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1 INTRODUCCION

De acuerdo a la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud, la
candidiasis vulvovaginal es uno de los trastornos ginecolégicos mas comunes,
aproximadamente el 75% de las mujeres experimentan candidiasis vulvovaginal
durante su vida y aproximadamente el 10% sufren de multiples episodios. El
tratamiento local de candidiasis vulvovaginal con agentes antifingicos es la primera

opcic')n. (Secretaria de Salud, 2013)(Rivera Sanchez, y otros, 2006).

La entrega local (vaginal) no sélo permite un tratamiento especifico en el sitio, sino
que también evita los efectos secundarios toxicos de los agentes antifungicos de
administracion oral. El tratamiento mas comunmente prescrito para candidiasis
vaginal ha sido clotrimazol, el cual es usualmente administrado por via vaginal en
forma de crema, gel, 6vulos o supositorios. Sin embargo, este tipo de tratamientos
estan asociados con un bajo tiempo de residencia en la cavidad vaginal,

especificamente en la mucosa vaginal. (Santos, y otros, 2014) (Secretaria de Salud , 2010) (Neves
J., y otros, 2008) (Kast C., y otros, 2002).

El término mucoadhesién se ha definido como la unién por fuerzas interfaciales de
dos materiales de los cuales al menos uno es un epitelio recubierto por moco. La
mucoadhesién es un campo de la investigacion ampliamente reconocido por su
importancia en la optimizacion de los sistemas de administracion de farmacos, ya
gue puede influir directamente en la retencion del farmaco localmente, la difusion y la

biOdiSpOl’]ibi"dad. (Carvalho F., y otros, 2010)(Rodriguez, y otros, 2000).

Todo sistema mucoadhesivo debe sus propiedades a la inclusion de uno o varios
tipos de moléculas poliméricas que, en condiciones apropiadas, son capaces de
establecer interacciones con la superficie bioldgica. Entre las moléculas que ofrecen

una mayor capacidad mucoadhesiva estan los polimeros de &cido acrilico Carbopol



®, emulsionantes poliméricos Pemulen™ vy policarbéfilo Noveon® (Lubrizol, 2013)

(Rodriguez, y otros, 2000).

Los semisolidos con propiedades mucoadhesivas actualmente tienen gran
importancia como sistemas de administracién de farmacos vaginales. Sin embargo
aun falta mejorar el rendimiento de estos sistemas para lograr la excelencia de los

resultados clinicos (Neves J., y otros, 2008)

Existen diversos informes sobre métodos analiticos para la evaluacion in vitro del
potencial mucoadhesivo de semisoélidos vaginales, presentandose bastante similitud
en estos, particularmente entre los que se basan en medir la fuerza de tension o el
trabajo necesario para desprender una formulacion mucoadhesiva de un modelo de
membrana. Sin embargo, los datos producidos por dichos métodos son
frecuentemente influenciados por las condiciones de estudio y parametros
instrumentales, haciéndose dificil la interpretacion o la comparacion de resultados

obtenidos por diferentes grupos de investigacion (Neves J., y otros, 2008).

No existe un método universal para evaluar el potencial mucoadhesivo in vitro de
formulaciones semisdlidas vaginales, sin embargo, existe el trabajo realizado por
Neves y sus colaboradores, quienes analizaron la influencia de diferentes

condiciones de estudio y parametros instrumentales (Neves J., y otros, 2008).

El utilizar el disefio estadistico de experimentos como herramienta en el desarrollo
de formulaciones farmacéuticas permite planear y llevar a cabo los experimentos
necesarios, para determinar la relacién entre los factores involucrados en forma
individual y las interacciones de los mismos, sobre las propiedades de la formulacion

de forma eficiente y precisa (Gutiérrez Pulido, y otros, 2008, ).

El disefio experimental se puede definir como la estrategia para la creacion de
experimentos, de tal manera que la informacion requerida se obtiene de la forma

mas eficiente y precisa posible (Gutiérrez Pulido, y otros, 2008).



En este trabajo se describe la aplicacion del disefio estadistico de experimentos para
el desarrollo de Clotrimazol 2 % Crema Vaginal (CVC 2%) potencialmente

mucoadhesiva.

Se inicia con un disefio de experimentos factorial 2% para determinar la
concentracion de los emulsionantes Pemulen™ TR-1 NF y Tween 60 a la cual se
tiene una formulacién estable. Posteriormente la formula se optimiza para una
maxima fuerza de desprendimiento de la formulacién de un sistema de membrana,
siendo este valor un indicativo de mucoadhesion, mediante el empleo de un disefio
estadistico de superficie de respuesta Central Compuesto 2. Las variables
independientes estudiadas fueron la concentracion de polimero Carbopol® 974 P NF

y la concentracion de policarbéfilo Noveon® AA-1.



2 OBJETIVOS

Objetivo central

Desarrollar una férmula potencialmente mucoadhesiva de Clotrimazol 2% crema
vaginal, evaluando en un disefio central compuesto las concentraciones de polimero
Carbopol ®974P NF y policarbofilo Noveon ® AA-1 a las cuales se maximiza el valor

de fuerza en un estudio de mucoadhesion de fuerza de tension.

Objetivos Particulares

-Obtener una formula fisicamente estable evaluando en un disefio factorial las
concentraciones de polimero emulsionante Pemulen™ TR-1 NF y Tween 60, a las
cuales se obtienen resultados satisfactorios en los estudios de estabilidad

preestablecidos.

-Estudiar la influencia de la concentracion de Pemulen™ TR-1 NF, la inclusion de
Tween 60 y la interaccion de estos emulsionantes, en la estabilidad fisica de la

formulacién, de acuerdo a los valores obtenidos en las pruebas de estabilidad.

-Evaluar la influencia de la concentraciébn de polimero Carbopol ®974P NF vy
policarbéfilo Noveon ® AA-1, asi como su interaccion en los valores de fuerza

obtenidos del estudio de mucoadhesion.

-Obtener una formulacion de Clotrimazol 2% crema vaginal optimizando los valores
de Carbopol ®974P NF y policarboéfilo Noveon ® AA-1 a un valor maximo de fuerza

en el estudio de mucoadhesion y con un valor de viscosidad predeterminado.

-Obtener una formulacion de Clotrimazol 2% crema vaginal, que presente un valor
de fuerza en el estudio de mucoadhesion mayor al de Canesten® V producto de

referencia.



3 HIPOTESIS

-Las formulaciones de CVC 2% que soélo contienen Pemulen™ TR-1 NF como
emulsionante presentan resultados satisfactorios en los estudios de estabilidad
preestablecidos.

-La estabilidad de la formulacion no depende de la concentracion de Pemulen™ TR-

1 NF evaluada, so6lo de su inclusion y se favorece con la adicion de Tween 60.

-El Carbopol ®974P NF tiene un efecto mayor sobre el valor de fuerza del estudio de
mucoadhesién que el policarbofilo Noveon ® AA-1. Existe una interaccion entre

estos polimeros que permite obtener formulaciones con valores de fuerza mas altos.

-El valor de fuerza del estudio de mucoadhesiéon se favorece al aumentar la
concentracion de Carbopol ®974P NF y Noveon ® AA-1, no obstante a

concentraciones altas disminuye.

-Se obtendra una formulacion de CVC 2% con un valor de fuerza en el estudio de

mucoadhesién significativamente mayor al de Canesten V producto de referencia.



4 MARCO TEORICO

4.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA VAGINA

La vagina es un conducto que se extiende de la porcion inferior del cuello uterino a
la vulva. La vulva es el nombre que se le da al conjunto de estructuras genitales

externas, como los labios mayores, menores y el clitoris (véase Fig. 1) (Mufioz Martinez,
y otros, 1997).

La pared vaginal se compone de tres capas: la capa profunda constituida por fibras
conjuntivas y elasticas irrigadas por un plexo venoso muy desarrollado. La capa
media, formada por fibras musculares lisas, y la capa superficial constituida por un

epitelio plano poliestratificado (Santos Ramos, y otros, 1994).

La vagina no posee formaciones glandulares por tanto, no esta facultada para
secretar. El fluido vaginal esta compuesto por la descamacion del epitelio de la pared
vaginal, asi como por fluidos provenientes del tracto reproductivo superior como el
endometrio, trompas de Falopio y el moco cervical proveniente del cuello uterino
(véase Fig. 1), también puede contener orina y semen residual (Hussain, y otros, 2005).

Trompa de Falopio. /Trompa de Falopio

\.

- £_—Ovario - =
I |
~————————Endometrio Uretra - ; j J
| Labios
—————Miometrio Vagina - £ > ; ‘ el

i
Labics
| ] Ano Q i menores
Vagina
\ +/ Vulva =

M=y
T

Ovario

Utero

Cuello uterino

Fig. 1. Anatomia del aparato reproductor femenino. Izquierda. Anatomia del aparato reproductor
femenino, compuesto por el Utero, ovarios, trompas de Falopio, cuello uterino (contiene una capa
muscular externa, miometrio y un revestimiento interno, endometrio) y la vagina. Derecha. Se muestra
la vulva (compuesta por labios mayores, menores y clitoris), asi como el ano y la uretra

(Crescenti J., 2013) (Armifana E., 2013).



4.1.1 Fluido vaginal

El fluido vaginal se compone de moco proveniente del cuello uterino, el cual es una
estructura altamente viscosa, que regula la penetracion de espermatozoides y
bacterias al tracto reproductivo superior. Los componentes macromoleculares del
moco cervical incluyen plasma derivados, proteinas producidas localmente, lipidos,
carbohidratos, sales inorganicas y una poblacién polidispersa de glicoproteinas, las
mucinas, capaces de formar geles viscoelasticos con un contenido acuoso que

puede superar el 95% (Wolf D., y otros, 1980) (Rodriguez, y otros, 2000).

Las glicoproteinas del moco, tienen un alto peso molecular y consisten en un
esqueleto peptidico de alrededor de 800 aminoacidos ricos en serina, treonina y
prolina, a través de los restos hidroxilicos (treonina y serina) se establecen uniones
O-glicosidicas con cadenas oligosacéaridas (subunidades) de distinta composicién y
tamafio (entre 2 y 20 azucares, con un promedio de 8). El tipo de azlcares se limita
a galactosa, fucosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y &cido sialico que

se agrupan en diversas combinaciones. Véase Fig. 2 (Rodriguez, y otros, 2000).

El conjunto de cadenas laterales (cadenas oligosacaridicas) constituye el 70-90%
del peso de la glicoproteina debido a que el esqueleto proteico posee
aproximadamente una cadena de carbohidratos por cada cuatro aminoacidos. La
regién, que no contiene cadenas laterales, es susceptible a ataques enzimaticos con
acortamiento de la molécula y de formacién de enlaces reticulados con otras

moléculas de mucina o de asociacién entre ellas por medio de enlaces disulfuro

(Rodriguez, y otros, 2000).

Debido al acido sialico (pKa 2,6) y a los grupos sulfato que llevan algunos azucares,
las moléculas de mucina se comportan como un polielectrolito aniénico a pH neutro.
Los carbohidratos son los principales determinantes del comportamiento

fisicoquimico de gel del moco cervical (wolfD., y otros, 1980).
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Fig. 2. Glicoproteinas del moco. Izquierda. Estructuras macromoleculares propuestas para las
glicoproteinas del moco. a) modelo no lineal, b) modelo lineal. Derecha. Carbohidratos de la mucina.

(Rodriguez, y otros, 2000)

Ademas de los componentes del moco, el fluido vaginal humano esta compuesto por
proteinas, enzimas, carbohidratos, compuestos organicos volatiles, acidos organicos
de cadena corta, acido lactico, acido acético, glicerol, urea, glucosa, glucdgeno,
sodio, potasio, cloruro y calcio, algunos compuestos provenientes de la descamacion
del epitelio y otros de fluidos derivados del tracto reproductivo superior (Owen, y otros,

1999).



Al igual que el espesor del epitelio vaginal, la cantidad y la composicion del fluido
vaginal cambia a lo largo del ciclo menstrual. Las mujeres en la etapa reproductiva
producen el doble de fluido que en la posmenopausica. También la excitacion sexual

puede afectar el volumen y la composicion del fluido vaginal (Hussain, y otros, 2005).

4.1.2 Microflora
(Valenta, 2005)

La flora vaginal consiste principalmente de Lactobacillus (Bacilos de Ddderlein)
microorganismo prevalente en la vagina, junto con otros facultativos aerobios y

anaerobios obligados.

La microflora vaginal se ve influenciada por factores como: el contenido de
glucégeno de las células epiteliales, los niveles de glucosa, el pH, los niveles
hormonales, traumatismos durante el acto sexual, anticonceptivos, la edad y los

tratamientos antimicrobianos.

A medida que la produccién de estrogenos disminuye durante la pre-menopausia y
menopausia hay una disminucion permanente en el contenido de glucégeno vaginal.
Los microorganismos acidofilos ya no dominan en este periodo, existiendo una

variedad de otros microorganismos.

4.1.3 pH vaginal
(Fernandez, y otros, 2004)

La vagina, ademas de otras, tiene la funcién depuradora o de defensa. Es una
barrera microbioldgica, que actua frente a una serie de agresiones. Esta funcion se
cumple debido a la constante descamacion epitelial, asi como a la produccion de
glucoégeno por parte de las células epiteliales que por accion de los Bacilos de
Doderlein, se metaboliza hasta llegar a acido lactico, lo que producira la acidificacion

del medio que impedira el desarrollo intravaginal de gérmenes patdégenos.



El pH vaginal es normalmente distinto en cada etapa de la vida de la mujer. Durante
la nifiez, la fase menstrual y la menopausia el pH vaginal esta entre 6.8y 7.2, en la
fase premenstrual y durante el embarazo el pH esta entre 3.8 y 4.2 y durante el resto

del ciclo el pH vaginal varia entre 4.0 y 4.5.

El pH vaginal también sufre variaciones por diversos trastornos fisiopatolégicos o
circunstancias especificas, por ejemplo: en general elevan el pH vaginal por encima
de 5.0 las infecciones por bacterias y protozoos, los lavados vaginales, el semen, el
exceso de moco cervical, en todos estos casos conviene disminuir el pH,
acidificando el medio con productos de pH de 3.5-4.0. Por otro lado, las infecciones
vaginales por hongos, producen un aumento del grado de acidez, con pH de 4.0-4.5,
los sintomas aparecen cuando el pH vaginal esta por debajo de 4.0, por lo que, en
esos casos la recomendacion seria la de disminuir la acidez con productos de pH 6.0
a 8.5.
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4.2 CANDIDIASIS VULVOVAGINAL

Una de las causas méas comunes de infecciones vaginales es la Candidiasis
Vulvovaginal (CVV), definida como infecciébn en la vulva y vagina producida por
alguna especie de Candida. Del 40-75% de las mujeres con vida sexual activa

experimentan candidiasis vaginal sintomatica (Rosa, y otros, 2013) (Rivera Sanchez, y otros,
2006) (Nyirjesy, y otros, 2003)

Algunas mujeres con CVV son completamente asintomaticas, (Candida albicans y
otras especies de Candida pueden formar parte de la flora vaginal de estas mujeres)

mientras que otras pueden desarrollar sintomas graves o episodios frecuentes

(Nyirjesy, y otros, 2003).

Debido a la amplia gama de CVV, se propuso en 1998 la clasificacion de CVV en
enfermedad complicada y no complicada (véase Tabla.1l).Este sistema de
clasificacion tiene importantes implicaciones terapéuticas, porque las mujeres con
CVV complicada parecen ser menos propensas a responder a los tratamientos

estandar de la terapia antifingica (Nyirjesy, y otros, 2003) (Secretaria de Salud , 2010).

Tablal. Clasificacion de Candidiasis Vulvovaginal (CVV).

CVV no complicada CVV complicada

Episodios sintomaticos Episodios recurrentes ( 4 episodios por afio)

esporadicos o poco frecuentes

Sintomas leves a moderados Sintomas o hallazgos graves

Infeccién por Candida albicans Infeccién por especies de levaduras No-albicans

Paciente sin enfermedad Paciente con enfermedad subyacente (por ejemplo: diabetes,
subyacente inmunosupresion, VIH, neoplasias malignas)

Paciente no embarazada Paciente embarazada

Referencia:(Nyirjesy, y otros, 2003) (Secretaria de Salud , 2010).
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Numerosos estudios sugieren que C. albicans es responsable de la mayoria de los
episodios sintomaticos de CVV. Sin embargo, existen otras especies de levaduras
No-albicans implicadas, Candida glabrata (es mas comun), Candida parapsilosis,

Candida krusei, Candida lusitaniae, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae
(Nyirjesy, y otros, 2003).

4.2.1 Etiologiay Patogenia
(Secretaria de Salud , 2010) (Nyirjesy, y otros, 2003)

Se ha postulado que existen diferencias entre la virulencia de las distintas cepas.
Las seudohifas penetran en las células epiteliales vaginales y se adhieren mas a las
células que las formas ramificadas (blastosporos). La adherencia parece ser una

caracteristica patogénica importante de las especies de Candida.

Existen diferentes factores implicados en el desarrollo de CVV sin complicaciones y
complicada:

-Condiciones médicas y predisposicion genética
La CVV se asocia con diabetes mellitus, estas pacientes tienen menor probabilidad
de responder a la terapia antimicética y son mas susceptibles a las infecciones
causadas por C. glabrata. La inmunodeficiencia sistémica causada por cualquier
enfermedad o tratamiento con corticosteroides o medicamentos similares puede
llevar a una CVV recurrente. También en algunas mujeres, el riesgo se debe a
circunstancias genéticas, por ejemplo, las mujeres no secretoras de antigenos
Lewis, glicoproteinas que inhiben la union de Candida a la mucosa vaginal,

presentan CVV recurrente.
-El uso de antibidticos y terapia hormonal

El uso recurrente de antibiéticos puede causar episodios de CVV, debido a que

provocan una disminucion de la microflora vaginal, lo que facilita el crecimiento

12



excesivo de Candida. También el crecimiento de las levaduras se ve favorecido por

niveles de estrégenos elevados.

-Factores sexuales y otros
El sexo orogenital, pueden contribuir a la introduccion de microorganismos de la
boca o saliva de la pareja. Algunos anticonceptivos pueden contribuir a CVV,
anticonceptivos orales, el uso de diafragma, espermicidas y dispositivo intrauterino.
También se ha sugerido que la ropa apretada y aislante predispone a la CVV al

elevar la temperatura y la humedad de la vagina.

-Factores microbianos
La mayoria de las cepas de C. albicans son susceptibles a los agentes antimicéticos
disponibles, la resistencia es poco frecuente en pacientes con CVV. Sin embargo,
las levaduras No-albicans se asocian con menor respuesta a la terapia antimicotica

estandar.

4.2.2 Diagnéstico
(Secretaria de Salud, 2010) (Nyirjesy, y otros, 2003)

Los sintomas clinicos de la CVV son inespecificos y una amplia variedad de
enfermedades infecciosas y no infecciosas puede causar una gama similar de
sintomas. Para obtener un diagndéstico preciso, una evaluacion exhaustiva es

necesaria.

Las pacientes sintomaticas pueden quejarse de picazon vulvovaginal, irritacion, dolor
o ardor. La CVV representa un espectro de quejas vulvares y vaginales, sin
embargo, muchas mujeres presentan sélo sintomas y signos vulvares. La mayoria
presentan un flujo blanco espeso, pero hay quienes no notan cambio en las

secreciones vaginales. También se puede presentar disuria.
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El examen fisico de una paciente debe comenzar con una inspeccion de la vulva, en
busca de signos de eritema, edema o fisuras cutaneas. Posteriormente la inspeccion

vaginal para detectar la presencia de candidiasis vaginal, eritema o erosiones.

En las mujeres que se quejan de sintomas vaginales, las pruebas estandar que
deben realizarse consisten en una medicion del pH vaginal y microscopia. Aunque el
pH vaginal generalmente no se ve afectado por CVV y sigue siendo inferior a 4,5 un
pH normal ayuda a excluir la vaginitis bacteriana, la tricomoniasis, vaginitis atréfica o

algun tipo de infeccidén mixta.

El estudio microscépico del material vaginal disuelto en solucién salina o en
Hidréxido de Potasio (KOH) al 10%, puede revelar levaduras ramificadas o micelios.
Sin embargo, la microscopia tiene una sensibilidad sélo del 50%, ademéas C.
glabrata produce blastosporas que son mas dificil de reconocer por microscopia.
Cuando el diagnéstico no puede ser establecido por microscopia se debe obtener un
cultivo de levadura vaginal. El cultivo es particularmente util en las mujeres con CVV
complicada, ya que se obtiene informacién sobre el tipo de especie haciendo que la

infeccidn influya en la eleccion de la terapia antimicotica.

4.2.3 Tratamiento
(Rosa, y otros, 2013)(Secretaria de Salud, 2010)(Nyirjesy, y otros, 2003)

La candidiasis vulvovaginal no complicada suele responder al tratamiento con
tandas cortas de antifingicos orales o vaginales. Los agentes efectivos incluyen las
preparaciones vaginales que contengan nistatina, miconazol, clotrimazol,
butoconazol, terconazol y tioconazol. En la enfermedad no complicada no existe
diferencia en cuanto a la eficacia entre las distintas formas de presentacion évulos
vaginales, supositorios, pomadas, cremas o la duracion del tratamiento (1, 3, 7 0 14
dias). Una dosis unica de 150 mg de fluconazol por via oral es igual de efectiva en la
candidiasis vulvovaginal no complicada que las preparaciones vaginales
mencionadas anteriormente, su uso esta aprobado por la FDA, los efectos adversos

son escasos Y la toxicidad sistémica es poco probable.
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El manejo de los casos complicados de CVV, comienza por un cultivo para confirmar
el diagnostico y caracterizar la especie causante. La CVV complicada responde mal
a los tratamientos cortos con fluconazol oral o a las preparaciones tdpicas.

Generalmente es preciso mantener el tratamiento al menos durante 7-14 dias.

En las pacientes con infecciones recurrentes, tras la curacion de la infeccion actual
puede estar indicado el tratamiento crénico supresor con un agente antifangico oral
para evitar que recidiva. (Fluconazol 100-200 mg a la semana). El tratamiento
cronico supresor se mantiene durante 6 meses y durante el mismo son poco
frecuente las recurrencias. La enfermedad recidiva a las pocas semanas en cerca de
la mitad de las pacientes tras la interrupcion del tratamiento supresor. En estas

pacientes debe mantenerse el tratamiento supresor de modo cronico.

El 4cido borico intravaginal resulta eficaz en las candidiasis vulvovaginales que no
responden a los agentes topicos y orales disponibles. Las cipsulas de acido bérico
(600 mg) se administran vaginalmente durante 14 dias.

El tratamiento en mujeres embarazadas consiste en la administracion de agentes

tépicos durante al menos una semana, los medicamentos orales deben evitarse.
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4.3 CLOTRIMAZOL
(Clarke's, y otros, 2004)(Wells, 1990)

Nombre quimico: 1-[(2-clorofenil) difenilmetil] 1-H-Imidazol

Nombre comun: Clotrimazol

Formula condensada: C o H 17 CI N »

Peso molecular: 344.84

Estructura guimica:

s
) ")
O Cl

4.3.1 Propiedades fisicas, quimicas y fisicoquimicas
(Clarke's, y otros, 2004)(Wells, 1990)

Caracteristicas fisicas: Polvo cristalino blanco a amarillo palido, inodoro.

Solubilidad:(20°C) soluble 1 en 10 de alcohol, 1 en 10 de cloroformo, y 1 en 100 de

éter, insoluble en agua.

Estabilidad: El Clotrimazol se hidroliza en imidazol y (o-clorofenil) difenilmetanol, al

calentarse en medio acido.
Pka: 6.62

Punto de fusién: 147-149°C
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4.3.2 Usos terapéuticos
(Koda Kimble, y otros, 2008)

El Clotrimazol es un antimicoético sintético del grupo de los imidazoles con actividad
eficaz contra Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata. Es sumamente

efectivo en el tratamiento de la candidiasis vulvovaginal no complicada.

4.3.3 Presentaciones
(BAYER, 2009)

Existen diversas presentaciones de clotrimazol para administracién vaginal, tabletas,

ovulos y cremas. A continuacién se mencionan algunas de las presentaciones en

crema.
Tabla 2. Presentaciones de Clotrimazol crema vaginal.
Nombre comercial Dosis Posologia
Canesten® V Crema 2% 100 mg por dia 5 g durante 3 dias
300 mg por tratamiento
Canesten ® V1 Crema 10% 500 mg por tratamiento 5 g durante un dia, Unica
aplicacién

4.3.4 Mecanismo de accion

(Goodman, y otros, 2011)

El Clotrimazol, actia como agente antifingico, inhibiendo a la enzima esterol 14-a-
desmetilasa de los hongos. De ese modo dificulta la biosintesis de ergosterol en la
membrana citopldsmica de los hongos y permite la acumulacion de 14-a-
metilesteroles. Estos metilesteroles alteran la disposicibn (empacamiento) de las
cadenas acilo de fosfolipidos y con ello alteran las funciones de algunos sistemas
enzimaticos de la membrana, como la ATPasa y enzimas del sistema del transporte
eléctrico, también produce una mayor permeabilidad de la membrana, inhibiendo asi

la proliferacién de los hongos (agente fungistatico).
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4.3.5 Farmacocinética
(Goodman, y otros, 2011)

La absorcion de clotrimazol en la vagina es de 3 a 10%. Incluso tres dias después
de administrarlo via vaginal persiste en concentraciones fungicidas. La pequefia
cantidad que se absorbe es metabolizada en el higado y excretada por la bilis.

4.3.6 Reacciones secundarias y adversas
(Goodman, y otros, 2011)

En promedio el 1.6% de las mujeres que lo reciben manifiestan una sensacion
ardorosa leve o pruriginosa en la vagina y, en infrecuentes ocasiones, dolor célico en
la mitad inferior del vientre, incremento moderado de la frecuencia urinaria y
erupcion cutanea. A veces, el compafiero sexual puede sentir irritacion leve del pene

o uretra después del coito.

4.3.7 Contraindicaciones y precauciones generales
(Goodman, y otros, 2011)

Esta contraindicado en caso de hipersensibilidad a los antimicoticos del grupo de los
imidazoles. En caso de presentar irritacion persistente en el sitio de aplicacion, debe
interrumpirse el tratamiento. El uso del medicamento en nifias menores de 12 afios
requiere vigilancia médica. Durante el embarazo puede aplicarse clotrimazol via
vaginal sin hacer uso de aplicadores. Existe alergenicidad cruzada entre los
antimicéticos imidazoles y triazoles debido a sus semejanzas estructurales. La

administracion en el primer trimestre de embarazo queda a juicio del médico.

18



4.4 CREMAS VAGINALES

Una crema farmacéutica de uso externo, es una emulsion semisélida que contiene
mas del 20% de agua y sustancias volatiles y / o menos del 50% de hidrocarburos,
ceras, o polietilenglicoles. Hay dos tipos de cremas, aceite en agua con agua como

la fase continua y agua en aceite, con aceite como la fase continua (Buhse, y otros, 2005).

Una de las vias de administracion de las cremas farmacéuticas es la vaginal. La
vagina se ha explorado como un sitio favorable para la administracion local y
sistémica de diversos farmacos, por ejemplo los utilizados para el tratamiento de

infecciones locales (Hussain, y otros, 2005).

4.4.1 Administracion vaginal
(Hussain, y otros, 2005)

Ventajas

-Prevencion del efecto de primer paso, metabolismo hepatico.
-Reduccién de los efectos secundarios hepéticos.

-Reduccion en la incidencia y gravedad de los efectos secundarios

gastrointestinales.
Desventajas

-La administraciéon por via vaginal es menos preferida en términos de

comodidad y debido a cierta sensibilidad cultural.

-Las variaciones hormonales durante los ciclos de la mujer producen
diferencias en la cantidad y composicion del flujo vaginal, cambios de pH y
alteracion del epitelio vaginal, complicandose la administracion consistente, el

éxito y rendimiento de la terapia.

-También la higiene personal, irritacion local, la influencia de las relaciones

sexuales son factores que influyen en la administracion.
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4.4.2 Formulacion
(Garg, y otros, 2001)

Una formulacion farmacéutica puede ser considerada como un sistema que
comprende una o varias moléculas activas (farmaco) junto con algunos ingredientes
inertes (excipientes). Los excipientes facilitan los sistemas de administracion de
farmacos, aumentan la estabilidad, biodisponibilidad, eficacia, seguridad vy

cumplimiento del paciente.

El desarrollo de una formulacion vaginal ideal con las caracteristicas deseadas en
términos de seguridad, eficacia, cumplimiento del paciente, estética, aceptabilidad de
las autoridades reguladoras y costo requiere una seleccion cuidadosa del

ingrediente (s) activo (s) asi como de los excipientes.

4.4.3 Seleccion de Excipientes
(Garg, y otros, 2001)

La seleccion del tipo y cantidad de excipiente estd dictada por el objetivo del
producto, estos ingredientes hacen especificas las propiedades de una formulacion y
por lo tanto representan un aspecto importante en el disefio de la misma y su
optimizacién. La eleccion de un excipiente para un desarrollo farmacéutico en
particular esta gobernada por varios pardmetros criticos que abarcan desde su

origen hasta su estado normativo.

Estos incluyen:

-Origen, procedencia y disponibilidad -Compatibilidad con el ingrediente activo y el material
de empaque

-Categoria funcional -Historial de uso humano

-Calidad y pureza -Seguridad y toxicologia

-Niveles de impurezas y el alcance de la -Consideraciones de costo
caracterizacion
-Consistencia lote a lote -Actividad bioldgica, si existe
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La seleccion de excipientes adecuados para formulaciones vaginales es un reto para
los formuladores farmaceéuticos. Algunos excipientes para las formulaciones
vaginales han sido investigados y patentados, pero nunca comercializados o
aprobados para la aplicacion humana. Se debe tener cuidado al seleccionar tales
excipientes porque éstos requeriran estudios toxicolégicos detallados antes de su

aprobacion para su inclusion en una formulacién para ser comercializados.

Fase hidrofilica
(Secretaria de Salud, 2013)

Para la fabricacion de cremas vaginales se utiliza agua purificada, producida a partir
de agua potable tratada por intercambio idénico u otro método apropiado, que cumple

con especificaciones quimicas y microbiolégicas farmacopeicas.

Fase lipofilica

La eleccion dependera de su funcién en la féormula, muchas emulsiones contienen
aceites que se usan como vehiculo del principio activo. También las ceras, grasas y
aceites se utilizan individualmente o en combinacién para controlar la consistencia
de la emulsién. Uno de los aceites mas utilizados para las cremas farmacéuticas de
uso externo es el aceite mineral (Aulton M., 2004). También se ha utilizado como fase

oleosa el aceite de cacahuate,acido miristico, lanolina, miristato de isopropilo (Garg, y

otros, 2001).

Aceite mineral

(Rowe M., y otros, 2009)

Estructura quimica: Es una mezcla de hidrocarburo alifatico saturado (Ci4-Cig) y

ciclico obtenido a partir del petréleo.

Descripcién: Es un liquido viscoso oleoso, transparente, incoloro e inodoro cuando
esta frio y tiene un ligero olor a petréleo cuando se calienta.
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Solubilidad (20°C): Soluble en acetona, benceno, cloroformo, éter y éter de petréleo.
Miscible con aceites volatiles y aceites fijos con la excepcién del aceite de ricino.

Practicamente insoluble en etanol (95%), glicerina y agua.
Estabilidad: Se oxida cuando se expone al calor y la luz.

Incompatibilidades: Con agentes oxidantes fuertes.
Emulsionantes

La eleccion del emulsionante que se va a utilizar depende de su capacidad
emulsionante y toxicidad. Algunos que se han utilizado en medicamentos vaginales
son: alcohol cetoestearilico, alcohol cetilico, polisorbatos, acido esteérico, lanolina,

lecitina y monoestearato de glicerilo, todos estos son tensoactivos no iénicos. (Garg,y

otros, 2001) (Food and Drug Administration, 2013)

Los tensoactivos no idnicos son particularmente Utiles debido a su baja toxicidad y
capacidad irritante. También tienen un mayor grado de compatibilidad que los
tensoactivos anionicos o catidénicos y son menos sensibles a los cambios de pH o a

la adicion de electrolitos (Aulton M., 2004)

Polisorbatos

(Rowe M., y otros, 2009)

Los polisorbatos son ésteres de acidos grasos de sorbitan polioxietileno, se utilizan
ampliamente como agentes emulsionantes en la preparacion de emulsiones
farmacéuticas de aceite en agua. Existen diferentes tipos de polisorbatos, en la
siguiente tabla se muestran algunos que se han empleado en formulaciones

vaginales.
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Tabla 3. Polisorbatos.

Polisorbato Formula HLB Aparienciay solubilidad (25°C)

Grado

Polisorbato CsgH114056 16.7
20

Polisorbato CesH126006 14.9 Son solubles en etanol y agua e insolubles en aceite mineral,
60 son liquidos aceitosos color amarillo.

Polisorbato CsaH124056 15.0
80

Referencia: (Rowe M., y otros, 2009).

Estabilidad: Los polisorbatos son higroscopicos, la saponificacion gradual ocurre con
acidos y bases fuertes. Los ésteres de acido oleico son sensibles a la oxidaciéon. En
comlun con otros agentes tensoactivos de polioxietiieno, su almacenamiento

prolongado puede conducir a la formacién de peréxidos.

Incompatibilidades: La actividad antimicrobiana de los parabenos se reduce en
presencia de polisorbatos. No compatibles con fenoles, taninos, alquitranes y

materiales similares al alquitran.

Agente viscosante
(Aulton M., 2004) (Garg, y otros, 2001) (Food and Drug Administration, 2013)

Los agentes para incrementar la viscosidad de la formulacion pueden proporcionarle
las propiedades reoldgicas deseadas. También la viscosidad retarda el movimiento
de los glébulos de la fase dispersa manteniéndose una emulsion fisicamente
estable. Algunos de los utilizados para formulas vaginales son los polimeros de
acido acrilico y policarbdfilo (mas adelante se hablara a detalle de éstos), alginato de

sodio, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa entre otros.

Disolventes/Humectantes
(Aulton M., 2004) (Food and Drug Administration, 2013)

Se usan para dispersar o disolver el principio activo o algun otro excipiente. Algunos
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que se han utlizado en formulaciones vaginales son: glicerina, propilenglicol,
sorbitol, glicol etileno.

Glicerina

(Rowe M., y otros, 2009)

Formula condensada: C3HgO3

Estructura quimica:

HO/\(\DH

OH

Descripcion: La glicerina es liquido viscoso claro, inodoro.

Solubilidad (20°C): Soluble en agua, etanol (95%), soluble en acetato de etilo 1 en
11, ligeramente soluble en acetona, practicamente insoluble en cloroformo, benceno

y aceites.

Estabilidad: Es higroscopica, la glicerina pura no es propensa a la oxidacién por la
atmésfera en condiciones de almacenamiento normales, pero se descompone en
calentamiento en acroleina compuesto toxico. Puede cristalizar si se almacenan a

bajas temperaturas, los cristales no se funden hasta que se calienta a 20°C.

Incompatibilidades: Puede explotar si se mezcla con agentes oxidantes fuertes.
Sensible a la luz, incompatible con 6xido de zinc y nitrato de bismuto basico. Un
contaminante de hierro en glicerina es responsable del oscurecimiento en el color de
las mezclas que contienen fenoles, salicilatos y taninos. La glicerina forma un

complejo de acido borico.

Propilenglicol
(Rowe M., y otros, 2009)

Formula condensada C3HgO»:
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Estructura quimica:

OH

/k/OH
HsC

3

Descripcion: Es un liquido claro viscoso, incoloro, practicamente inodoro.

Solubilidad (20°C): Miscible con acetona, cloroformo, etanol (95%), glicerina y agua,
soluble a 1 en 6 partes de éter, no miscible con aceite mineral ligero o aceites fijos,

pero se disolvera en algunos aceites esenciales.

Estabilidad: Es higroscépico, a altas temperaturas tiende a oxidarse. Es

quimicamente estable cuando se mezcla con etanol (95%), glicerina o agua.

Incompatibilidades: Es incompatible con reactivos oxidantes tales como

permanganato de potasio.

Conservadores antimicrobianos

(Aulton M., 2004) (Food and Drug Administration, 2013)

La contaminaciéon de las cremas por microorganismos puede afectar negativamente
las propiedades fisicoquimicas del producto provocando produccion de gas, cambios
en su color y olor, hidrélisis de grasas y aceites, cambios de pH y separacion de la
emulsion. Por tanto, es necesario incluir un agente antimicrobiano para prevenir el
crecimiento de cualquier microorganismo que pudiera contaminar al producto. No
hay una forma tedrica de elegir el sistema conservador adecuado, las caracteristicas

deseables de un conservador idéneo para usar en una crema son:

-Un amplio espectro.
-Una actividad bactericida mejor que bacteriostatica.
-Ausencia de actividad toxica, irritante o sensibilizante.

-Hidrosolubilidad alta. Como el crecimiento de los microorganismos se
produce en la fase acuosa, es importante que el conservador tenga un

coeficiente de particién aceite/agua bajo.
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-Compatibilidad con los deméas componentes.

-Estabilidad y eficacia en un intervalo amplio de pH y temperatura.

Es necesario estudiar la eficacia de un nuevo conservador en el producto terminado
y el envase, utilizando los métodos de provocacién adecuados. Hay que tener en
cuenta que ningun conservador muestra por si solo todas las propiedades

deseables, en muchos casos se requiere usar combinaciones.

Algunos de los conservadores utilizados en formulaciones vaginales son: acido

sorbico, metilparabeno, propilparabeno, acido benzoico, alcohol bencilico.

Parabenos

(Rowe M., y otros, 2009)

Metilparabeno

Formula condensada: CgHgO3

Estructura quimica:

o, OCHa

OH

Descripcién: Son cristales incoloros o polvo blanco cristalino inodoro.

Solubilidad (25°C): Soluble en etanol 1 en 2, propilenglicol 1 en 5, éter 1 en 10,
glicerina 1 en 60, soluble en agua 1 en 400, 1 en 50 a 50°C, 1 en 30 a 80°C.

Practicamente insoluble en aceite mineral.

Propilparabeno

Formula condensada: C19H1203
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Estructura quimica:

CHs
. PN

HO

Descripcion: Polvo blanco, cristalino, inodoro.

Solubilidad: (20°C): Soluble en acetona, en etanol (95%) 1 en 1, soluble en éter, en
propilenglicol 1 en 3.9, en glicerina 1 en 250, en agua 1 en 2500, 1 en 225 a 80°C en

aceite mineral 1 en 3330.

Los parabenos tienen actividad antimicrobiana de pH 4 a 8. Son mas activos contra
levaduras y mohos que contra las bacterias y mas activos contra bacterias gram-
positivas que contra bacterias gram-negativas.

La actividad antimicrobiana de los parabenos en una formulacion puede ser
mejorada mediante su combinacion, por ejemplo utilizando propilparabeno (0.02%
w/v) con metilparabeno (0.18% w/v) se produce un efecto sinérgico. La actividad
también se mejora por la adicion de otros excipientes, tales como propilenglicol (2-
5%).

Incompatibilidades: La actividad antimicrobiana de los parabenos es reducida
considerablemente en presencia de agentes tensoactivos no ibnicos, tales como
polisorbato 80. Sin embargo, se sabe que el propilenglicol (10%) potencia la
actividad antimicrobiana de los parabenos en presencia de tensoactivos no iénicos y
evita la interaccion. Presentan incompatibilidades con bentonita, trisilicato de
magnesio, talco, goma de tragacanto, alginato de sodio, aceites esenciales, sorbitol,
atropina y hierro. También reacciona con diversos azucares y alcoholes de azlucares
relacionados. También se ha informado la absorcion de metilparabeno vy
propilparabeno por plastico; la cantidad absorbida depende del tipo de plastico vy el
vehiculo. Se ha afirmado que el polietiieno de baja y alta densidad no absorbe el

metilparabeno. El metilparabeno se hidroliza con bases débiles y acidos fuertes. El
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silicato de aluminio y magnesio, trisilicato de magnesio, 6xido de hierro amarillo, azul
ultramarino absorben propilparabeno, reduciendo de este modo la eficacia de

conservacion.
Antioxidantes

Muchos de los aceites y grasas usados en la formulacion de cremas son de origen
animal o vegetal y pueden ser susceptibles a la oxidacién por el oxigeno atmosférico

0 por accién de los microorganismaos (Aulton M., 2004).

La eficiencia de un antioxidante en un producto dependera de muchos factores,
incluida su compatibilidad con otros componentes, su coeficiente de particion aceite
en agua, su grado de solubilidad dentro de las micelas del emulsionante y su
adsorcion sobre el envase y cierre. Por tanto, se debe tener en cuenta que la
eleccion del antioxidante y la concentracién a la que se va a utilizar s6lo puede
determinarse estudiando su eficacia en el producto y envase definitivo. Algunos de
los antioxidantes usados en formulaciones vaginales son: butilhidroxianisol (BHA),

butilhidroxitolueno, (BHT), metabisulfito de sodio, terbutilhidroquinona (Aulton M., 2004)

(Food and Drug Administration, 2013).

Butilhidroxianisol

(Rowe M., y otros, 2009)

Formula condensada: C11H1602

Estructura quimica:

OH

C(CHgla

OCH,
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Descripcién: Es un polvo blanco o casi blanco cristalino o sélido ceroso de color

blanco amarillento con un débil olor aromético caracteristico.

Solubilidad (20°C): Soluble en metanol, libremente soluble en etanol acuoso al 55%,
propilenglicol, cloroformo, éter, hexano, aceite de semilla de algoddn, aceite de

cacahuate y en soluciones alcalinas, practicamente insoluble en agua.
Estabilidad: Sensible a la luz.

Incompatibilidades: Es incompatible con agentes oxidantes, sales férricas y trazas de

metales.

Butilhidroxitolueno

(Rowe M., y otros, 2009)

Formula condensada: C15H-40

Estructura quimica:

OH

(HaC)aC C{CHz)a

CH;

Descripcién: Solido cristalino o polvo, blanco o amarillo palido con un caracteristico

olor fendlico débil.

Solubilidad (20°C): Soluble en acetona, benceno, etanol (95%), éter, metanol,
tolueno, aceites fijos y aceite mineral. Practicamente insoluble en agua, glicerina, y

propilenglicol.

Estabilidad: La exposicion a la luz, la humedad y el calor causa la decoloracion y la

pérdida de actividad.

29



Incompatibilidades: Es incompatible con oxidantes fuertes agentes tales como
peroxidos y permanganatos. En contacto con agentes oxidantes puede causar una
combustion espontanea. Las sales de hierro causan decoloracion con pérdida de
actividad. El calentamiento con acidos provoca una descomposicion rapida con

produccion de la isobuteno gas inflamable.

Quelantes
(Rowe M., y otros, 2009)

Etilendiamino tetraacetato disédico (EDTA)

Formula condensada: C10H16N2Og

Estructura quimica:

Q Q
HO :|—\ 'l" | /—c—:u-l
—Cc—C—N
HD—"‘—/ | | \‘—C.—'JH

Descripcién: Polvo cristalino blanco.

Solubilidad (20°C): Soluble en soluciones de hidroxidos alcalinos, soluble 1 en 500

de agua.

Ademas de su actividad quelante, tiene cierta actividad antimicrobiana contra los
microorganismos gram-negativos, pseudomonas aeruginosa y algunas levaduras y
hongos, aunque esta actividad es insuficiente para ser utilizado eficazmente como
anico antimicrobiano conservante en formulaciones. Sin embargo, cuando se utiliza
con otro conservante antimicrobiano, demuestra un marcado efecto sinérgico en su
actividad antimicrobiana. Se utilizan con frecuencia en combinacién con parabenos.

Sin embargo, en la presencia de algunos iones metéalicos divalentes, tales como
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Ca®* o Mg ?*, el efecto sinérgico puede ser reducido o perdido por completo. El

nitrato fenilmercurico reduce la eficacia antimicrobiana del conservante.

Estabilidad: Aunque el EDTA sélido es bastante estable, las sales de EDTA son mas
estables que el acido libre, que se descarboxila si se calienta por encima de 150°C.
El EDTA disédico dihidrato pierde el agua de cristalizacién cuando se calienta a
120°C.

Incompatibilidades: Con agentes oxidantes fuertes, bases fuertes y iones metalicos
polivalentes tales como el cobre, niquel y aleaciébn de cobre. Se comporta como
acido deébil, desplazando el diéxido de carbono a partir de carbonatos y reacciona

con metales para formar hidrégeno.

Acidos y Bases
(Rowe M., y otros, 2009) (Food and Drug Administration, 2013)

Algunos de los acidos y bases utilizados en las formulaciones vaginales para ajustar

su pH son: hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, acido tartarico.

Hidréxido de sodio

Férmula Quimica: NaOH

Descripcion: Disponible en diferentes figuras o formas de color blanco o casi blanco.

Solubilidad (20°C): Soluble en glicerina, en agua 1 en 0.9 y 1 en 0.3 a 100°C, soluble

en metanol 1 en 4.2, soluble en etanol 1 en 7.2, practicamente insoluble en éter.

Estabilidad: Cuando se expone al aire, absorbe rapidamente la humedad y se licua,
pero posteriormente se convierte en solido de nuevo debido a la absorcién de

diéxido de carbono y formacién de carbonato de sodio.
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Incompatibilidades: Es una base fuerte incompatible con cualquier compuesto que
experimente facilmente hidrolisis u oxidacion. Reacciona con ésteres acidos y

éteres, especialmente en solucion acuosa.

4.4.4 Estabilidad fisica

Una emulsién en la cual las gotas dispersadas mantienen sus caracteristicas
iniciales y ademas permanecen uniformemente distribuidas dentro de la fase

continua por un tiempo previamente determinado se considera estable (Aulton M.,
2004).

Existen tres fendmenos relacionados con la inestabilidad fisica de las emulsiones,

mostrados en la Fig. 3.

a) Emulsion inicial: emulsion estable con gotas uniformemente distribuidas.

b) Floculacién: agregacién de las gotas dispersas de diferentes tamafos.

c) Cremado o Sedimentacién: movimientos ascendentes o descendentes de los
glébulos dispersos en la fase continua, denominados formacion de crema o

sedimentacién respectivamente, debido a la diferencia de densidades de las fases.

d) Fendmeno de Ostwal: union espontanea de gotas, proceso favorecido porque las

gotas mas grandes son energéticamente mas estables que las pequefias.

e) Coalescencia: agregacién de gotas que se origina como consecuencia de la

tension interfacial.

f) Separacion de fases: agregacion y posible coalescencia de los glébulos dispersos

para formar nuevamente dos fases separadas (Nielloud, y otros, 2000).
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Fig.3 Estabilidad fisica de las cremas

b) Floculacion

\‘ e) Coalescencia

c) Cremado o Sedimentacion

_ . . ) Separacion de fases
u
d) Fenomeno de Ostwal

~ :
* -.
R ;
.
o

a) Emulsion original

Referencia:(lbrahim, 2011)

4.4.4 Estudios de estabilidad fisica, condiciones extremas
(Lubrizol, 2013)

Con frecuencia, para comparar las estabilidades relativas de varios productos o
formulaciones similares es necesario acelerar los fendmenos de inestabilidad fisica
de las emulsiones, lo que puede conseguirse con los métodos mostrados a
continuacion. Cabe aclarar que estos procesos pueden destruir una emulsién que se
mantendria estable en condiciones de almacenamiento normales. Sin embargo,
estos métodos dan una indicacion util de las estabilidades relativas de una serie de

productos de prueba.

Ciclo de congelamiento

Consiste en el congelamiento de la formulacion seguido por la descongelacion a
temperatura ambiente durante varios ciclos. La formacion continua y fusion de
pequefios cristales de hielo interrumpira la capa adsorbida del emulgente de la
superficie de contacto aceite/agua y cualquier debilidad de la estructura de la

pelicula seré rapidamente evidente.
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Temperatura
Después de un almacenamiento de las muestras a 50°C o 60°C, durante una

semana un aumento en la viscosidad de menos de 20% sobre los valores originales
indica la estabilidad a temperatura ambiente durante un afio. Un aumento de la

viscosidad es el precursor de que se presentard cremado visible.

Centrifugacion

La centrifuga puede aumentar a muchos miles de veces la gravedad, si se supone
que el efecto es directamente proporcional a la fuerza gravitacional se puede
predecir el comportamiento. Por ejemplo, la centrifugacion a 3750 rpm en una
centrifuga de radio del0 cm en un periodo de cinco horas seria equivalente al efecto

de la gravedad de aproximadamente un afno.

Someter a la emulsién a unos 5-10 g de fuerza durante varios minutos, pondra a
prueba la resistencia al cremado. Aunque esta prueba ejerce una fuerza
gravitacional artificialmente elevada en las emulsiones, puede determinar el limite

elastico de la emulsion que ayuda al mantenimiento de la estabilidad.

4.4.5 Fabricacion
(Remington, 2013)

Es importante garantizar que los métodos de fabricacion desarrollados en una escala
de laboratorio pueden ampliarse facilmente a una produccién a gran escala y sin

ningun cambio en la calidad del producto.

De acuerdo con Remington (2013).Las emulsiones suelen prepararse por tres
principales métodos. Adicion de la fase externa a la fase interna, mezclando ambas
fases después de calentar y alternando la adicion de las dos fases con el agente

emulsionante.

El método de adiciébn de la fase interna a la fase externa es el método mas

satisfactorio para preparar emulsiones, porque siempre existe un exceso de la fase
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externa promoviendo el tipo de emulsion deseada. Se afade la fase discontinua a la
fase continua durante el mezclado inicial. Los demas componentes se disuelven

antes de la mezcla en la fase en la que son solubles.
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45 POLIMEROS DE ACIDO ACRILICO
(Lubrizol, 2013)

Noveon ®, Carbopol ® y Pemulen ™, son polimeros de acido acrilico (véase Fig. 4)
de alto peso molecular, entrecruzados. Las principales diferencias entre estos
polimeros estan relacionadas con el tipo y densidad de entrecruzamiento asi como
con la presencia de co-monomeros hidréfobos, a continuacion se muestran algunos
ejemplos:
-Carbopol® homopolimeros: son polimeros de &cido acrilico entrecruzados
con alil sacarosa o alilpentaeritritol. Ejemplo polimero Carbopol® 974P NF,
(alta densidad de entrecruzamiento), polimero Carbopol® 971P NF (baja

densidad de entrecruzamiento).

-Polimeros Pemulen™ son polimeros de &cido acrilico, modificados por una
cadena larga (C10-C30) de acrilatos de alquilo, y entrecruzados con alil

pentaeritritol.

-Policarbdfilo Noveon® es un polimero de &cido acrilico entrecruzado con

divinil glicol.
. i Hat 8 Ma “
' ‘a, “ b, é' 3 W'
'é‘ o ; My’
||| J W' con “qp“' . ‘% 3
c—c— "' e
||| !.‘ “ M Entrecruzamiento
MX mﬂ} n Hat § 5w

|/ Ha*

Fig. 4 Estructura general de los polimeros de acido acrilico (Lubrizol, 2013).

Carbopol®, Pemulen™ y Noveon® se han usado ampliamente en formulaciones
farmacéuticas semisolidas para modificar la reologia de los sistemas a base de

agua, estabilizar emulsiones y suspensiones y en sistemas bioadhesivos.

Las dispersiones de los polimeros de acido acrilico en sistemas liquidos se gelifican
cuando se exponen a un pH por encima de 4. Arriba de su pKa de 6 + 0.5 los grupos

carboxilicos del polimero se ionizan por completo, dando como resultado la repulsion
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entre los aniones, aumentando aun mas el hinchamiento del polimero, la viscosidad
aumenta a medida que los polimeros son neutralizados. Una meseta se alcanza de
pH 5 a 10 y una pérdida en la eficiencia se produce a un pH mas alto. Hidroxido de
sodio, hidréxido de potasio, hidroxido de amonio y algunas aminas organicas
solubles en agua son excelentes agentes neutralizantes de las dispersiones de estos

polimeros en sistemas acuosos.
Incompatibilidades de los polimeros de &cido acrilico:
-Las sales disminuyen su eficiencia.

-Debido a que son polimeros anionicos, son incompatibles con la mayoria de

los ingredientes cationicos.

-Las dispersiones muestran sensibilidad a la mezcla prolongada y/o de alto
corte.

4.5.1 Propiedades Mucoadhesivas

Los polimeros Noveon®, Carbopol® y Pemulen™, son excelentes bioadhesivos por

diversas razones:

-Se hinchan facilmente en agua, proporcionando una gran superficie
adhesiva que permite un maximo contacto con la mucina. Un polimero
ligeramente entrecruzado, consigue una mayor hinchazén y en un ritmo mas

rapido, que uno altamente entrecruzado.

-Presenta gran numero de grupos carboxilicos, que proporcionan la
capacidad de formar enlaces de hidrégeno con las proteinas y polisacaridos
de las mucosas. Sin embargo, los efectos de pH son muy importantes, ya
gue el polimero se adhiere mejor a valores de pH acido en el que se
encuentra altamente protonado. A un pH <5,0 menos del 10% de los grupos

de &cido carboxilico estan ionizados.
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-En condiciones alcalinas, la adhesion especifica todavia es posible, debido a
qgue los iones carboxilato interactian con cationes. El calcio, magnesio y
otros iones polivalentes de las proteinas y polisacaridos ofrecen este tipo de

sitios de union para los polimeros.

-También se ha demostrado que son cadenas flexibles, propiedad critica para
gue se lleve a cabo la interpenetracion de la cadena, difusion y enredo con la

mucina.

Estos polimeros se han usado en diversas aplicaciones bioadhesivas. Siendo una de
estas la administraciébn vaginal su uso en cremas hidratantes, espermicidas y

reemplazos hormonales.

Las propiedades bioadhesivas de los diferentes grados de polimeros de &cido
acrilico han sido estudiadas por Tamburic y Craig (1995) y Chopra (2007) coinciden
en que el Noveon® AA-1 USP es menos mucoadhesivo que el Carbopol® 974P NF,
sin embargo, los estudios resultan dificiles de comparar, ya que utilizan diferentes
métodos para medir mucoadhesion.

En algunos ensayos realizados por Lubrizol, el Carbopol® 974P NF proporciona un
mayor nivel de adherencia que el policarbdéfilo Noveon® AA-1 USP sin embargo,
estas pruebas pueden simplemente mostrar la adhesién del polimero, en lugar de
bioadhesién y no siempre se correlacionan bien con las pruebas in vivo. Por ello,
Lubrizol recomienda evaluar diferentes grados de polimeros para determinar cual

funciona mejor en su aplicacion.

4.5.2 Polimero emulsionante Pemulen™

El Pemulen™ se compone de una porcion hidrofila y otra hidrofoba. ElI metacrilato de
cadena larga, es la region hidrofoba y el acido acrilico la region hidréfila. Esta
estructura quimica permite que el Pemulen™ funcione como emulsionante primario

en emulsiones aceite en agua. Este polimero forma una capa de gel alrededor de
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cada gota de aceite, las porciones hidréfobas del polimero se anclan a la fase de

aceite. Este mecanismo se representa en la Fig. 5

17 . ———Gel
T {g - . ———— (Gotade
N N o aceite

Fig. 5. Mecanismo emulsionante de Pemulen™ (Lubrizol, 2013)

Algunos de los beneficios de Pemulen™ son: es un emulsionante de cualquier aceite
en una emulsion aceite en agua, presenta un alto rendimiento y se requiere de

concentraciones entre 0.1-0.3%.

Los polimeros emulsionantes Pemulen™ son capaces de producir macro emulsiones
extremadamente estables. Sin embargo, niveles bajos (0.1 hasta 0.4%) de
tensoactivos no idnicos con un HLB entre 8 a 12 son aditivos eficaces para disminuir

el tamafio de las gotas de aceite.

Los polimeros emulsionantes Pemulen™ son adaptables a una variedad de métodos
de preparacion de la emulsion. Pemulen™ se dispersa mas facilmente en aceite a
temperatura ambiente que en agua. La fase de aceite se combina con la fase

acuosa que contiene el neutralizante mezclando.

Existen dos grados farmacéuticos de polimeros Pemulen™, en general la seleccion

se basa en el nivel de aceite a emulsionar:

-Pemulen™ TR-1 NF puede emulsionar hasta el 30% w/w de aceite, dentro de
un intervalo de pH de 4.0 a 5.5 y hasta el 20% w/w de aceite en un pH de 3—
11.
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-Pemulen ™ TR-2 NF puede emulsionar hasta un 60-80% w/w de aceite

dentro de un intervalo de pH de 4-8.

Los polimeros de Carbopol ® pueden utilizarse con Pemulen™ para proporcionar

mayor viscosidad a la emulsion.
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4.6 MUCOADHESION

4.6.1 Definicion e importancia
(lvarsson, y otros, 2012) (Shaikh, y otros, 2011) (Carvalho F., y otros, 2010) (Junginger H., y otros, 2007)

Considerando que la mayoria de las vias anatomicas de acceso para los farmacos
estan revestidas de una capa de moco, surgio la idea de adaptar el fenbmeno de
adhesion (unién durante un tiempo suficientemente prolongado de dos superficies
por fuerzas interfaciales de tipo fisico y/o quimico) a la fijacibn de la forma
farmacéutica a una zona concreta del cuerpo, desde donde se liberara el farmaco.
Esto corresponde a un fenédmeno de bioadhesion y mas especificamente de

mucoadhesién, dado que una de las superficies es una membrana mucosa.

A las formas de administracion que se fijjan a las mucosas se les denominan
mucoadhesivas, siendo su objetivo mantenerse fijas en el lugar donde se realiza la

liberacion y/o absorcion del farmaco.

La investigacion y el desarrollo de las formas mucoadhesivas tienen un particular
atractivo debido a que con ellas se intenta lograr, entre otros, los siguientes

objetivos:

-Localizacién del sistema medicamentoso en una region determinada del
organismo, superando hasta cierto punto, los procesos naturales de

eliminacion local y/o evacuacion de las cavidades corporales.

-Incremento del tiempo de permanencia del medicamento en dicha region por
disminucién de la velocidad de transito, consiguiendo un aumento neto del

tiempo de efectividad del medicamento.

-Mejora sustancial en el contacto del farmaco disuelto con la mucosa a través

de la cual se realiza el fenémeno de absorcion.
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-Pueden formularse como sistemas de liberacion prolongada o controlada de

la sustancia activa.

4.6.2 Mecanismos
(Rodriguez, y otros, 2000)

La dilucidacion de los mecanismos de interaccion entre la mucosa y los polimeros
mucoadhesivos son fundamentales para el desarrollo de estos sistemas
farmacéuticos. La mayor parte de los autores destacan dos tipos de interacciones:

fisicas 0 mecéanicas y enlaces quimicos.

Interacciones fisicas o mecanicas

Se producen a través del contacto intimo entre el polimero mucoadhesivo y la
mucosa. En la interfase de contacto se origina una interpenetracion de las moléculas
del polimero en el gel del moco y al contrario, dando lugar a uniones
semipermanentes no especificas que suponen una primera fase que promueve la

posterior interaccion quimica propiamente mucoadhesiva (véase Fig. 5).

Enlaces quimicos

La interaccién entre las dos entidades que reaccionan es el resultado de fuerzas de
atraccion y repulsién. La suma de estos dos fendmenos determina si interaccionan o
no. Para que pueda ocurrir mucoadhesion, la interaccidon atractiva debe ser mayor

que la repulsion.

4.6.3 Interacciones atractivas
(Rodriguez, y otros, 2000)

Fuerzas de Vander Walls
Son de dos clases: fuerzas dipolo-dipolo en donde las moléculas polares neutras se

atraen cuando el extremo positivo de una de ellas esta cerca del extremo negativo

de otra; fuerzas de dispersion cuando el dipolo temporal de un atomo puede inducir
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un dipolo similar en un atomo adyacente y hacer que los atomos se atraigan; ambas

fuerzas son significativas cuando las moléculas estan muy cercanas unas a otras.

Enlaces de hidrégeno

La atraccion existe entre el atomo de hidrogeno de un enlace polar y un par de

electrones no compartido en un ion o 4tomo electronegativo cercano.

Atracciones electrostaticas

Son interacciones entre polielectrolitos de cargas contrarias. La interaccion de las

moléculas de mucina con los iones depende del pH del medio.

4.6.4 Interacciones repulsivas
(Rodriguez, y otros, 2000)

Repulsidn electrostatica

Dos polielectrolitos de igual carga se repelen. Las moléculas de mucina se cargan
negativamente a pH 7 debido al &cido sidlico y a los grupos sulfato que llevan
algunos azlcares. Asi que, los polimeros anionicos a este pH se repelen con la

mucina.

Repulsidn estérica

En ausencia de interacciones atractivas fuertes las moléculas de polimero tienden a

repelerse por interacciones estéricas.

4.6.5 Teorias sobre mucoadhesion
(Shaikh, y otros, 2011) (Carvalho F., y otros, 2010) (Junginger H., y otros, 2007)

Existen varias teorias para explicar algunas de las observaciones experimentales

realizadas durante el proceso de mucoadhesion, las teorias principales son:
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Teoria de la humectacion

Aplica a los sistemas liquidos, establece que el movimiento del mucoadhesivo sobre
la mucosa debe superar los efectos de tension superficial presentes en la interface,

para que se lleve a cabo la interaccion.

Teoria de la Difusion
Describe que la interpenetracion polimero-mucina a una profundidad

aproximadamente equivalente al tamafio de la cadena de polimero crea una unién
adhesiva semipermanente. (véase Fig. 6).La tasa de penetracion depende del
coeficiente de difusion, flexibilidad y naturaleza de las cadenas del mucoadhesivo,
la existencia de gradientes de concentracion y el tiempo de contacto. Cuanto mayor

sea la similitud estructural, entre el mucoadhesivo y el moco mejor sera la union.

Teoria de la Adsorciéon

Establece, que después de un primer contacto el mucoadhesivo se adhiere a la

mucosa por las interacciones quimicas descritas anteriormente.

Teoria Electrostatica

Se basa en la premisa de que el material mucoadhesivo y la mucosa poseen cargas
eléctricas opuestas. Por lo tanto, cuando se ponen en contacto, la transferencia de
electrones conduce a la construccién de una capa electrénica doble en la interface,
donde las fuerzas de atraccion dentro de esta capa determina la fuerza

mucoadhesiva.

Teoria Mecénica

Considera que la mucoadhesion se debe al llenado de las irregularidades de la
mucosa rugosa por un liquido mucoadhesivo. Por otra parte establece que la,

rugosidad aumenta el area interfacial disponible para las interacciones.
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Teoria de la Fractura

Esta es quizas la teoria mas utilizada en los estudios de mucoadhesion. Analiza la
fuerza requerida para separar dos superficies después de que se establecio la

adhesion.

A A {>
B
(a) {b) (c) I

Fig. 6. Modelo representativo de la interpenetracion molecular del polimero bioadhesivo A, con las
glicoproteinas del mucus B. (a) (b) y (c) representan sucesivos estadios de acercamiento, contacto
superficial e interpenetracion polimero

Mucoadhesivo/glicoproteinas del mucus (Lubrizol, 2013).

Ninguno de estos mecanismos o teorias solos puede explicar la mucoadhesion que
se produce en una variedad de situaciones diferentes. Sin embargo, la comprension
de estos mecanismos en cada caso puede ayudar el desarrollo de nuevos productos

mucoadhesivos.

45



4.6.6 Factores que afectan la mucoadhesion

Los mecanismos que regulan la mucoadhesion estan determinados por las
propiedades intrinsecas de la formulacion, del polimero mucoadhesivo y por el
entorno en el que se aplica. A continuacion se muestran algunos factores que

afectan la mucoadhesién (Shaikh, y otros, 2011).

Tabla 4. Factores involucrados en la mucoadhesion.

Factores que afectan Factores que favorecen
-Un exceso de hinchamiento del polimero -Polimeros de bajo peso molecular,
produce un mucilago resbaladizo que se tienen mejor interpenetracion en la
desprende facilmente del sustrato. mucosa, sin embargo, pesos

moleculares altos favorecen la
-Los sistemas semisélidos altamente ) By o

interacciéon mecanica.
concentrados mas alla de la concentracion

Optima, la fuerza bioadhesiva se reduce . ] ]

o -Polimeros con baja densidad de

significativamente. _ _
entrecruzamiento, tienen  mayor

-El pH puede influir en la bioadhesion de flexibilidad e hidratacion y exponen
materiales que poseen grupos ionizables un numero maximo de sitios
Si el pH local esta por encima del pKa del bioadhesivos.

polimero, serd ionizado en gran medida. ) o
i . -A mayor tiempo de contacto inicial
Polimeros aniénicos se repelen con la _
o mucoadhesivo-sustrato, mayor es el
mucosa que es anionica a pH 7. ] ) ] »
hinchamiento y la interpenetracion

de las cadenas del polimero.

Referencia: (Junginger H., y otros, 2007) (Carvalho F., y otros, 2010) (Shaikh, y otros, 2011).

46



4.6.7 Técnicas parala determinacion de la mucoadhesion

Se han desarrollado diversos métodos para la evaluacion in vitro del potencial
mucoadhesivo de semisolidos vaginales (lvarsson, y otros, 2012) (Walewijka, y otros, 2008) (Han
I, y otros, 2006) (Chang J., y otros, 2002).Sin embargo, el mas utilizado se basa en la medicion
de la fuerza de traccion o trabajo necesario para separar una formulacion
mucoadhesiva de un modelo de membrana, (Pliszczaka, y otros, 2012).NO obstante todos
estos estudios de fuerza de traccion usan diferentes condiciones de prueba y
paradmetros instrumentales lo que influencia los datos producidos, por lo que los
resultados obtenidos por diferentes grupos de investigacion son dificiles de

interpretar o comparar (Neves J., y otros, 2008).

No existe un método universal para evaluar el potencial mucoadhesivo in vitro de
formulaciones semisdlidas vaginales sin embargo, en el estudio de Neves y sus
colaboradores (Neves J., y otros, 2008) Se analiza la influencia de diferentes condiciones
experimentales (modelo de mucosa, temperatura de la muestra, velocidad de sonda,
fuerza aplicada, tiempo de contacto mucosa/muestra) sobre el desempefio del
método de resistencia a la traccion, utilizando un equipo analizador de textura (en

métodos se describe a detalle en qué consiste este estudio).

Existe un numero limitado de estudios in vivo Gammagrafia (Brown, y otros, 1997),

Resonancia magnética (Mertha, y otros, 2012) y Colposcopia (Poelvoorde, y otros, 2009).
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4.7 DISENO DE EXPERIMENTOS

(Gutiérrez Pulido, y otros, 2008) (Lewis G., y otros, 1999)

El disefio de experimentos consiste en determinar cuales pruebas experimentales se
deben realizar y de qué manera, para obtener datos que, al ser analizados
estadisticamente, proporcionen evidencias objetivas que permitan responder las
interrogantes planteadas, y de esta manera clarificar los aspectos inciertos de un

proceso, resolver un problema o lograr mejoras.

A continuacién se muestra la clasificacion general de los disefios experimentales de
acuerdo con su objetivo. Dentro de cada rama se pueden clasificar de acuerdo al
namero de factores, al tipo de efectos que se pretende estudiar y segun las
restricciones existentes. En la misma tabla se listan los disefios particulares mas
representativos de cada rama.

Tabla 5. Clasificacion de los disefios experimentales.

Objetivo Tipos de Disefios
Comparar dos 0 mas tratamientos -Completamente al azar

-Bloques completos al azar
-Cuadros latino y grecolatino

Estudiar el efecto de varios factores sobre una o mas -Factoriales 2"
variables de respuesta -Factoriales 3*

-Factoriales fraccionados 2*°
Optimizacién de procesos Primer Orden

-Factoriales 2"y 2 P
-Plakett Burman
-Simplex

Segundo orden
-Composicién central
-Box-Behenken
-Factoriales 3"y 3P

Disefios robustos -Arreglos ortogonales (disefios
factoriales)
-Disefio con arreglo interno y
externo

Disefios de mezclas -Simplex Reticular

-Simplex con centroide
-Con restricciones
-Axial

Referencia:(Gutiérrez Pulido, y otros, 2008)
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4.7.1 Diseios Factoriales

El objetivo de un disefio factorial es estudiar el efecto de varios factores sobre una o
varias respuestas, cuando se tiene el mismo interés sobre todos los factores. Y uno
de los objetivos particulares mas importantes de este disefio es determinar una
combinacion de niveles de los factores en la que el desempefio del proceso sea

mejor.

Asi la matriz del disefio es el conjunto de puntos experimentales o tratamientos que
pueden formarse considerando todas las posibles combinaciones de los niveles
(minimo dos) de los factores. A continuacion se muestran las ventajas de los disefios
factoriales:
-Permiten estudiar el efecto individual y de interaccién de los distintos
factores.

-Son disefios que se pueden aumentar para formar disefios compuestos en

caso de que se requiera una exploracién mas completa.

-Se pueden correr fracciones de disefios factoriales.

4.7.2 Diseiios de superficie de Respuesta

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es la estrategia experimental y de
analisis que permite resolver el problema de encontrar las condiciones de operacion
Optimas de un proceso, es decir, aquellas que dan por resultado valores 6ptimos de

una o varias caracteristicas de calidad del producto.

La region experimental es el espacio delimitado por los rangos de experimentacion
utilizados con cada factor. La region de operatividad considera todas las
combinaciones posibles de los niveles de los factores donde el proceso puede

operarse y ésta siempre es igual o0 mas grande que la regién experimental.
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En MRS es importante tener presente la vision de las regiones de operatividad y
experimental, ya que en principio, el punto éptimo que interesa encontrar pudiera
localizarse en cualquier lugar de la regién de operatividad, dentro o fuera de la

region experimental inicial.

La MRS implica tres aspectos: disefio, modelo y técnica de optimizacién. El disefio y
el modelo se piensan al mismo tiempo, y depende del tipo de comportamiento que
se espera en la respuesta. De manera especifica, el modelo puede ser de primer o
segundo orden por ello, el tipo de disefio utilizado y el método de optimizacion se

clasifican, segun sea el caso, como de primer o segundo orden.

Con los disefios de segundo orden se estudia ademas de los efectos lineales y de
interaccién, los efectos cuadraticos o de curvatura pura. Por consiguiente estos
disefios se emplean cuando se quiere explorar una regién que se espera sea mas
compleja o cuando se cree que el punto 6ptimo se encuentra dentro de la region

experimental.

El disefio de segundo orden de composicion central es el mas utilizado. Este disefio
se compone de tres tipos de puntos: 1. Una réplica de un disefio factorial en dos
niveles, completo o fraccionado; 2. puntos o repeticiones al centro del disefio;3.dos
puntos sobre cada eje a una distancia a del origen. Estos puntos se llaman porcién

axial.

4.7.3 Optimizacion simultanea

Es tipico considerar diversas caracteristicas (variables) para lograr productos con
mejor calidad y propiedades. Si la optimizacion sélo se hace para una caracteristica
del producto podrian resultar condiciones inadecuadas para las otras. Por ello es
imprescindible contar con técnicas que sirvan para que, en la medida de lo posible,
se optimicen simultdneamente todas las respuestas de interés. El problema de la
optimizacién simultdnea radica en que, por lo general, los 6ptimos individuales no
son las mismas combinaciones de los factores de control. Esto hace necesario

buscar una solucion compromiso, donde todas las variables tengan un nivel
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satisfactorio. Hay dos meétodos de optimizacion simultdnea, uno grafico y otro

analitico, basado en una funcién de deseabilidad.
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5 MATERIALES

Polimero Pemulen™ TR-1 NF, Policarbdéfilo Noveon® y Carbopol® 974P NF se
proporcionaron por la compafiia Lubrizol de México Comercial, S. de R.L. de C.V.
Mucina gastrica porcina (tipo Il) se adquirié de Sigma - Aldrich Quimica, S.A. de C.V.
clotrimazol, aceite mineral, propilenglicol, glicerina, metilprabeno, propilparabeno,
tween 60, EDTA, butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), hidréxido de
sodio, cloruro de sodio, fueron grado farmacéutico. Se empled agua destilada en

todas las pruebas.

Formulacién

Ingrediente % w/w Funcién
Clotrimazol 2.00 Principio activo
Polimero Pemulen ™ TR - 1 NF * Emulsionante
Policarbo6filo Noveon ® * Polimero mucoadhesivo
Carbopol ® 974P NF * Viscosante
Aceite mineral 12.50 Vehiculo
Propilenglicol 10.00 Humectante
Glicerina 10.00 Humectante
Metilparabeno 0.20 Conservador anti-microbiano
Propilparabeno 0.02 Conservador anti-microbiano
Tween 60 * Emulsificante
EDTA 0.05 Quelante
BHA 0.005 Antioxidante
BHT 0.01 Antioxidante
NaOH 18% cs. Base para ajustar pH
Agua destilada cs. Vehiculo

* Se evaluaron diferentes concentraciones de estos ingredientes

Se prepararon diferentes cremas variando las concentraciones de Polimero
Pemulen™ TR-1 NF y Tween 60, se evalu6 su estabilidad fisica (para este estudio

las concentraciones de Policarbéfilo Noveon® y Carbopol® 974P NF se fijaron en
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0.5% y 0.7% w/w respectivamente). Las pruebas se realizaron de acuerdo a un

disefio experimental factorial 2 2.

Ya que se encontr6 una formulacion fisicamente estable y se fijaron las
concentraciones de Polimero Pemulen™ TR-1 NF y Tween 60, se prepararon
diferentes cremas variando las concentraciones de Policarbéfilo Noveon® vy
Carbopol® 974P NF para el estudio de mucoadhesion. Los experimentos se

realizaron empleando un disefio experimental central compuesto 22.
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6 METODOS

6.1 FABRICACION DE CLOTRIMAZOL 2% CREMA VAGINAL

Preparacion

Fase oleosa

11

A 4

Disolver BHA y BHT
en aceite mineral a
60°C

1.2

\ 4

Dejar enfriar a
temperatura
ambiente

1.3

A\ 4

AM
15 min

Preparacion
Fase acuosa

P.C
AM

Disolver EDTA y Tween 60
en agua destilada a 60°C

2.2

Y

Dejar enfriar a temperatura
ambiente.

Dispersar en la solucion 1.2
-Pemulen™ TR-1 NF

-Policarbofilo Noveon® -
-Carbopol® 974P NF

L,

P.C=Parrilla de calentamiento
A.M= Agitacion Magnética

M.R= Mezclador Rayneri/Propela

defloculadora

4.1

Preparacion
dela
emulsion

A 4

Adicionar la Fase oleosa
1.3 ala Fase acuosa 2.2

4.2
A 4

Ajustar pHa 7.0 -7.5 con
NaOH 18%

Dispersion

Farmaco

3.1 AM

A 4

Disolver Metilparabeno
y Propilparabeno
en la mezcla
glicerina/propilenglicol

AM

15 min
3.2 v

Dispersar Clotrimazol
en la solucion 3.1

M.R
400 r.p.m
15 min
M.R
800 r.p.m
v 25 min
4.3
Adicionar la Dispersion
del farmaco 3.2y
R ajustar a peso con

agua destilada
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La crema se dejo reposar 24 horas a temperatura ambiente para que el
hinchamiento de los polimeros continuara. Posteriormente el valor de pH fue
determinado con un pH metro HANNA PH21 y la viscosidad evaluada con un

viscosimetro Fungilab V100001.
6.2 DISENOS EXPERIMENTALES

Disefio para el estudio de estabilidad

Se us6 un disefio factorial 2% para encontrar los pardmetros precisos para obtener
una crema vaginal de Clotrimazol que 2% fisicamente estable, asi como para
evaluar los principales efectos e interacciones de los factores estudiados sobre la
estabilidad fisica de la crema. Las variables dependientes e independientes del

disefio se muestran en la Tabla 6 y el arreglo factorial en la Fig. 7.

La construcciéon del disefio y el andlisis estadistico de los resultados se realiz6 con
Design-Expert © Software V8 para el Disefio de Experimentos. Las pruebas se
corrieron por duplicado y aleatoriamente. El experimento se realiz6 en dos dias,

llevandose a cabo 4 pruebas por dia.
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Tabla 6. Variables independientes y dependientes del Disefio Factorial 22,

Variables

Niveles
Bajo Alto
Codificados
-1 +1

Independientes

Reales % w/w

Polimero Pemulen™ TR-1 NF 0.2 0.5
Tween 60 0 0.5
Dependientes Criterios
% separacion de la crema Minima

centrifuga

% variacion de la viscosidad

camara 60 °C

< 20%,sin separacion de fases

% variacion de la viscosidad

ciclos congelamiento

<20%,sin separacién de fases
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Fig. 7. Matriz del disefio factorial 22.Se muestra el arreglo factorial realizado. En el eje X se muestran
los niveles de Polimero Pemulen™ TR-1 NF estudiados y en el eje Y los de Tween 60. Los cuadros
en la gréfica representan los puntos experimentales realizados y el nimero a lado del cuadro las

veces que se realiz la prueba.
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Disefio para el estudio de mucoadhesion

Se realiz6 un disefio central compuesto 2° para optimizar estadisticamente los
parametros que permitieran obtener una crema vaginal de Clotrimazol al 2%
potencialmente mucoadhesiva, también para evaluar los efectos lineales, de

interaccion y cuadraticos de las variables independientes estudiadas.

Se eligio este disefio porque se esperaba tener un comportamiento de segundo

orden y encontrar el punto 6ptimo dentro de la region experimental.

La construccion del disefio y el andlisis estadistico de los resultados se realizd con
Design-Expert ® Software V8 para el Disefio de Experimentos. Las variables
dependientes e independientes del disefio se muestran en la Tabla 7. Y la matriz del
disefio en la Fig. 8. Las pruebas se corrieron aleatoriamente y el experimento se
realizé en dos dias, llevandose a cabo 6 pruebas por dia. Se repitieron las pruebas

de la combinacion factorial +1, +1 y -1,-1 asi como el punto central 0,0.

Tabla 7. Se muestran Las variables dependientes e independientes.

Niveles Codificados
Variables -14 -1 0 +1 +1.4
Niveles Reales % w/w
Independientes 'g);}il Fag;?cr)ial Central Fagtoorial 'Z)I(tigl
Policarbdfilo Noveon® | 0.22 0.3 0.5 0.7 0.78
Carbopol® 974P NF 0.28 0.4 0.7 1.0 1.12
Dependientes Criterios
Fuerza (N) Maxima
Viscosidad (P) En el rango
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Fig. 8. Disefio central compuesto 2°.Se muestra el disefio central compuesto realizado. En el eje X se
muestran los niveles de Policarbéfilo Noveon® estudiados y en el eje Y los de Carbopol® 974P NF.
Los cuadros azules corresponden a las corridas factoriales, los verdes claro a las axiales y el verde

olivo al central. El nimero dos representa los puntos del disefio que se duplicaron experimentalmente.
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6.3 ESTUDIO DE ESTABILIDAD

Centrifuga

Se utilizé6 una centrifuga marca: FARLAB, modelo: 80-5. Se depositaron 40 g de

CVC 2% en un tubo FALCON de 50 mL, posteriormente la muestra se introdujo en la

centrifuga y se sometio a 3500 rpm durante 30 min, finalizado el ensayo se

determind el porcentaje de separacion de fases de la emulsion. Como se muestra en

la Fig. 9.

-

Hi

H>

Fig.9. % Separacion de fases = H;*(100/(H;+H,))

H, = altura (cm) de la fase 1, H, = altura (cm) de la fase 2

Ciclos de congelamiento

En esta prueba se sometio a la emulsion al siguiente procedimiento:

Dia Condicion de almacenamiento

N OO o~ WON P

8

Congelamiento
Congelamiento
Congelamiento
Temperatura Ambiente
Congelamiento
Temperatura Ambiente
Congelamiento

Temperatura Ambiente

Finalizada la prueba, se evalud la viscosidad de las féormulas que no presentaron

separacion de fases y se determino él % de variacion respecto al valor inicial. Se

empleo un viscosimetro marca: Fungilab, Modelo: Alpha.

60



Céamara 60°C

En este ensayo se almacenaron las formulaciones en una camara a 60°C durante 7

dias, al finalizar la prueba se evalué la viscosidad de las formulas que no
presentaron separacion de fases y se determiné el porcentaje de variacion respecto

al valor de viscosidad inicial.

6.4 ESTUDIO DE MUCOADHESION

Preparacion Fluido Vaginal Simulado (FVS)

La composicion y preparacion de FVS es similar a la implementada en el estudio de

Neves J. (Neves J., y otros, 2008) Y Se describe a continuacion.

Con agitacion magnética se disolvieron 4.5 g de NaCl en aproximadamente 400 mL
de agua destilada, posteriormente se dispersaron 7.5 g de mucina gastrica porcina
tipo Il, finalmente la mezcla se adicioné a un matraz volumétrico de 500 mL y se

llevo al aforo con agua destilada.

Se dividié el FVS en seis vasos de precipitados de 100 mL y se adicionaron 40 mL a
cada uno. Antes de iniciar la prueba el FVS se colocé en la parilla de calentamiento
hasta que alcanz6 una temperatura de 37°C +2°C. Posteriormente se colocé en el
bafio de agua del sistema para el estudio de mucoadhesion (véase Fig. 3).Se utilizd
el mismo FVS para las tres mediciones de cada formulacion, y se cambi6 entre

formulaciones.

Modelo de Mucosa

Se utilizé el mismo modelo de mucosa que el empleado en el estudio de de Neves J.
(Neves J., y otros, 2008) mucosa vaginal de vaca (Bos taurus).

La mucosa vaginal de vaca se obtuvo de un animal recién sacrificado, se separé
cuidadosamente de los tejidos subyacentes, se lavo con solucion salina y se corto
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en pedazos de tamafio adecuado. Posteriormente las muestras se congelaron hasta
que fueron requeridas. Las muestras fueron proporcionadas por la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Medicidon de la Mucoadhesioén

La mucoadhesion de las diferentes formulaciones de crema vaginal Clotrimazol al
2% se evalud con base en el ensayo de traccion, de de Neves J. (Neves J., y otros, 2008)
en donde la medicién de la fuerza méaxima (fuerza de desprendimiento) necesaria
para separar la mucosa vaginal de vaca de una muestra de crema, después de un

periodo inicial de contacto, es indicativo del potencial mucoadhesivo de la crema.

Las fuerzas que intervienen en el proceso de desprendimiento se midieron con un
texturometro TA-XT plus TEXTURE ANALYSER (TA) en modo adhesivo.(véase Fig.
10).

Fig. 10 Se muestra el equipo utilizado para el estudio de mucoadhesiéon. TA-XT plus TEXTURE

ANALYSER.
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Inmediatamente antes de la medicion, la mucosa vaginal de vaca se descongela en
un bafio de solucion salina a 37°C £2°C durante 60 min. Posteriormente la mucosa
se sujetd con una liga en la sonda cilindrica de aluminio de 25 mm de diametro,
cubriendo toda la superficie inferior, manteniéndola lo mas lisa posible. Véase punto
2y 3delaFig. 11.

A continuacion la mucosa de vaca se sumergié durante 15 min en el fluido vaginal
simulado que se encontraba en el bafio maria (véase punto 5 de la Fig. 11). Se
utilizé la misma mucosa montada en la sonda, para todas las pruebas de un dia, es
decir, las mediciones de las seis formulaciones diferentes y sus dos repeticiones.

Entre cada medicion se lavd la mucosa con solucion salina cinco veces.

Fig. 11 Sistema para el estudio de mucoadhesion. 1 - Entrada de agua; 2 - sonda; 3 -mucosa; 4 -
muestra; 5 - fluido vaginal simulado; 6 - bafio de agua a 40°C £ 2°C (para mantener la muestra y el
FVS a 37°C £2°C); 7 - salida de agua.

Se pesaron 60 g de crema (48 horas después de su fabricacién) en un recipiente de
vidrio con una superficie cuadrada de 62 mm, posteriormente la muestra se colocé
en la parrilla de calentamiento hasta que alcanzé una temperatura de 37°C + 2°C,

después se puso en el bafio de agua del sistema para el estudio de mucoadhesion
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sujetandose al piso del recipiente del bafio con velcro (véase Fig. 11). La muestra se

rasé para mantener la superficie lo més lisa posible.

Después se coloco la sonda cilindrica de 25 mm con la mucosa en el TA, el exceso
de FVS se elimind cuidadosamente con papel absorbente, posteriormente se corrid

la prueba. (véase Fig.11).

A continuacion, la sonda bajé a una velocidad 2.5 mm/s hasta tocar la superficie de
la crema, posteriormente se dio el contacto intimo entre la mucosa y la muestra de
crema, se aseguré por medio de una fuerza constante de 0.2 N aplicada por la
sonda en la superficie de la muestra. Después de 150 s, la sonda subi6 a su
posicion inicial a una velocidad de 2.5 mm/s, los valores de Fuerza (F) fueron
medidos automaticamente por el software del TA-XT plus TEXTURE ANALYSER.
Este parametro se consider6 como indicador del potencial mucoadhesivo de las
muestras. Cada formulacién se midi6 3 veces, cambidndose la muestra a medir de la
misma formulaciéon por medicion ya que después de la prueba se quedan residuos
del FVS.
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7 RESULTADOS Y ANALISIS

7.1 ESTUDIO DE ESTABILIDAD
Datos obtenidos del estudio

Tabla 8. Resultados de las pruebas.

Orden Tipo Pemulen™ | Twen 60 | C.C | C.60°C | Cnt
corrida de (% wiw) (wiw) | %var | % var | % sf
punto M 1]
1 Factorial (-1,-1) 0.2 0 s.f s.f| 13.2
2 Factorial (-1,+1) 0.2 0.5 -2.8 -11.2 0
3 Factorial (+1,-1) 0.5 0 s.f s.f 6.5
4 Factorial (+1,+1) 0.5 0.5 -2.6 -11.6 0
5 Factorial (-1,+1) 0.2 0.5 -2.0 10.3 0
6 Factorial (-1,-1) 0.2 0 s.f s.f| 12.9
7 Factorial (+1,+1) 0.5 0.5 -3.4 -10.7 0
8 Central (0,0) 0.35 0.25 -04 -10.2 1
9 Central (0,0) 0.35 0.25 -6.2 -14.1 1.2
10 Factorial (+1,-1) 0.5 0 s.f s.f 6.7

C.C = Ciclos de Congelamiento. %var y = Porciento de variacién de la viscosidad. C.60°C= Camara
60°C. Cnt = Centrifuga. %sf = Porciento de separacion de fases. Las corridas azules presentaron

separacion de fases en todas las pruebas y las grises en la prueba de Cnt.

Como se observa en la Tabla. 8, los resultados de las pruebas C.C y C.60°C
mostraron la misma tendencia, en ambos casos las férmulas que no tenian Tween
60 (corridas 1 y 3 y sus respectivas repeticiones 6 y 10) presentaron separacion de
fases y debido a esto no se les midié la viscosidad. Por el contrario las férmulas que
tenian Tween 60 se consideraron estables porque presentaron un porcentaje de

variacion de la viscosidad menor a 20.

La prueba de Cnt a diferencia de las otras dos pruebas, resulté mas estresante para
la emulsién, las formulaciones correspondientes a los puntos centrales del disefio

(corridas 8 y 9) presentaron separacion de fases.
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En la prueba de Cnt se observd menor separacion de fases en las formulas 3 y 10
que tenian mayor concentracion de Polimero Pemulen™ TR-1 NF que en las

formulas 1y 6 que tenian menos polimero.

Ya que no se obtuvieron todas las viscosidades de las formulaciones en los estudios
C.C y C.60°C, no se consideraron estas pruebas para el analisis estadistico en el
Software Design-Expert®V8. Sélo se evaluaron los resultados de la prueba Cnt,
siendo el % sf la Unica respuesta a optimizar en la biusqueda de una formulacién
estable de CVC 2%.

Los resultados de la prueba de Cnt permitieron detectar diferencias entre las
formulaciones, que con las otras pruebas no se distinguieron. Ademas result6 ser la
prueba mas estresante para la CVC 2%. Por esto resulta 6éptimo utilizar sélo esta

variable independiente al elegir una féormula estable de CVC 2%.

Andlisis estadistico de los datos

Efectos

A partir del Disefio Factorial 22, se pretende encontrar los niveles de los factores a
los cuales se obtiene una férmula estable de CVC 2%. Para esto, primero se

evaluaron los efectos que producen los factores en la respuesta %osf.

En la Tabla 9 y Fig.12 se observan los valores de los efectos, que muestran como la
estabilidad de CVC 2% depende principalmente de la presencia de Tween 60, el
cual tiene el efecto negativo mas grande sobre la respuesta, es decir, este factor
contribuye un 74.83% en disminuir los valores de %sf en la formulacion. El Polimero
Pemulen™ TR-1 NF contribuye so6lo en un 8.06%, sin embargo, ambas
contribuciones son significativas de acuerdo a la grafica de normalidad de la Fig.12,

donde se observa que ambos factores estan fuera de la linea.
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Tabla 9.Efectos que producen los factores sobre la respuesta.

Factor Efecto | % Contribucién
A-Polimero
Pemulen™ TR-LNF | %2 8.06
B-Tween 60 -9.82 74.83
AB 3.22 8.06
95 —
] Op
90 —
80 — =P
% Probabilidad 7 5
Normal = aa
50 é A
E A
30
20 A
10 A
0 &)
[ [ [ [ [ [ [ [
0.00 1.40 2.81 4.21 5.61 7.02 8.42 9.82

Efecto (valor absoluto)

Fig. 12. Grafica Normal.B Efecto negativo B efecto positivo. & Error estimado. Los términos fuera
de la linea roja son estadisticamente significativos, los términos sobre la linea roja no son
significativos.
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En la Tabla 9 se observa que la interaccion AB tiene un efecto sobre la respuesta,
de la misma magnitud que A pero positivo. Para explicar mejor lo sucedido se
muestra la Fig.13. En esta se observa que el %sf disminuye al aumentar la
concentracion del Polimero Pemulen™TR-1 NF cuando no esta presente Tween 60,
no obstante no se logra tener un %sf de cero, es decir una emulsién estable. De
acuerdo a lo anterior no se cumple con la hipétesis que plantea que la estabilidad de
CVC 2% no depende de la concentracion de Pemulen™TR-1 NF y que solo con este
emulsionante se obtiene una formulacion estable. Se esperaba que la inclusion de
Tween 60 favoreciera la estabilidad de la emulsion, y se obtuvo que ésta depende
principalmente de la presencia de Tween 60. Cuando este emulsionante esta
presente en un 0.5% w/w se obtienen una CVC 2% estable independientemente de

la concentracion de Polimero Pemulen™TR-1 NF.

En la grafica de la Fig.13 también se observan los puntos del disefio, el punto central
presentd separacion de fases, esto implica que existe una concentracion optima de
Tween 60 a la cual se tiene una emulsién estable, para determinar este valor seria

necesario ampliar el disefio.

15 —| B: Tween 60

Centrifuga (Cnt)

0.20 0.27 0.35 0.43 0.50
A: Polimero Pemulen ™ TR - 1 NF

Fig.13 Interaccién AB. ® B 0.00 & B 0.50 # Puntos del disefio.
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Analisis de varianza (ANOVA)

El ANOVA se presenta en dos formas: con la informacion del punto central incluida
en el modelo (donde se evalla la curvatura) véase Tabla 10, y con el punto central
apartado del modelo véase Tabla 11.

Tabla 10. ANOVA para el modelo que ajusta la curvatura.

Término SC GL| C™M Valor F | Valor-p
Modelo 234.00 | 3| 78.22|3724.82 | <0.0001
A-Polimero Pemulen™ | 20.80| 1| 20.80| 990.54 | <0.0001
B-Tween 60 193.06 | 1| 193.06 | 9193.39 | <0.0001
AB 20.80 | 1| 20.80| 990.54 | <0.0001
Curvatura 23.26 1| 23.26 | 1107.44 | <0.0001

Residual 0.084 | 4| 0.021

Total 258.00 | 9

SC = Suma de cuadrados. GL = Grados de Libertad. CM = Cuadrados Medios.

Tabla 11. ANOVA para el modelo que no ajusta la curvatura.

Término SC GL CM Valor F | Valor-p
Modelo 234.66 3| 78.22 16.76 | 0.0048
A-Polimero Pemulen ™ | 20.80 1] 20.80 4.46 | 0.0885
B-Tween 60 193.06 1] 193.06 41.36 | 0.0014
AB 20.80 1] 20.80 4.46 | 0.0885
Residual 23.34 5 4.67
total 258.01 9

SC = Suma de cuadrados. GL = Grados de Libertad. CM = Cuadrados Medios.

Los datos de " Valor-p " menores de 0.0500 indican que los términos del modelo son

estadisticamente significativos.
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Modelo que ajusta la curvatura

De acuerdo a los datos de la Tabla 10. Los términos A, B y AB son significativos. Es
decir, producen un efecto estadisticamente importante en la respuesta %sf. La
curvatura también es significativa, esto implica que el disefio podria ser aumentado
para afadir corridas que permitan estimar los términos cuadraticos, con lo que se

puede moldear la curvatura.

Modelo que no ajusta la curvatura

Debido a que la curvatura es significativa, este modelo so6lo puede ser utilizado para
la prediccion de los puntos factoriales, pero no para cualquier otro punto. Como se
observa en la Fig. 14 el %sf predicho para el punto central con este modelo, no
corresponde con el valor obtenido experimentalmente. EI comportamiento no es

lineal.

15.00 —

10.00 —

5.00 —

Predichos

0.00 —
4@

-5.00 —

I I I I I I I I

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Actual

Fig.14. Prediccion del modelo que no ajusta la curvatura.  Puntos Centrales ® Puntos Factoriales.
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Utilizando el modelo que no ajusta para la curvatura, se optimizo la respuesta para
un minimo de %sf, y la solucion propuesta por el Software fue: con 0.5% w/w de
Pemulen™ TR-1 NF y 0.5% de Tween 60 con lo que se obtiene un %sf = 0.

Siendo esta combinacion el punto factorial +1,+1 del disefio, que experimentalmente
no presentd separacion de fases en la prueba de centrifuga y fue estable en las
pruebas de C.C. y C.60°C, se eligieron estas concentraciones de emulsionantes

para la férmula.

Se decidi6 utilizar la concentracion mas alta de Pemulen™ TR-1 NF para favorecer

la mucoadhesion.

Del disefio factorial estudiado se eligié el mejor tratamiento del area experimental, ya
que con este punto se cumple el objetivo de encontrar una férmula fisicamente
estable de CVC 2%. Debido a esto no se decidio seguir con la ampliacién del disefio

para encontrar la curvatura y optimizar las concentraciones.
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Verificacion de supuestos

Para confiar en los datos del ANOVA se deben verificar ciertos supuestos: que los
errores siguen una distribucion normal e independiente con media cero y varianza
constante. Las violaciones de los supuestos pueden investigarse mediante el

examen de los residuales (Gutiérrez Pulido, y otros, 2008).

Para el diagnéstico se incluyeron los datos centrales. El grafico de probabilidad
normal indica que los residuos siguen una distribucion normal. Las gréficas de los
residuos frente a los valores de respuesta previstos, tienen una dispersion aleatoria
por lo que se cumple con el supuesto de varianza constante. Las graficas de
residuos contra el orden de ejecucion experimental presentaron una dispersion
aleatoria, por lo que no hubo otras variables que influenciaran la respuesta (véase

anexos).
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7.2 ESTUDIO DE MUCOADHESION

En la Tabla 12 se muestran los resultados de Fuerza (F) y viscosidad (u) obtenidos

en el estudio. Los datos muestran que los valores de F y u se correlacionan, a mayor

F mayor p. Tendencia representada en la Fig.15.

Tablal2. Valores de Fuerza (F) obtenidos en la prueba de mucoadhesion y

Viscosidad (M) de las formulaciones.

Tipo Noveon AA-1 | Carbopol 974 = M
Corrida de (A) (B) N) %CV | (P) | %CV

punto (% wiw) (% wiw)
1 Central | 0.50 0.70 0.171 | 43 329.7 | 2.1
2 Axial 0.50 0.28 0.145 | 34 216.4 | 0.6
3 Axial 0.78 0.70 0.178 | 3.5 353.8 | 2.3
4 Axial 0.22 0.70 0.171 | 0.7 320.1 | 0.6
5 Factorial | 0.70 1.00 0.182 | 4.0 411.9 | 0.8
6 Factorial | 0.30 0.40 0.161 | 2.5 225.8 | 0.2
7 Central | 0.50 0.70 0.171 | 3.3 349.0 | 1.6
8 Axial 0.50 1.12 0.194 | 1.6 4413 | 2.2
9 Factorial | 0.30 1.00 0.184 | 3.2 404.3 | 0.8
10 Factorial | 0.70 0.40 0.159 | 4.9 279.4 | 0.2
11 Factorial | 0.70 1.00 0.177 | 2.3 435.5 | 0.7
12 Factorial | 0.30 0.40 0.159 | 3.3 224.8 | 0.3

F = Fuerza, N = Newton, %CV = porcentaje del coeficiente de variacién, u = Viscosidad P =Poise

450 —

400 —

350 — (]

Viscosidad
oo

300 —

250 —

200 —

0.14 0.15 0.16 0.17 0.18 0.19 0.2
Fuerza

Fig. 15 Viscosidad vs Fuerza
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A continuacion se expone el efecto que tiene la concentracion de los factores sobre

las respuestas, las graficas 1 de la Fig. 16 muestran que a mayor concentracion de

polimero Carbopol® 974P mayor u y F. Respecto a las gréaficas 3 y 4 no se observa

una relacion entre la concentracion de Noveon® AA-1 conlap o F.

Grafica 1
Viscosidad (P)
450 —
[}
=
400 — =
350 — H
[}
[}
300 —
[}
250 —
5]
u
200 —
0.28 0.49 0.70 0.91 112
Carbopol 974 P (%)
Grafica 3
Viscosidad (P)

450 —

400 —

350 —

300 —
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200 —

0.22
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0.50

Noveon AA-1(%)

0.64
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Fuerza (N)

0.2 —f

0.19 —

0.18 —

0.17 —

0.16 —

0.15 —

0.14 —

om

2O

Grafica 2
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0.36

I
0.50

Noveon AA-1(%)
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0.16 —|

0.15 —

0.14 —

3o

0O om
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0.49

0.70

Carbopol 974 P (%)

Fig.16. Relacion F y py con la concentracion
de Polimero Carbopol® 974 y Noveon® AA-1.

0.91

112
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Anélisis estadistico de Fuerza

Por medio de un analisis de regresion lineal multiple se determind que los datos de F
se ajustan a un modelo tipo lineal con un valor de R?; = 0.8931. Modelos con valores
de Rza,- mayores a 0.7 presentan buena calidad de prediccion para fines de

optimizacidn (Gutiérrez Pulido, y otros, 2008).

Los resultados del andlisis de varianza del modelo (véase Tabla 13) muestran que el
modelo es significativo, asi como la falta de ajuste, y que sélo la concentracion de

polimero Carbopol® 974P tiene influencia sobre el valor de fuerza (a 0.05).

Termino SC GL CcMm Valor F | Valor-p

Modelo lineal 1.809E-003 | 5 | 3.618E-004 | 13.65 | <0.0032

A-Noveon ®AA-1 | 7.934E-007 | 1 | 7.934E-007 | 0.030 | <0.8683

B-Carbopol® 974 | 1.720E-003 | 1 | 1.720E-003 | 64.93 | <0.0002

AB 6.429E-006 | 1 | 6.429E-006 0.24 | <0.6398

A? 8.595E-006 | 1 | 8.595E-006 0.32 | <0.5897

B’ 6.095E-006 | 1 | 6.095E-006 0.23 | <0.6485
Residual 1.590E-004 | 6 | 2.650E-005

Bondad de Ajuste | 1.445E-004 | 3 | 4.816E-005 9.96 | <0.0455
Error Puro 1.450E-005 | 3 | 4.833E-006

Total 1.968E-003 | 11

Tabla 13. Anova modelo completo. SC =Suma de cuadrados. GL = Grados de Libertad. CM =
Cuadrados Medios. Los datos en azul son estadisticamente significativos (Valor-p menores de
0.0500).

Para mejorar el modelo los términos que no fueron significativos se incluyeron en el
error residual, para obtener un modelo reducido, el ANOVA de este modelo se
muestra en la Tabla 14. Donde se observa que el nivel de significancia del modelo
se mejora y es adecuado debido a que el término de bondad de ajuste ya no es

significativo.
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Termino SC GL cM Valor F | Valor-p

Modelo lineal 1.777E-003 | 1 | 1.777E-004 | 92.93 | <0.0001
B-Carbopol 974 | 1.777E-003 | 1 | 1.777E-003 | 92.93 | <0.0001
Residual 1.912E-004 | 10 | 1.912E-005
Bondad de Ajuste | 1.767E-004 | 7 | 2.524E-005 | 5.22 <0.1011
Error Puro 1.450E-005 | 3 | 4.833E-006
Total 1.968E-003 | 11
Tabla 14.ANOVA modelo reducido. SC =Suma de cuadrados. GL = Grados de Libertad. CM =

Cuadrados Medios

Se cumple la hipotesis que plantea que el Carbopol® 974P tiene mayor efecto en
mucoadhesion que Noveon® AA-1, coincidiendo esto con lo obtenido por otros
investigadores (Tamburic, y otros, 1995) (Chopra, y otros, 2007). Sin embargo, no se
esperaba que Noveon® AA-1 tuviera un efecto no significativo en la mucoadhesion
de CVC 2%.

Como se plante6 en la hipotesis la mucoadhesion se correlaciona directamente con
la concentracion de Carbopol® 974P, sin embargo, a las concentraciones evaluadas
no se observd el cambio de esta tendencia como se habia previsto, que a
concentraciones altas de polimero la mucoadhesion disminuyera debido a una

posible saturacion del sistema que impidiera la interaccién polimero-mucosa.

La representacion matematica del modelo lineal reducido de fuerza en variables

codificadas corresponde a la siguiente ecuacion:

Fuerza=+0.17 + 0.013 *B

Tabla 15. Coeficientes del modelo.

Factor Coeficiente | G.L Error 95% IC | 95% IC
estimado Estandar bajo Alto
Intercepcion 0.17 1 1.262E-003 | 0.17 0.17
B-Carbopol 974 | 0.013 1 1.383E-003 | 0.010 0.016

G.L = grados de libertad, IC = intervalo de confianza

Ecuacion con valores reales: Fuerza = + 0.13990 + 0.044432* [Carbopol 974P]
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En la fig. 17 se muestra la representacion grafica tridimensional, debido a que los
datos se ajustan a un modelo de primer orden se tiene una superficie de respuesta
plana. Donde se observa que a mayor concentracién de polimero Carbopol® 974P
existe un valor mayor de fuerza (indicativo de mucoadhesion) a cualquier

concentracion de Noveon® AA-1.

Fuerza

0.70

0.80 0.60

0.70

B: Carbopol 974P

% 0.40 0.30

0.50

A Noveo(;l AA-1

Fig. 17. Superficie tridimensional del modelo de Fuerza. Los puntos rojos representan los valores
experimentales de fuerza que se encuentran por arriba de la superficie de respuesta y el punto rosa el
valor por debajo. La superficie presenta un color degradado de acuerdo a sus valores de fuerza.

IIJ 194
0.144
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El mecanismo de mucoadhesion por el cual actian los polimeros de acido acrilico
Carbopol® 974P y Noveon® AA-1 se describi6 en el marco teorico. La
interpenetracion de los polimeros en la mucosa se favorece por la flexibilidad de las
cadenas y su hinchamiento proporciona una gran superficie adhesiva que favorece
el contacto con la mucina. Debido a que CVC 2% tiene un pH alcalino, las moléculas
de mucina se cargan negativamente y se repelen con los iones carboxilato de los
polimeros. Sin embargo, estos iones interactan con el calcio, magnesio y otros

iones polivalentes de las proteinas y polisacaridos del fluido vaginal.

De acuerdo a los mecanismos y caracteristicas quimicas/estructurales de los
polimeros, que intervienen en la mucoadhesién, se infiere que las diferencias entre
Polimero Carbopol® 974P y Noveon® AA-1 que se muestran a continuacion, (véase
Fig. 18 y Tabla 16) determinaron que para CVC 2% so6lo Carbopol® 974P

favoreciera la mucoadhesion.

Fig. 18 Entrecruzamiento de los polimeros de &cido acrilico

Noveon® AA-1 Carbopol® 974P

Polimero ligeramente entrecruzado. Polimero altamente entrecruzado

Referencia: (Lubrizol, 2013).
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Tabla 16. Diferencias y caracteristicas propias de cada polimero involucradas en

mucoadhesion.

Polimero Carbopol® 974P

Policarbéfilo Noveon® AA-1

-Tiene mayor peso molecular, lo que favorece los
enredos con la mucina.

-Presenta mayores sitios de interaccién

-Polimero entrecruzado con alil éter de

pentaeritritol

HO
HO

L

Alil éter de pentaeritritol

CH

-Presenta menor entrecruzamiento, por lo tanto

es mas flexible.

-Tiene menor peso molecular, lo que favorece la

interpenetracién en la mucosa.

-Presenta mayor hinchamiento exponiéndose al
maximo los sitios mucoadhesivos. (sin embargo
un exceso de hinchamiento produce un mucilago

resbaladizo facil de desprender de la mucosa)

-Polimero entrecruzado con divinil glicol

OH

H C’/"\I)\,}CFi2
2

OH

Divinil Glicol

No se cumple con la hipétesis que plantea una posible interacciébn entre los

polimeros, se creia que los mecanismos de ambos producirian un efecto sinérgico

en la mucoadhesién, sin embargo, para CVC 2% la mucoadhesion solo depende de

la concentracion de Carbopol® 974P.
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Anélisis estadistico de la viscosidad (u)

Por medio de un andlisis de regresion lineal multiple se determiné que los datos de

viscosidad ajustan a un modelo lineal con un valor de R%, = 0.9808.

El andlisis de varianza del modelo (véase tabla 17) muestra que el modelo es
significativo, y que Noveon® AA-1 y Carbopol® 974P tienen un efecto significativo
sobre la viscosidad (a 0.05). Sin embargo, los valores de SC muestran que B tiene

mayor influencia sobre la respuesta aproximadamente 2.6 veces mas.

Tabla 17 ANOVA modelo completo

Termino SC GL | CM Valor F | Valor-p
Modelo 73503.81 5 | 14700.76 | 154.09 | <0.0001
A-Noveon AA-1 | 2394.26 1| 2394.26 25.10 | <0.0024
B-Carbopol 974 | 62701.58 1| 62701.58 | 657.21 | <0.0001
AB 417.62 1 417.62 4.38 | <0.0813
A’ 587 | 1 5.87 | 0.062 | <0.8124
B’ 12480 | 1| 124.80 1.31 | <0.2963

SC =Suma de cuadrados. GL = Grados de Libertad. CM = Cuadrados Medios. Los datos en azul son
estadisticamente significativos (Valor-p menores de 0.0500).

Se mejora el modelo incluyendo los términos no significativos en el error residual,
para obtener un modelo reducido, el ANOVA de este modelo se muestra en la Tabla
18, donde se observa que el nivel de significancia del modelo se mejora y resulta ser

adecuado debido a que el término de bondad de ajuste no es significativo.

Tabla 18. ANOVA modelo reducido.

Termino SC GL | CM Valor F | Valor-p
Modelo 72913.38 2 | 36456.69 | 282.16 | <0.0001
A-Noveon AA-1 | 2394.26 1| 2394.26 18.53 | <0.0020
B-Carbopol 974 | 62701.58 1] 62701.58 | 485.28 | <0.0001
Residual 1162.87 9 129.21

Ajuste 697.64 6 116.27 0.75 | <0.6515

SC =Suma de cuadrados. GL = Grados de Libertad. CM = Cuadrados Medios. Los datos en azul son
estadisticamente significativos (Valor-p menores de 0.0500).
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La representacion matematica del modelo lineal reducido para viscosidad en

variables codificadas, corresponde a la siguiente ecuacion:

Viscosidad = +332.67 + 15.79* A + 80.82 * B

Tabla 19. Coeficientes del modelo.

Factor Coeficiente | G.L | Error 95% IC | 95% IC
estimado Estandar | bajo alto
Intercepcion 332.67 1 3.28 | 325.24 | 340.09
A-Noveon AA-1 15.79 1 3.67 7.49 24.09
B-Carbopol 974 80.82 1 3.67 72.52 89.12

G.L = grados de libertad, Cl = intervalo de confianza.

Ecuacion valores reales:

Viscosidad = + 104.61211 + 78.96233 *Noveon AA-1 + 269.39057*[Carbopol 974P]
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En la fig.19 se muestra la representacion grafica tridimensional, debido a que los
datos ajustan a un modelo de primer orden se tiene una superficie de respuesta
plana, donde se observa que a mayor concentracion de polimero Carbopol® 974P
se obtienen valores mayores de viscosidad, lo mismo sucede con Noveon® AA-1, a
mayor concentracion mayor viscosidad, sin embargo, la pendiente de B estd mas

inclinada debido a que este factor tiene mayor efecto sobre la respuesta.

Viscosidad

0.70

0.50

B: Carbopol 974P A: Noveon AA-1

o 040 0.30 o
% %

Fig. 19. Superficie tridimensional del modelo de viscosidad. Los puntos rojos representan los valores
experimentales de viscosidad que se encuentran por arriba de la superficie de respuesta y el punto
rosa el valor por debajo. La superficie presenta un color degradado de acuerdo a sus valores de
viscosidad.
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Se esperaban los resultados obtenidos, ya que es bien conocido que el Carbopol®
974P al estar altamente entrecruzado proporciona mayor viscosidad que Noveon

AA-1 polimero ligeramente entrecruzado.

Verificacion de supuestos

Para confiar en los datos del andlisis de varianza de los modelos de F y p se
verificaron los supuestos de que los errores siguen una distribucion normal e

independiente con media cero y varianza constante.

Para ambas respuestas el grafico de probabilidad normal indica que los residuos
siguen una distribucién normal. Las graficas de los residuos frente a los valores de
respuesta previstos, tienen una dispersion aleatoria por lo que se cumple con el
supuesto de varianza constante. Las gréficas de residuos contra el orden de
ejecucion experimental presentaron una dispersion aleatoria, por lo que no hubo

otras variables que influenciaran la respuesta (véase anexos).
Optimizacion

Para realizar la optimizacién de las concentraciones de A y B se consideraron los

siguientes criterios.

Tabla 20 Criterios de optimizacion.

Nombre Objetivo Limite bajo | Limite alto
A-Noveon®AA-1 | Minimo 0.3 0.7
B-Carbopol®974 | Enelrango | 0.4 1.0
Fuerza Méximo 0.145 0.194
Viscosidad En el rango | 216.4 400

Debido a que Noveon® AA-1 no favorece la mucoadhesion de CVC 2% el objetivo
fue minimizar su concentracién. El valor de fuerza fue maximizado para obtener la
formulacién de CVC 2% con mayor potencial mucoadhesivo. El Carbopol® 974P y la

viscosidad se dejaron en el intervalo.
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A continuacion se muestra la formulacion propuesta:
Policarbofilo Noveon® AA-1 0.3% wiw
Polimero Carbopol® 974P 1% w/w
Para obtener los siguientes valores
Fuerza 0.184 N
Viscosidad 397.7 P
Deseabilidad 0.896

Estos valores se proponen como las concentraciones Optimas para CVC 2%,

faltando realizar las corridas confirmatorias del modelo.

Tabla 21. Prediccion de las respuestas

Respuesta Prediccion | 95% | 95% | 95% | 95% | 95% | 95%
Cl Cl PI PI TI TI
bajo | alto bajo | alto bajo | alto

Fuerza (N) 0.184 0.180 | 0.188 | 0.174 | 0.195 | 0.163 | 0.206

Viscosidad (P) | 397.7 382.8 | 412.5 | 368.0 | 427.4 | 337.5 | 457.9

No se obtuvo un valor de F mayor al de Canesten® V F = 0.1915, 0 = 0.007104

Canesten® V es el medicamento innovador, tiene como excipientes: alcohol
bencilico palmitato de cetilo, alcohol cetoestearilico, polisorbato 60, monoestearato
de sorbitan, 2-octildodecanol y agua. Su formulacion no presenta polimeros
mucoadhesivos. Sin embargo, en el estudio de mucoadhesion realizado, la
interaccion que esta formula presenta con la mucosa no es superada por CVC 2%,
que tiene polimeros de acido acrilico Carbopol® 974P y Noveon® AA-1 como
agentes de mucoadhesion. Por lo que, no se cumple con la hipétesis que plantea
gue los polimeros evaluados permitirian obtener una férmula con un valor de fuerza

mayor al de Canesten V en el estudio de mucoadhesion.
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8 CONCLUSIONES.

Con el polimero Pemulen™ TR-1 NF como Unico emulsionante, no se obtiene una
formulacion de CVC2% estable, sin separacion de fases en la prueba de centrifuga.
Al aumentar la concentracibn de Pemulen™ TR-1NF, la separacién de fases,
disminuye, sin embargo no se evita ni con la maxima concentracion del emulsionante

recomendada por los fabricantes (0.5%)(Lubrizol, 2013).

Se obtiene una formulacién de CVC 2% estable, con Tween 60 al 0.5% w/w

independientemente de la concentracion de Polimero Pemulen®TR-1 NF.

Con el estudio de estabilidad realizado, se cumple con el objetivo de obtener una
férmula fisicamente estable de CVC2%, que contiene Pemulen™TR-1NF (0.5% w/w)
y Tween 60 (0.5% w/w).

Del estudio de mucoadhesion se obtuvo, que a mayor concentracion de polimero
Carbopol® 974P mayor valor de fuerza a cualquier concentracion de Noveon ® AA-
1. Se desarroll6 una formula de Clotrimazol 2% Crema Vaginal, con las
concentraciones 6ptimas de Carbopol® 974P (1% w/w) y Noveon ® AA-1 (0.3% w/w)
a las cuales se obtiene un valor méximo de fuerza en el estudio de mucoadhesion

realizado y con un valor de viscosidad predicho.

No se logré obtener una formula con un valor de fuerza mayor al de Canesten V.
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9 ANEXOS

9.1 VERIFICACION DE SUPUESTOS ESTUDIO DE ESTABILIDAD

Grafico de probabilidad normal.
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9.2 VERIFICACION DE SUPUESTOS ESTUDIO DE MUCOADHESION

Gréafica Normal de Residuales.
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9.3 VERIFICACION DE SUPUESTOS ESTUDIO DE VISCOSIDAD

Grafica Normal de Residuales.
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