulgentes disponibles, pero por conveniencia se pueden dividir en dos
grupos: agentes tensoactivos sintéticos o semisintéticos y materiales de origen natural y sus
derivados.

>

Agentes tensoactivos y sintéticos

e Anidnico: Se disocian en soluciones acuosas para formar aniones de carga negativa.
Por ejemplo: jabones alcalinos 1SS, sales de 4cidos organicos de cadena larga (Na*, K,
NH4") sales de esteres con H,SO, como alcoholes grasos superiotes, estables a un pH de
7.

e Catidnico: Estos materiales se disocian en soluciones acuosas para formar cationes de
carga positiva. Por ejemplo: Br cetil trimetil amonio, cationes de cadena larga,
compatibles con NH4", estables a pH entre 3y 7

e No ionicos. Estos compuestos varfan desde compuestos liposolubles a materiales
hidrosolubles. son totalmente covalentes y no tiene ninguna tendencia a la ionizacion.
Estos son particularmente utiles debido a su baja toxicidad y capacidad irritante.

e Anfotericos. Estos poseen grupos de carga tanto como positiva como negativa,
dependiendo del pH del sistema, son catiénicos a un pH bajo y aniénicos a un pH alto.
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>

Materiales naturales y derivados

Son de origen natural, y muestran una variacién considerable, de sus propiedades
emulsionantes, ademas de ser susceptibles a la contaminacién microbiolégica. En esta
clasificacion tenemos: polisacaridos (goma arabiga, tragacanto), polisacaridos semisinteticos
(metilcelulosa 20), sustancias que contienen esteroles (cera de abeja).

Para la formulaciéon base propuesta se tienen emulsificantes no ionicos, con un valor de HLB
entre 10 y 15 lo que indica que es de naturaleza hidroéfila.por lo que se utilizan en emulsiones
oleoacuosas.

1.6.5 ELABORACION GENERAL DE UNA EMULSION
De manera muy general se resumen los pasos para elaborar una emulsion.

1.- Determinar el tipo de emulsion.

1.1.-Seleccionar el agente emulsificante (HLB).

2.- Agrupar los componentes segun su solubilidad y disolverlas donde proceda.
3.- Aplicar la fase interna sobre la externa.

4.- Mezclar las dos fases.

Una vez que se ha elaborado la emulsién, lo mas conveniente es verificar que sea estable y para
ello existen las siguientes pruebas preliminares que indicaran la estabilidad de la emulsion.

1.6.6 ESTABILIDAD DE UNA EMULSION.

La estabilidad de una emulsién depende de los siguientes factores: el tamafio de particula, la
diferencia de densidad de ambas fases, la viscosidad de la fase continua y de la emulsion, la
eficacia y cantidad del agente emulsificante, y las condiciones de almacenamiento (las
temperaturas altas y bajas), la agitacién y vibracién, la dilucién o evaporacién durante el
almacenamiento o el uso.

Desde el punto de vista farmacéutico se consideran estables cuando los glébulos de la fase
interna, mantienen su tamafio y forma iniciales, permaneciendo uniformemente distribuidos, en
la fase continta durante un tiempo razonable suficiente para su almacenamiento y uso.

Puesto que las particulas de una emulsioén estan suspendidas libremente en un liquido, obedecen
a la ley de Stokes si no estan cargadas, como es nuestro caso. La estabilidad incluye forzosamente
la no coalescencia de las particulas de la emulsion y la no sedimentacion. Por lo tanto, el agente
emulsificante y la energfa (agitacién) garantizan la formaciéon de la emulsién asi como su

estabilidad.(57)

La observacion visual puede permitir detectar algunos indicadores cualitativos de inestabilidad
como: cambios de color, olor y pH.
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Si la emulsion hubiera presentado variacion en las observaciones anteriores, entonces la emulsion
pudo haber presentado alguno de los siguientes fenémenos que se mencionan a continuacion.

1.-Cremado. La fase dispersa se concentra en la parte superior.

2.-Floculacién. Se forman agregados de globulos que no se fusionan entre si.

3.-Sedimentacion. La fase dispersa se concentra en la parte inferior.

4.-Coalescencia. Proceso por el cual los glébulos se une para formar otros de mayor tamafio,
provocando la ruptura de la emulsion.

5.-Inversion de fases. La fase continua pasa a discontinua y viceversa.

Donde las tres primeras son reversibles, en tanto que las dos dltimas son irreversibles.(55)

Para verificar que en realidad la emulsion es estable se realizan los siguientes estudios de
estabilidad

1.6.7 ENSAYOS DE ESTABILIDAD DE LAS EMULSIONES.

La estabilidad fisica de una emulsién se puede evaluar examinando el grado de corte o
coalescencia, por analisis del tamafio del glébulo o cambios de viscosidad que se produce durante
un periodo de tiempo.(55)

Para comparar las estabilidades relativas de varios productos similares es necesario acelerar los
procesos de corte y coalescencia, lo que puede conseguirse con uno de los métodos siguientes.
Almacenamiento a temperaturas adversas.

>

Ciclos de temperatura (4° a 40°C): Al exagerar las fluctuaciones de temperatura a las que
esta sujeta el producto en condiciones de almacenamiento normal, es posible comparar
las estabilidades de una serie de emulsiones.

Tabla 8. Ciclos de Frio-calor (4°a 40°C).

Dia | Temperatura | Tiempo de exposicion
°C (h)
1 4°C 24
2 40°C 24
3 4°C 24
4 40°C 24
5 4°C 24
0 40°C 24
7 4°C 24

>

Almacenamiento a 40°C: Acelera los productos de cremado o sedimentacion (disminuye
la viscosidad) de floculacién o coalescencia (aumenta la agitacion térmica).
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>

Centrifugacién: Aumenta la velocidad de cremado, sedimentacion, floculacion.

Para verificar que el producto es estable y que cumplié con las caracteristicas organolépticas
deseables se evalua visualmente:

= Separacion de fases.

* Cremado y sedimentacién.
*  Floculacion.

®  Coalescencia.

L pH
1.6.8 EQUIPOS DE EMULSIFICACION

Para elaborar una emulsién se requiere de un equipo especial que nos proporcione energfa y que
ademas cumpla con el trabajo de mezclado para dispersar la fase interna en la externa. Los
equipos generalmente usados son:

*Agitadores (baja viscosidad).

*Mezcladores mecanicos (A propulsion o de hélice o de turbina o de palas)
*Molinos coloidales (rotor y estator)

*Homogenizadores de alta presion.

*Dispositivos ultrasénicos.

La agitacion empleada en los experimentos del laboratorio, es por lo general mucho mas
vigorosa y eficiente que la de los equipos a escala de planta. Para la elaboracién de nuestra
emulsion, en el laboratorio utilizamos un mezclador mecanico de hélice.

1.7 PROPIEDADES DE LOS EXCIPIENTES.

El principal papel del excipiente es servir de soporte al principio activo que se desea aplicar sobre
la piel, aunque podria influir en la penetracién del principio activo hacia lugares mas o menos
profundos situados por debajo de la zona de aplicacion y contribuir de este modo en la eficacia
del preparado.

La base propuesta, contiene los siguientes excipientes y enseguida veremos las propiedades
generales que cada uno de estos tiene.

>
Agentes emulsicantes I(Ester estearil polioxilo 6) y II (Ester estearil polioxilo 25)

Son emulsificadores etoxilados no i6nicos. Se disuelven en agua y en alcohol para formar una
coloide o una solucién clara. Pueden solubilizar aceites y grasas animales y vegetales.

Son resistentes a la accion de acidos, bases y sales. Por lo que su eficiencia como emulsificantes
no cambia con la presencia de electrolitos.
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Se utilizan en combinacién los emulsificantes I y II, para formar emulsiones o/w. Pueden ser
utilizados con aceites con un amplio rango de polaridades y ademas en una concentracion del 1-
8% en la formulacion total. Lo que representa un ahorro econémico.

También se recomienda utilizarlo en combinacién con alcohol cetoesteatilico, ya que al modificar
la cantidad de agua hasta en un 90%, la estabilidad de la crema no se ve afectada.

Tabla 9. Propiedades fisicas de los emulsificantes.

Identidad Emulsificante I Emulsificante 11
Apariencia Semisdlido blanco. | Microesferas blancas
Grado de etoxilacion 6 25
HLB 10 15

Tabla 10. Especificacién de los emulsificantes.

Parametro Limites de especificacion
Emulsificante I | Emulsificante 11
Valor de saponificacion <3.0mg/g <3.0mg/g
Agua (k. Fisher) <1.0g/100g <1.0g/100g
1,4-Dioxano,ppm <10mg/kg <10mg/kg
Oxido de etileno <1.0mg/kg <1.0mg/kg
Residuo de ignicion <0.2g/100g <0.2¢/100g
Punto de goteo 41-45°C 44-48°C

>

Alcohol Cetoestearilico.

Es una mezcla de alcoholes estearilico y cetilico con pequenas cantidades de algunos otros
alcoholes. Ias proporciones en las cuales generalmente se encuentran estos alcoholes son:

alcohol estearilico de 50-70%, alcohol cetilico 30-50%. (58)
Imparte, propiedades visco-elasticas, se utiliza como un emoliente y agente emulsificante.

>
Vaselina Liquida.

Es una mezcla purificada de hidrocarbonos de petréleo. Liquido aceitoso, incoloro, inodoro,
insoluble en agua y alcohol. Sirve como lubricante y emoliente para la formulaciéon de formas
farmacéuticas liquidas y semisolidas.(58)
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>
Propilenglicol

Es un liquido claro, incoloro y viscoso. Sirve como vehiculo para el principio activo. (59)

» Propilparabeno y Metilparabeno
Son esteres de acido para-hidroxibenzioco con propanol o metanol. Se utlizan en la
conservacion de alimentos, su principal ventaja es que, al no tener facilmente grupos ionizables,

su comportamiento es independiente de los cambios de pH en un rango muy amplio. Son
conservantes efectivos contra mohos y levaduras, y bastante menos frente a bacterias. (58)
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2.1 ESTUDIOS DE PREFORMULACION

Preformulacién es el proceso dentro del desarrollo de medicamentos que involucra la aplicacién
de parametros fisicos, quimicos y biologicos que permiten analizar las propiedades del principio
activo asi como de los componentes a utilizar con la finalidad de detectar las posibles
incompatibilidades que se puedan presentar al desarrollo del producto.

La finalidad de llevar a cabo los estudios de preformulacion es disefiar el mejor sistema para su
aplicacién dando como resultado una formulacion estable, eficaz, de facil aplicacion y segura que
cumpla con las caracteristicas deseadas y con la finalidad para la cual se desea desarrollar e
producto.

2.1.1 CARACTERIZACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS

Los principios activos que utilizamos son: aceite esencial de Manuka, Lavanda (proveedor I y II),
Tea Tree, Tomillo, y esencias de Tomillo y Lavanda; los cuales tienen propiedades antimicoticas
en particular contra dermatofitos y se mencionan en el primer capitulo.

Los aceites esenciales son liquidos volatiles a temperatura ambiente. Algunos aceites son densos.

De acuerdo a las caracteristicas fisicas que este posee, el proceso de caracterizacion se realizé con
las siguientes pruebas:

» Descripcion
» Indice de refraccién de los aceites esenciales.
» Densidad relativa

Descripcion

Esta parte consistié en describir las caracteristicas sensoriales de los aceites esenciales como olor,
color y apariencia fisica, mediante el siguiente procedimiento:

METODOLOGIA
Etiquetar 7 vasos de precipitados de 50mlL, con el nombre de los 7 diferentes aceites esenciales,
(un vaso para cada aceite).

Colocar 5mL de aceite esencial en el vaso correspondiente a su nombre, para analizar su olor,
color y apariencia general.
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7
L X4

Indice de Refraccion

El indice de refraccion es un parametro propio de cada medio que indica el comportamiento de
la luz al atravesarlo. El método se basa en la medida directa del angulo de refraccion, en un
aparato llamado refractometro tipo Abbe. El procedimiento es el siguiente:

METODOLOGIA

a) Se ajusta el equipo a 25°C con un dispositivo de agua que permita mantener el aparato a un a
temperatura constante de 25°C, ya que los aceites esenciales se miden a esa temperatura por
indicacién de NMX-K-129-1976. DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION EN
ACEITES ESENCIALES Y PRODUCTOS AROMATICOS.

b) Calibrar el equipo con agua destilada.

¢) Después de haberlo calibrado se limpia perfectamente con una gasa. Y se colocan algunas
gotas de aceite esencial, hasta cubrir la superficie del prisma., se sellan los prismas siguiendo las
indicaciones del fabricante, se ajusta y observa por el ocular para obtener su parametro. Después
se retira el aceite esencial con una gasa y se limpian los prismas con una gasa impregnada de
alcohol etilico, para asegurar que no quede aceite esencial. Repetir para cada aceite esencial.

7
L X4

Densidad Relativa.

Esta es una relacion entre la densidad de una sustancia y una de referencia, que generalmente es
el agua. Y esta relacion es constante para cada liquido.

METODOLOGIA

Medir la masa del picnémetro vacio y después se llena de agua destilada a 20°C, se anotan estos
datos, y se limpia y seca el picnémetro.

El picnémetro ahora se llena con un aceite esencial y se pesa.

Se hace una relacién de los pesos obtenidos entre el picnémetro vacio (ml), picnémetro con
agua (m2) y picnémetro con aceite esencial y m(3), con la siguiente formula.

- m2-m1

d2 =
m3—-m1

d1

Donde:
d2: es la densidad del aceite
dl1: es la densidad del agua
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Los datos obtenidos de estas 3 pruebas, los podremos comparar con los reportados en el control
analitico con que se expide cada aceite esencial.

2.2 DESARROLLO DE LA CREMA BASE

En la monografia de los emulsificantes I y II, se recomienda utilizarlos en combinacién y se
plantea una formulacién de crema base, por su versatilidad de ser muy estable y de admitir un
amplio rango de sustancias polares como son los aceites esenciales y grasas naturales.

Con la intencién de verificar si la formulacion de la crema serd estable, se fabrica un lote sin
principio activo y se somete a las pruebas de estabilidad..

2.3 PROCEDIMIENTO GENERAL DE ELABORACION.

Se aplico el procedimiento general para la elaboracion de cremas, que implica la fusion de las
grasas y el calentamiento de la fase acuosa para su posterior homogenizacion e incorporacion del
aceite esencial.

Tabla 11. Formulacién de la crema base.

Formulacion de base de la crema

total 50g

1 Alcohol Cetoestearilico 3.5
Emulsificante I 0.75
Emulsificante 11 0.75
Parafina Liquida 6.0
Parabenos 0.1

1I Agua 34.9

111 Propilenglicol 4.0

1.-Pesar las materias primas para un tamafio de lote de 50g.

2.- Calentar la mezcla I y el agua (II) por separado hasta alcanzar una temperatura de de 80 °C.
3.- Adicionar el agua sobre la solucién I mezclando vigorosamente con una batidora de
inmersién (I/10).

4.-Calentar el III a no mas de 32°C.23°C

5.-Adicionar sobre la mezcla (I/1I), a Il y continuar agitando, hasta que la mezcla se encuentre a
temperatura ambiente.

Los factores importantes a considerar durante el proceso de manufactura se enuncian a
continuacion.

e [atemperatura a la cual deben estar las mezclas I y 11, debe ser la indicada.

e El recipiente que contendrd la mezcla y en el cual se agite, debe ser apropiado, para
manejar temperaturas de 80°C y de capacidad suficiente.

e Durante el proceso de mezclado, la agitacion puede hacerse por pulsos, para evitar que el
motor se caliente, hasta temperatura ambiente.
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Al terminar el proceso de fabricacion de la crema, se procede a realizar las siguientes pruebas, ya
que una emulsion bien formulada debe cumplir con propiedades organolépticas aceptables, su
viscosidad debe ser la apropiada para poder extraerse del envase y poder aplicarse sobre la piel
sin provocar irritaciéon por un pH inadecuado.

e Descripcion de las caracteristicas organolépticas de la crema: Aspecto, color y olor.

e Determinar el valor de pH.

e Determinar el valor de viscosidad.

e Prueba de estabilidad por :

I.- Centrifugacion. (3000tpm/5mim y 10 mim)

II.- Ciclado térmico, envasando en 3 tipos de envase primario mas comunes para preparados

farmacéuticos semisolidos: tarro de vidrio con tapa de rosca, tubo de latén y tubo de

aluminio.

Lo que se espera en nuestro producto terminado, se muestra a continuacion.

Tabla 12. Resultados que se esperan de la formulacién base.

Crema Base
Descripcion Blanca, brillosa, homogénea, de facil
organoléptica aplicacién y con olor caracteristico
de los parabenos
PH (25°) 5-6
Centrifugaciéon | 5 min | Sin separacion de fases
3000 rpm 10min | Sin separacién de fases.

Una vez que se verifico que esta formulacion base tenia propiedades organolépticas aceptables y
que era estable, se procede a fabricar las cremas con los diferentes aceites esenciales, de los cuales
se ha reportado que tienen actividad contra dermatofitos y de los cuales en la parte de
introduccién se reporta su monografia.

2.4 DESARROLLO DE LAS CREMAS CON ACEITES ESENCIALES

De los resultados de estabilidad de la base de la crema, se procede a fabricar las cremas con el
principio activo propuesto adicionando en cada caso la cantidad de aceite correspondiente a la
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) reportada.
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2.4.1 CREMA CON ACEITE ESENCIAL DE MANUKA
Tabla 13. Crema Antimicdtica con aceite esencial de Manuka.

Formulacion de Crema antimicotica,
con Aceite Esencial de Manuka.
Contenido total 50g

1 Alcohol Cetoesterilico 3.5
Emulsificante I 0.75
Emulsificante 11 0.75
Parafina Liquida 6.0
Parabenos 0.1

11 Agua 33.05mL

III | Propilenglicol 4.0¢
Aceite esencial de Manuka 1.85ml.

2.4.2 CREMA CON ACEITE ESENCIAL DE MANUKA Y TTO

Con base a reportes en donde se indica el sinergismo que hay entre los aceites esenciales de
Manuka y Tea Tree (I'TO) contra dermatofitosis, se propone una formulacion, en donde se
utilicen, como principios activos, el Tea Tree y Manuka en concentracién minima inhibitoria
reportada en estudios I vitro. Se propone una disminucién en la concentraciéon de Manuka, ya
que se reporta en la bibliografia que TTO requiere del doble de concentracion que Manuka para
actuar contra los dermatofitos.

Tabla 14. Crema con aceite esencial de Manuka y Tea Tree.

Formulacién de Crema antimicotica
con Aceite Esencial de Tea tree y Manuka / 50g
1 Alcohol Cetoestearilico 3.5
Emulsificante 1 0.75
Emulsificante 11 0.75
Parafina Liquida 0.0
Parabenos 0.1
II | Agua 30.3
111 | Propilenglicol 4.0g
Aceite esencial de Manuka | 1.6
Aceite esencial de Tea Tree | 3mL

2.43 CREMAS CON ACEITE ESENCIAL DE LAVANDA (Proveedor I y IT)

Se fabrican dos lotes de cremas con aceite esencial de Lavanda, en la misma concentracion, pero
de diferente proveedor ya que el indice de refraccién es diferente. También se fabrica un lote con
Esencia de Lavanda para ver si hay diferencia en la actividad contra dermatofitos.

e Proveedor I (nacional).
e Proveedor II(importacion)
e Proveedor III(Esencia nacional)
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Tabla 15. Crema con aceite esencial de Lavanda Proveedor 1.

Formulaciéon de Crema L] ntimicética
con Aceite Esencial de Lavanda / 50g

1 Alcohol Cetoesteatilico 3.5
Emulsificante I 0.75
Emulsificante 11 0.75
Parafina Iiuida 6.0

Parabenos 0.1
11 Agua 33.45ml
111 Propilenglicol 4.0
Aceite esencial de Lavanda 2mlL.
Prov. 1

Tabla 16. Crema con aceite esencial de Lavanda Proveedor 11.

Formulacién de Crema [ ntimicética
con Aceite Esencial de Lavanda / 50g

1 Alcohol Cetoestearilico 3.5
Emulsificante 1 0.75
Emulsificante 11 0.75
Parafina Liuida 6.0

Parabenos 0.1
11 Agua 32.9mL
111 Propilenglicol 4.0¢
Aceite esencial de Lavanda 2 mL
Prov 11

2.4.4 CREMA CON ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO
La siguiente formulacién contiene ahora como principio activo el aceite esencial de Tomillo a la

concentracion de 32ul/g (v/w), que es la que se reporta con actividad contra dermatofitos, y el
volumen final se ajusta con la fase externa (agua).

Tabla 17. Crema con aceite esencial de Tomillo.

Formulacién de Crema antimicotica
con Aceite Esencial de Tomillo/ 50g
1 Alcohol Cetoesterilico 3.5
Emulsificante I 0.75
Emulsificante 11 0.75
Parafina Liquida 6.0
Parabenos 0.1
11 Agua 33.3mL
111 Propilenglicol 4.0g
Aceite esencial de 1.6mL
Tomillo
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2.4.5. CREMA CON ESENCIA DE LAVANDA
Tabla 18. Crema con Esencia de Lavanda.

Formulacién de Crema antimicotica
con Esencia de Lavanda / 50g
1 Alcohol Cetoesteatilico 3.5
Emulsificante I 0.75
Emulsificante 11 0.75
Parafina Liuida 6.0
Parabenos 0.1
11 Agua 32.9mlL
111 Propilenglicol 4.0¢
Esencia de Lavanda. 2 mL

2.4.6 CREMA CON ESENCIA DE TOMILLO

La siguiente formulacién contiene ahora como principio activo, esencia de Tomillo a la

concentracion de 32ul/g (v/w).
Tabla 19. Crema con esencia de Tomillo.

Formulacion de Crema antimicotica

con Esencia de Tomillo/ 50g

1 Alcohol Cetoesteatilico | 3.5
Emulsificante I 0.75
Emulsificante 11 0.75
Parafina Liquida 6.0
Parabenos 0.1

II | Agua 33.3mL

11T | Propilenglicol 4.0g
Esencia de Tomillo 1.6mL

Las caracteristicas deseables de nuestro producto final, como indicativo de que tenemos cremas
con propiedades organolépticas aceptables y estables, se enuncian en la siguiente tabla.
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2.5 ESPECIFICACIONES DE PRODUCTO TERMINADO.
Tabla 20. Caracteristicas deseables del producto terminado

ACEITES ESENCIALES ESENCIAS
MANUKA- LAVANDA | LAVANDA LAVANDA | TOMILLO
MANUKA TTO proveedor I | Proveedor I1 TOMILLO Proveedor ITI
Descripcion Blanca, Blanca y Blanca, Blanca, Blanca, Blanca, Amarillo,
Organoléptica nacarado, brillosa brillosa brillosa brillosa brillosa brillosa
homoggénea, homogénea | homogénea,y | homogénea,y | homogeneay | homogénea, | Homogénea,
de facil y de facil de facil de facil de facil de de facil
aplicacion de aplicacion, aplicacion, aplicacion. aplicaciony | facil aplicacion | aplicacion,
olor con olor olor olor olor y olor de olor
caracteristico | caracteristico | caracteristico | caracteristico | caracteristico | caracteristico | caracteristico
PH (25°C) 5-6 5-6 5-6 5-6 5-6 5-6 5-6
Centrifugacion | 5mim
a 3000rpm Sin separacion | Sin separacion | Sin separacion | Sin separacion | Sin separacion | Sin separacion | Sinseparacion
de fases de fases de fases de fases de fases de fases de fases
10mim | Sin separacion S; . Si on | si 6n | Si on | si . Sin
de fases in Ciepamaon in separacion | Sin separacioén | Sin separacion | Sin separacion separacion de
e fases de fases de fases de fases de fases
fases
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2.6 DETERMINACION DE LAS PRUEBAS DE CICLADO TERMICO CON TRES
TIPOS DE ENVASE PRIMARIO.

Todo medicamento una vez fabricado debe ser sometido a una serie de operaciones, conocidas
genéricamente como envasado y acondicionamiento, para que puedan llegar al usuario como
auténticos medicamentos, en condiciones 6ptimas de estabilidad, seguridad y eficacia.

Ademis en el proceso de envasado también proporciona proteccién frente a las condiciones
ambientales, fisicas, biol6gicas, quimicas y pasivas, garantizando asi la estabilidad.(58)

Las- formas semisolidas como las cremas suelen venir envasadas en tubos de plastico o metal de
capacidad variable, cilindricos para nuestro producto son de 100 y 150mL de plastico y estafio.
Ya que permite una facil dispensacion, con buen cierre y una proteccién adecuada del producto.
Cuando se utilizan correctamente, el riesgo de contaminacion de la fraccion remanente es
minimo. Poseen un peso ligero, se deforman con facilidad al aplicatles presion

Pero también pueden utilizarse tarros de vidrio, sobre todo cuando son de uso cosmético.

Se proponen 3 diferentes tipos de material de envase primario, para verificar que envase cumple
mejor con la funcién de proteccion.

Tabla 21. Determinacion de la estabilidad térmica en diferentes materiales de empaque.

Caracteristicas Dia Temperatura | Tiempo de

del envase °C+2°C exposicion
(h)
Tarro de vidrio 1 3 24
Esmerilado con 2 40 24
tapa 3 3 24
de rosca 2 20 >4
5 3 24
6 40 24
7 3 24
Tubo de laton 1 3 24
2 40 24
3 3 24
4 40 24
5 3 24
6 40 24
7 3 24
Tubo de 1 3 24
aluminio 2 40 24
plastificado 3 3 24
4 40 24
5 3 24
6 40 24
7 3 24

Las determinaciones que se hacen por cada ciclo de temperatura y en cada envase son:
e Caracteristicas organolépticas (color, olor, y aspecto homogéneo)
e [Estabilidad fisica (si se observa indicio de separacion de la emulsion.
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2.7 PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICOTICA DE LAS CREMAS CON
ACEITES ESENCIALES POR METODO DE DILUCION EN AGAR

MGA 0571. LIMITES MICROBIANOS

Se realizan pruebas de susceptibilidad microbiologica 7 17fro con la finalidad de probar la posible
actividad antimicética de las cremas elaboradas.

Para la realizacién de estas pruebas se utiliz6 al microorganismo Trichgphyton rubrum, el cual es un
agente etiologico que se encuentra con mayor frecuencia en la dermatofitosis en México.

Estas pruebas se hacen por el método de diluciéon en agar y determinacién de limites
microbianos MGA 0571, con algunas modificaciones de acuerdo a nuestras circunstancias.

2.7.1 Metodologia por microdilucién en agar en dermatofitos
2.7.1. A. AISLAMIENTO.
a) Resembrar las cepa T. rubrum en agar papa-dextrosa, incubar durante 7 dias a 28*C.

2.7.1. B. PREPARACION DE LA MUESTRA.

1.-Marcar las cajas indicando la crema a evaluar y la dilucién correspondiente

2.-Pesar 1 gramo de cada crema, en frascos con rosca con capacidad de 15mlL.

3.-Adicionar 0.5ml de tween al 5%.

4.-Adicionar 8.5mL de buffer de fosfatos (pH 7.2). Homogeneizar. (1* dilucién).

5.-Tomar 1mL de la solucién anterior y llevarlo a 9.0mL con buffer se fosfatos.(2* dilucion).
6.-Tomar 1mL de la solucién y llevatrlo a 9.0mL con buffer de fosfatos.(3* dilucion)

7.-Adicionar por duplicado 1mlL de cada dilucién del producto en cajas Petri. Y agregar a cada
caja de 20mL del medio Agar dextrosa sabouraud fundido, evitando la formacién de burbujas.
8.-Con movimientos suaves mezclar la alicuota de la muestra en el medio de cultivo, evitando el
derrame del liquido.

Debemos sefialar que el medio debe estar previamente esterilizado y mantenido en bafio de agua
a una temperatura aproximada de 45 a 48°C, para evitar que solidifique.

9.-Permitir que el medio de cultivo solidifique a temperatura ambiente e incubar las placas en
posicion invertida a 3532°C por 48 horas, para su control de calidad.

2.7.1. C. EVALUACION DE LAS CREMAS, SIN DILUCION.

1.-Marcar las cajas indicando la crema a evaluar.

2.-Pesar 1 gramo de cada crema.

3.-Adicionar 0.5ml de tween al 5%. Y mezclar perfectamente hasta formar una pasta

4.-Se adicionan 20mL del medio de Agar dextrosa sabouraud, y homogenizar con movimientos
suaves.
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5.-Verter el producto con el medio en una caja Petri, evitando la formacién de burbujas.
6.-Permitir que el medio con la crema, solidifique e incubar las cajas en posicion invertida a
35£2°C por 48 horas, para su control de calidad.

2.7.1. D. PREPARACION DE INOCULO

a) Prepara condiciones asépticas.

b) Del aislamiento de 1. rubrum, abrir la caja.

c) esterilizar. el asa y tomar una asada de Tween 20

¢) Inmediatamente tomar una asada de conidias y depositarlas en un tubo de ensaye con 10mL
de solucién salina 0.9%y agitar hasta formar una suspension.

d) Filtrar con filtro whatman N°40.

¢) Comparar la suspension de microconidias por turbidez con la curva de McFarland (anexol) y
realizar las diluciones correspondientes para obtener una concentracién de 1x10*(UFC/mL).
Esta sera nuestra suspensioén de microconidias que utilizaremos.

2.7.1. E. INOCULACION DE PLACAS

1.-Inocular las placas preparadas previamente (48hrs), con 100ul de la suspensién de
microconidias con concentracién de 1x10'(UFC/mL) y distribuir el inoculo con un asa
bacteriologica, mediante el estriado por agotamiento.

13.-Incubar a 28°C y examinar si el Microorganismo crece en cada una de las cajas después de

72,120 y 168hrs.

10.-Este procedimiento se lleva a cabo para cada una de las cremas y para un control positivo,
que sera la crema base; es decir la crema sin principio activo, y un control negativo que sera una
caja Petri con medio de cultivo sin inocular.

Nota: Para cada una de las etapas de la evaluaciéon de susceptibilidad antimicética, es
indispensable, delimitar la zona de trabajo limpiando con alcohol etilico al 70%, y trabajar en una
zona de esterilidad creada por la llama de un mechero.
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RESULTADOS Y ANALISIS.
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3.1. PREFORMULACION.

3.1. A Caracterizacion del principio activo.

Tabla 22. Caracterizacion sensorial del principio Activo.

RESULTADOS Y ANALISIS

ACEITE ESENCIAL Resultado
Manuka Liquido amarillo paja tras}ucido, de olor
pungente, fluido
Manuka-TTO Liquido amarillo traslucido, de olor pungente y

muy fluido

Lavanda (Proveedor I)

Liquido incoloro, de aroma caractetistico, muy

fluido

Lavanda (Proveedor II).

Liquido amarillo tenue y traslucido, de olor

caracteristico, muy fluido

Liquido incoloro, muy fluido de olor

Tomillo Y
caracteristico.
ESENCIA
Tomillo Liquido café opaco, de aroma caracteristico.
Liquido amarillo tenue traslucido, de olor
Lavanda

caracteristico y muy fluido.

3.1. B Indice de Refraccion y Densidad relativa

Tabla 23. Indice de Refraccion y densidad relativa del principio activo

Aceite Esencial Re frf;(cl;gfl jez 5°C Densidad relativa 25°C
Manuka 1.393500 0.9756
Manuka-TTO 1.475574 0.8972
Lavanda (Proveedor I) 1.461568 0.8859
Lavanda (Proveedor II) 1.461682 0.8855
Tomillo ND 0.8990
Esencia
Tomillo 1.455566 1.018
Lavanda 1.4502643 0.9511

ND. No detectable
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La mayoria de estos resultados son muy semejantes a los reportados en la hoja de control
analitico (anexo A), por lo que se puede asegurar que los principios activos con los que se
trabajaron cumplen con los parametros de calidad requeridos.

3.2 RESULTADOS DE LA FORMULACION BASE.

Tabla 24. Crema base.

Base
Descripcion Blanca, brillosa, homogénea, de facil
organoléptica aplicacién y con olor caracterfstico
de los parabenos.
PH (25°C) 6
Centrifugacién | 5min | No hay separacion de fases
3000rpm 10min | No hay separacion de fases.

Estos resultados indican que la formulacion base, cumple con las caracteristicas organolépticas
esperadas y que es estable.

Los resultados obtenidos en cuanto la apatiencia y caracteristicas de las cremas obtenidas fueron
muy satisfactorios y se muestran en la tabla 25.
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3.3 RESULTADOS DEL DESARROLLO DE LAS CREMAS CON LOS ACEITES ESENCIALES.

Tabla 25. RESULTADOS DEL DESARROLLO DE LLAS CREMAS CON ACEITES ESENCIALES.

ACEITES ESENCIALES ESENCIAS
LAVANDA TOMILLO
MANUKA MANUKA-TTO LAVANDAI LAVANDA II TOMILLO 111
1bc1d Blanca, nacarado, Blanca y brillosa Blanca, Blanca, Blanca, brillosa Blanca, arillo,
Descrlpcmn 1 d 1 y brill 1 1 1 brill 1 Amarill
Oroanolépti homogénea, de facil homogénea brillosa brillosa homogénea y de facil brillosa brillosa
ganolcptica aplicacién de olor y de facil aplicacién, homogénea, de homogénea, de aplicacion y olor homogénea, de homogénea
caracteristico con olor facil aplicacion y facil aplicacion y caracteristico facil aplicacién y olor de facil
caracteristico olor caracteristico olor caracteristico caractetistico aplicacion,
de olor
caractetfstico
PH (21°C) 5 5 6 6 6 6 6
Centrifugacién | 5mim
2 3000rpm No hay separacion No hav
p de fases No hay separacion No hay separacion No hay separacion No hay sepatacién No hay separacion Y
; ; ; separacion
de fases de fases de fases de fases de fases
de fases
10mim | No hay separacién No hav
de fases No hay separacién No hay separacién No hay separacién No hay separacién No hay separacién © 12y
separacion
de fases de fases de fases de fases de fases
de fases
Viscosidad
Brook Field
( r(;)Tv)le 31000-25000 17000-12000 32000-27000 29000-27750 32000-25500 17600-16000 17600-
Aguja N6 (21°C) 15600
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3.4 CICLADO TERMICO FINAL

Tabla 26. Resultados del ciclado térmico después de 70 dias.

RESULTADOS Y ANALISIS

Descripcion Organoléptica de las diferentes cremas en tres diferentes materiales de envase primario.

Material de Aceite Esencial Esencia
empaque
Manuka Manuka-TTO Lavanda Lavanda Tomillo Lavanda Tomillo
(Proveedor I) (proveedor Il
Tapa de vidrio Se mantiene Se mantiene Se mantiene Se mantiene Se mantiene Se mantiene Se mantiene
esmerilado, con homogénea homogénea homogénea homogénea homogénea homogénea homogénea
tapa de rosca presenta el presenta el presenta el presenta el presenta el presenta el presenta el

fenédmeno de
tixotropia, pero el
sellado no es
seguro pues hay
derrame de crema
al licuarse a 40°C.

fendmeno de
tixotropia, pero el
sellado no es
seguro pues hay
derrame de
crema al licuarse
a 40°

fenédmeno de
tixotropia, pero el
sellado no es
seguro pues hay
derrame de crema
al licuarse a 40°

fenédmeno de
tixotropia, pero el
sellado no es
seguro pues hay
derrame de crema
al licuarse a 40°

fenédmeno de
tixotropia, pero el
sellado no es
seguro pues hay
derrame de
crema al licuarse
a 40°

fenédmeno de
tixotropia, pero el
sellado no es
seguro pues hay
derrame de
crema al licuarse
a 40°

fenédmeno de
tixotropia, pero el
sellado no es
seguro pues hay
derrame de crema
al licuarse a 40°

Tubo de Latén

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenédmeno de
tixotropia y el
sellado es seguro,
pues no hay
derrame al licuarse
a40°C

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fendmeno de
tixotropia y el
sellado es seguro,
pues no hay
derrame al
licuarse a 40°C

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenédmeno de
tixotropia y el
sellado es seguro,
pues no hay
derrame al
licuarse a 40°C

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenédmeno de
tixotropia y el
sellado es seguro,
pues no hay
derrame al
licuarse a 40°C

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenédmeno de
tixotropia y el
sellado es
seguro, pues no
hay derrame al
licuarse a 40°C

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenédmeno de
tixotropia y el
sellado es seguro,
pues no hay
derrame al
licuarse a 40°C

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenédmeno de
tixotropia y el
sellado es seguro,
pues no hay
derrame al
licuarse a 40°C

Tubo de Aluminio
plastificado

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenédmeno de
tixotropia y sellado
es seguro

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenémeno de
tixotropia y
sellado es seguro

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenémeno de
tixotropia y
sellado es seguro

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenémeno de
tixotropia y
sellado es seguro

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenémeno de
tixotropia y
sellado es seguro

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenémeno de
tixotropia y
sellado es seguro

Se mantiene
homogénea,
presenta el
fenémeno de
tixotropia y
sellado es seguro
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Durante la prueba de ciclado térmico se obtuvieron resultados favorables. La emulsion base y
después las emulsiones con aceite esencial fueron estables aun después de finalizado el tiempo de

estudio (70 dias).

El fenémeno de tixotropia fue favorable, ya que la consistencia de las cremas variaba con la
temperatura, es decir; a 40°C se licuaban y al estar entre 3 y 4°C esta tomaba una consistencia
muy solida, pero su apariencia era uniforme y homogénea.

El dnico inconveniente durante el ciclado fueron los tatros de vidrio, ya que al licuarse las
cremas, las tapas del tarro no fueron lo suficientemente seguras como para dejar escapar crema
licuada por la temperatura.

En tanto que el envase de latén y aluminio fueron seguros para contener las cremas a un a altas
temperaturas sin que estas se derramaran., pero por facilidad de manejo elegimos el tubo de
aluminio plastificado.

Cabe resaltar que al estar a temperatura ambiente las cremas son semisélidas con una apariencia
organoléptica aceptable.
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3.5 PRUEBAS SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICOTICA.
Las caracteristicas del microorganismo que creci6 en algunas son las siguientes:

Hongo aterciopelado blanquecino que en el centro tiene una coloracioén café muy tenue, que se
acentia mientras crece la colonia.

Tabla 27. Resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicética de cremas con aceites
esenciales y esencias en un inoculo 1X10* de Trichgphyton rubrum después de 72 horas de
incubacion

Cor;_trol Corztrol Aceites Esenciales Esencias
Medio
de Manuka- Lavanda Lavanda
Dilucion Base cultivo | Manuka TTO Proveedor | Proveedor | Tomillo | Lavanda | Tomillo
sin 1 1I
inoculo
Ninguna + - - - - - - - -
10-1 ++ - - - - - - - -
102 ++ - - - - - - - -
103 ++ - + - + - - + ++

(-) Ausencia de crecimiento (+) Presencia de crecimiento

Se puede observar que las cremas cumplen con inhibir el crecimiento del microorganismo, y
mientras mas se diluye, la efectividad de la crema disminuye.
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RESULTADOS Y ANALISIS

Tabla 28. Resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicética de cremas con aceites
esenciales y esencias en un inoculo 1X10* de Trichgphyton rubrum después de 120 horas de

incubacion
Control | Control . . .
+ Aceites Esenciales Esencias
Medio
de Manuka Lavanda Lavanda
Dilucion Base cultivo | Manuka TTO Proveedor | Proveedor | Tomillo | Lavanda | Tomillo
sin 1 1I
inoculo
Ninguna + - - - - - - - -
101 ++ - + - + + - ++
102 ++ - ++ + + + + + ++
10 ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

(-) Ausencia de crecimiento (+) Presencia de crecimiento

El efecto de la crema se ve disminuida al pasar el tiempo, en las cajas que pertenecen a las
diferentes diluciones, por lo que podemos decir que su efecto es de dosis dependiente.

120 h después del inoculo

148h después del inoculo

Tabla 29. Resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicética de cremas conaceites
esenciales y esencias en un inoculo 1X10* de Trichgphyton rubrum después de 148 horas de

incubacion
Control | Control . . .
+ Aceites Esenciales Esencias
Medio
de Manuka Lavanda Lavanda
Dilucion Base cultivo | Manuka TTO Proveedor | Proveedor | Tomillo | Lavanda | Tomillo
sin 1 1I
inoculo
Ninguna + - - - - - - - -
10 ++ - ++ ++ ++ + - ++ ++
102 ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
103 ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
(-) Ausencia de crecimiento (+) Presencia de crecimiento
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RESULTADOS Y ANALISIS

Los controles positivo y negativo nos indican que las pruebas estuvieron bien realizadas y que
nuestros resultados son confiables.

Ademais de que la evaluacién de las cremas sin diluir, mantienen el efecto, y esto es razonable ya
) Y y
que es en la crema donde se tiene la concentracion terapéutica reportada y utilizada.

3.5.1 REPRODUCIBILIDAD DE LAS PRUBAS DE SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICOTICA

Tabla 30. Resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicética de cremas con aceites
esenciales y esencias en un inoculo de 1X10* de Trichaphyton rubrum después de 72 horas de
incubacion

Control+ | Control- | Aceites esenciales Esencias
Diluciéon | Base Medio Manuka | Manuka- | Lavanda | Lavanda | Tomillo | Tomillo | Lavanda
de TTO (provI) | (provII)
cultivo
sin
inoculo
0 ++ - - - - - - - -
100 | ++ - - - - - - + +
102 ++ - ++ ++ + + + ++ +

(-)Ausencia de crecimiento (+) presencia de crecimiento

Se puede observar que el crecimiento es mas lento, que podrfa deberse a que el inoculo esta vez
fue menor a 1X10%

Crecimiento despues de 72 de incubacion
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Tabla 31.

RESULTADOS Y ANALISIS

Resultados de la prueba de susceptibilidad antimicética de cremas con aceites
esenciales y esencias en un inoculo de 1X10* de Trichophyton rubrum después de 120 horas de

incubacion.
CO:l-tl'Ol Control Aceites Esenciales Esencias
Medio
de Manuka- Lavanda Lavanda
Dilucion Base cultivo | Manuka TTO Proveedor | Proveedor | Tomillo | Lavanda | Tomillo
sin 1 1I
inoculo
Ninguna + - - - - - - - -
10! ++ - - - - + - - -
102 ++ - + + ++ ++ ++ + ++
103 ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Aunque el crecimiento es mas lento son muy parecidos a la primera prueba.

Crecimiento después de 120h de incubacion
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RESULTADOS Y ANALISIS

Debemos mencionar que en las cajas marcadas con Manuka, Lavanda proveedor I, hay
crecimiento de un microorganismo con caracteristicas diferentes a las del microorganismo en

estudio, y lo atribuimos a una contaminacién durante la preparacion de la muestra, ya que por las
circunstancias propias del laboratorio, no es posible trabajar en condiciones de esterilidad.

Tabla 32. Resultados de las pruebas antimicéticas de las cremas con aceites esenciales y esencias

en un inoculo de 1X10* de Trichaphyton rubrum después de 148 horas de incubacion.

Control . . .
_ Aceites Esenciales Esencias
Control | Medio
+ dci Manuka Lavanda Lavanda
Dilucion Base cultivo | Manuka Proveedor | Proveedor | Tomillo | Lavanda | Tomillo
sin TTO
1 1I
inoculo
Ninguna + - - - - - - - -
10 ++ - + - - + - ++ +
102 ++ - + + ++ ++ ++ ++ ++
103 ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Los resultados son muy parecidos con los anteriores y son congruentes con lo que se esperaba, y
que se hace muy evidente que las cremas con CMI del aceite esencial reportada, tienen la
efectividad de inhibir el crecimiento del microorganismo.

_51-

QF®B. Hortensia Ortiz Gonzdlez




Capitulo 4.

CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos durante la elaboraciéon de este proyecto llegamos a las
siguientes conclusiones:

v

Se obtuvieron 4 formas farmaceuticas de administracion topica, que contienen como
principio activo aceites esenciales de: Manuka (lptospermum scoparium), Lavanda (Lavandula
angustifolia) Tomillo (Thymus pulegioides) y una combinacion de Tea Tree (Malalenca
Alternofilia) con Manuka que pueden ser utilizadas como alternativas en el tratamiento
contra la dermatofitosis.

Con los estudios de preformulacién se logro identificar al principio activo como un
producto de calidad, al tener resultados de caracterizacion semejantes a los reportados en
su hoja de control analitico.

Las cremas tienen caracteristicas organolépticas aceptables, por que cumplen con las
caracteristicas esperadas: es blanca, brillosa, estable, uniforme, con un pH 6ptimo para la

piel.

Las pruebas de ciclado térmico y centrifugacion permitieron determinar a corto plazo la
estabilidad fisica del producto.

Las pruebas de estabilidad preliminares que se realizaron, muestran que el producto es
estable, utilizando el material de empaque final, seleccionamos como el mejor envase a
los tubos de aluminio plastificado por su facilidad de transporte y uso.

Las pruebas de susceptibilidad antimicética, demuestran que las cremas con aceites
esenciales tienen efectividad al inhibir el crecimiento de T. rubrum, pero haciendo una
revision de los datos, la efectividad de los aceites es diferente y se resume en la siguiente
tabla de mayor a menor:

Tabla 33. Orden de efectividad antimicotica de las cremas elaboradas.

Orden de efectividad Crema con aceite esencial de:
1° Tomillo
2° Manuka-TTO
3° Manuka
4° Lavanda proveedor 11
5° Lavanda Proveedor I
6° Lavanda (Esencia)
7° Tomillo (Esencia)

v

Las pruebas microbiolégicas realizadas, demuestran que las cremas desarrolladas

conteniendo como principio activo diferentes aceites esenciales, cumplen con la funcién

de inhibir el crecimiento de T. rubrum, como microorganismo mas comun de la

dermatofitosis.  Este tratamiento tépico se puede utilizar como adyuvante del
tratamiento oral o bien profilicticamente, para evitar las recurrencias post-tratamiento.
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Se demuestra también que las cremas con esencias no cumplen con la funciéon de inhibir
el crecimiento de T. rubrum. Por lo que no asegura un tratamiento eficaz contra la
dermatofitosis.

Se logro obtener 7 formas farmacéuticas de uso tdpico con aceites esenciales, que puede
emplearse en el tratamiento de las dermatofitosis.

Siendo la dermatofitosis una de las afecciones mas comunes en México, y para la cual el
tratamiento convencional de este padecimiento suele ser prolongado, debido a la
presencia de cepas que han desarrollado resistencia ante los agentes cominmente usados,
lo que favorece la presencia de eventos adversos y un incremento en los costos de su
atenciéon, es necesatio comenzar a utilizar alternativas con productos naturales,
disminuyan los efectos adversos.

El tratamiento tépico de las dermatofitosis con cremas con aceites esenciales es posible y
es recomendable en pacientes que presentan interacciones con la terapia oral.
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Anexo A.

CONTROL ANALITICO DE LOS ACEITES ESENCIALES

Aceite esencial de Lavanda.

ANEXOS

DETERMINACION ESPECIFICACIONES METODO | RESULTADO
Liquido amarillo palido con
Apariencia y color aroma alcanforado caracteristico a Visual Cumple
Lavanda
Gravedad especifica 0.900-0.915 FCC 0.900
Rotacién éptica -5.0a 5.0+ FCC -0.9
Indice de refraccion 1.4630-1.4680 FCC 1.4630
Solubilidad en etanol Soluble 1 a 3 en volumenes de FCC Solub’le en
etanol 2.3 volumenes
Cromatografia de gases Comparacion contra estandar Cumple
Aceite esencial de Arbol del T¢.
DETERMINACION ESPECIFICACIONES METODO | RESULTADO
Apariencia y color Liquido amatillo }/)al'ldo con olor Visual Cumple
caracteristico
Gravedad especifica 0.890-0.905 FCC 0.891
Rotacion 6ptica -6.48 a9.48+ FCC +7.8
Indice de refraccion 1.4650-1.4760 FCC 1.4686
Soluble 0.6 a1.8 en volumenes
Solubilidad en etanol de etanol a 800'/0, puede presentar FCC 1.66 volumenes
opalescencia en diluciones soluble
mayores.
Aceite esencial de Manuka.
DETERMINACION | ESPECIFICACIONES
Apariencia y color Liquido amarillo translucido
Gravedad especifica 1.0320.001
Solubilidad en agua 0.04230.001
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ANEXOS

Anexo B
METODO DE McFARLAND

Estandares Nefelométricos:

A. Objetivo : Medir turbidez
1. Medir densidad bacteriana en un cultivo liquido
2. Producir un cultivo de una densidad deseada
B. Preparacion de estandares de sulfato de bario:
1. Reactivos
a. Cloruro de Bario (BaCl,), solucién acuosa al 1%.
b. Acido sulfarico (H,SO,) grado reactivo analitico, soluciéon acuosa al 1%.
c. BaCl,+ H,SO, —3BaSO, +2HC(CI
2. Tubos de Prueba
a. 10 tubos de 16 x 150mm, nuevos con tapén de rosca de igual tamafo,
enjuagarlos y dejarlos completamente limpios.
b. Comparar los tubos del mismo tamafio de diametro.

3. Etiquetar los tubos del 0.5 al 10 por duplicado. Agregar los reactivos
correspondientes en las cantidades que se indican a continuacion:

Tabla A. 3. Preparacion de los estandares de Mc Farland

Estandar de Sulfato de Bario

Numero de tubo 05 | 1 2 | 3 4 5 6 7 8 9 10

BaCl, al 1.175%

0.05]01{02[03] 04 | 05| 06| 07 | 0809 10
(mL)

H,S0,al 1.0%

995199 |98 [97] 96 | 95 | 94 | 93 | 92 | 91 | 90
(mL)

Densidad
aproximada de
células
(X 10°/mL)

1.5 ] 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Densidad
aproximada de
células
(en millones/mL)

150 | 300 | 600 | 900 | 1200" | 1500 | 1800 | 2100 | 2400 | 2700 | 3000

'1 billén, 200 millones
?3 billones
4. Sellar los tubos.
5. Resuspender el BaSO, precipitado hasta obtener una densidad por mililitro
aproximadamente igual al homogeneizado de Escherichia colr.

C. Método usado:
1. Agitar suavemente los tubos del estandar.
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2. A un tubo estéril del mismo tamafio de didmetro de los tubos de la curva estindar
adicionar de manera aséptica una alicuota medida del medio de cultivo que sera
probado.

3. De manera aséptica, adicionar una cantidad medida de solucién salina estéril (NaCl)
hasta coincidit con la turbidez del nimero de tubo estindar deseado.

a. Método para medir la densidad del tubo de cultivo
(1) Cada tubo tiene multiplos de 300,000,000 (millones) de organismos/mL
(2) 10° = 00,000,000
(3) La densidad de células en un tubo estandar, multiplicado por 300,000,000 es
igual al nimero de organismos por mL.

(4) Ejemplo: Tubo # 3.
9 X 10*= 900, 000,000 organismos/mL

b. Ejemplo para obtener una densidad equivalente a 100,000 organismos/mL. (10°):
(1) Tomar el tubo de cultivo # 1 (3 x 10°) diluir 1:3 lo que equivale a 10° 2
Después dilucion 1:1000
(3)10° -10° = 10°

D. Precauciones.
1. Si el medio de cultivo de prueba no es claro:
a. Restar los valores del medio no inoculado a la densidad del cultivo bacteriano
corregido.
b. Por ejemplo:

Tubo # 4 - Tubo # 1 = Tubo #3
(Medio de cultivo) (Incubado, no inoculado) (Lectura corregida)

2. Si el medio esta altamente coloreado, pasar un tubo no inoculado detras del tubo
estandar para facilitar su lectura.
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