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. Introduccidn

El desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de farmacos ha tenido un enorme
impacto en la capacidad para tratar numerosas enfermedades. Para alcanzar
efectos farmacoldgicos con menores efectos secundarios, los farmacos deben ser
entregados a los sitios de destino sin distribucion significativa a otras zonas.

Uno de estos sistemas son las microemulsiones. Las microemulsiones son
definidas como un sistema de agua, aceite y por lo menos un tensoactivo que se
presentan como una solucion liquida transparente, épticamente isotropica, de baja
viscosidad y termodinamicamente estable, que tiene un tamafio de glébulo de 10
a 100 nm.

Los sistemas microemulsionados han surgido como nuevos vehiculos para la
administracion de farmacos que permiten liberacion sostenida o controlada y
pueden ser administrados por vias tales como: via transdérmica, t6pica, oral,
nasal, intravenosa, ocular, vaginal y otras vias de administracion de
medicamentos. Las formulaciones basadas en microemulsiones ofrecen una
rapida dispersion y una mejora en los perfiles de absorcion del farmaco que
pueden ser explotados para el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion.

Debido a que las infecciones vaginales representan un alto indice de consultas
ginecoldgicas en la mayoria de las instituciones de salud y centros médicos,
sintomas como la picazoén, el ardor y la secrecién de la vagina son algunos de los
motivos de consultas ginecoldégicas mas comunes en la mayoria de las
instituciones que prestan servicios de salud.

Estas afecciones pueden ser causadas por distintos microorganismos las cuales
pueden o no ser transmitidas sexualmente. Debido a esto se debe prestar
atencion especial a dicha problemética ya que afecta a todas las mujeres de todas
las edades, independientemente de los &mbitos econdmicos y socioculturales.

En este proyecto experimental se propone el desarrollo de un sistema
farmacéutico a base de microemulsion que contenga un agente antimicotico eficaz
en el tratamiento de infecciones vaginales causadas por hongos.



lI. Hipotesis

Si las microemulsiones aumentan la solubilidad de los farmacos poco solubles en
agua, entonces se podra preparar una microemulsion con clotrimazol que pueda
ser utilizada y hacer méas eficiente el tratamiento de infecciones vaginales
micaoticas.

lll.  Objetivos

1. Objetivo general.

e Preparar una microemulsion constituida por clotrimazol, palmitato de
isopropilo, Tween® 80-etanol (1:1) y agua para obtener una forma
farmacéutica que pueda ser usada en el tratamiento de infecciones
vaginales.

2. Objetivos particulares.

e Caracterizar las microemulsiones obtenidas evaluando, tamafio de globulo
y estabilidad fisica para corroborar la formacién de la microemulsién a
través de difraccion de rayo laser.

e Realizar estudios de liberacion in vitro de una solucion de clotrimazol y una
microemulsion con clotrimazol empleando bolsas de didlisis para determinar
el mecanismo de liberacion del farmaco en una microemulsion.

¢ Realizar estudios de permeacion ex vivo de una solucién de clotrimazol y
una microemulsion con clotrimazol empleando tejido vaginal de cerda para
evaluar si el farmaco atraviesa o no el tejido vaginal.

e Desarrollar 2 métodos analiticos espectrofotométricos para cuantificar el
clotrimazol en fluido vaginal simulado con Gelucire® 44/14 al 3%.



IV. Marco teoérico

1. Aparato reproductor femenino.

El aparato genital femenino esta conformado por 6rganos internos y externos. Los
organos internos comprenden a los ovarios, trompas uterinas, utero, vagina y los

genitales externos, llamados en conjunto vulva.

El aparato genital femenino se compone de dos glandulas mixtas, los ovarios que
generan los évulos, las trompas que se encargan de dirigir los 6vulos del ovario al
Gtero, la vagina la cual es un conducto musculoso membranoso con una longitud
aproximada de 8 a 12 cm, la vulva y la glandulas mamarias que estan ligadas a
este aparato y al sistema tegumentario (Tortora & Derrickson, 2007). El aparato
genital femenino consta de dérganos externos e internos, que a continuacién se

enlistan:
e Organos externos.

Los o6rganos externos o vulva estan compuestos por: clitoris, uretra, labios

menores y el monte de venus, mostrados en la figura 1.
i.  Monte de venus o monte del pubis.

El monte del pubis es un sector de tejido graso redondeado que se encuentra por
delante de la sinfisis del pubis. Esta formada por tejido adiposo recubierto de piel

con vello pubiano.
ii. Labios mayores.

Los labios mayores son dos grandes pliegues de piel que contienen en su interior
tejido adiposo subcutaneo y que se dirigen hacia abajo y hacia atras desde el

monte del pubis.



Después de la pubertad, sus superficies externas quedan revestidas de piel
pigmentada recubiertas por vello contiene glandulas sebaceas y sudoriparas. El
orificio entre los labios mayores se llama hendidura vulvar (Agur & Grant, 2007).

iii. Labios menores.

Los labios menores son dos delicados pliegues de piel que no contienen tejido
adiposo subcutaneo ni estan cubiertos por vello pero que poseen glandulas
sebaceas y sudoriparas. Los labios menores se encuentran entre los labios
mayores y rodean el vestibulo de la vagina. En mujeres jovenes sin hijos,
habitualmente los labios menores estan cubiertos por los labios mayores. En
mujeres que han tenido hijos, los labios menores pueden protruir a través de los

labios mayores (Fox, 2008).
iv.  Clitoris.

El clitoris es un pequefio 6rgano cilindrico compuesto por tejido eréctil que se
agranda al rellenarse con sangre durante la excitacion sexual. Tiene entre 2 a 3
cm de longitud y esté localizado entre los extremos anteriores de los labios
menores (Agur & Grant, 2007).

e Organos internos.

Los 6rganos internos que integran el aparato reproductor femenino son el ovario,

trompa uterina, Gtero y vagina, como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Esquema del aparato reproductivo femenino. Tomado de (Tortora &
Derrickson, 2007).

i. Ovarios.

Los ovarios son 2 cuerpos ovalados en forma de almendra, de aproximadamente 3
cm, longitud, 1 cm, de ancho y 1 cm de espesor. Se localiza uno a cada lado del
Gtero y se mantienen en posicion por varios ligamentos. En los ovarios se
encuentran los foliculos ovaricos que contienen los ovocitos en sus distintas fases
de desarrollo y las células que nutren a los mismos ovocitos secundarios ademas
de producir hormonas incluyendo progesterona y estrogenos (Tortora &
Derrickson, 2007).

ii.  Trompas de Falopio.



Las trompas de Falopio son 2 conductos de 10 - 12 cm. de longitud y 1 cm. de
diametro que se unen a los cuernos del Utero por cada lado. Estan disefiadas para
recibir los ovocitos que salen de los ovarios y en su interior se produce la
fecundacion, el encuentro de los espermatozoides con el 6évulo (Agur & Grant,
2007).

ii. Utero.

El Utero o matriz es el sitio de implantacion del évulo fecundado, de desarrollo
para el feto durante el embarazo y el parto. Durante los ciclos reproductores en los

que la implantacién no se produce, el Utero es el sitio de origen del flujo menstrual.

La porcion superior redondeada del cuerpo se llama fondo del utero y a los
extremos del mismo o cuernos del Utero se unen las trompas de Falopio, cuyas
cavidades quedan asi comunicadas con el interior del utero. Las células
secretoras de la mucosa del cuello uterino producen una secrecién llamada moco
cervical, mezcla de agua, glucoproteinas, lipidos, enzimas y sales inorgénicas. En
los afios reproductores, las mujeres secretan de 20 a 60 ml de este liquido cada
dia (Fox, 2008).

iv.  Vagina.

Este 6érgano se mencionara con mas detalle ya que es el sitio al que va dirigido el

sistema de liberacion disefado.

2. Vagina.

e Anatomia.

La vagina es un conducto fiboromuscular tubular de 10 cm de largo recubierto por
una membrana mucosa que se extiende desde el exterior del cuerpo al cuello
uterino. Es el lugar de la salida para el flujo menstrual y el canal de parto. Situada
entre la vejiga urinaria y el recto, la vagina se orienta en direcciébn superior y

posterior, en donde se une con el Utero (Tortora & Derrickson, 2007).



Histologicamente la vagina esta compuesta por cuatro capas distintas: epitelio

escamoso estratificado, lamina propia, capa muscular y adventicia.

Epitelio escamoso
estratificado

Lamina Propia

Capa muscular

Adventicia

Figura 2. Dibujo esquematico de la mucosa vaginal. Modificado de (das-Neves &
Bahia, 2006).

La mucosa de la vagina es la capa superficial, esta en continuidad con la del utero.
Desde el punto de vista histolégico, estd formada por un epitelio pavimentoso
(plano) estratificado no queratinizado y tejido conectivo que se dispone formando
pliegues transversales. La mucosa vaginal contiene grandes reservas de
glucogeno, que produce &cidos organicos al descomponerse; el ambiente acido
resultante retarda el crecimiento microbiano (Tortora & Derrickson, 2007)

Aunque se considera un tejido mucoso, la vagina normal no tiene glandulas, la
secrecion vaginal es una mezcla de fluidos a partir de un nimero de fuentes
diversas. Este revestimiento de moco tiene varias funciones fisiologicas
importantes que juegan un papel significativo en la absorcion o accion del farmaco
(das-Neves & Bahia, 2006).

La lamina propia, o tdnica, hecha de colageno y elastina, contiene un rico

suministro vascular y canales linfaticos.



La capa muscular es la tercera, esta formada por una capa circular externa y una

capa longitudinal interna de muasculo lisa que puede elongarse considerablemente.

La capa final o adventicia, se compone de tejido conectivo areolar y un gran plexo
de vasos sanguineos, esta formada por tejido conectivo laxo. Esta fija la vagina a
los 6rganos adyacentes como la uretra y la vejiga urinaria hacia adelante y al recto

hacia atras.
e Fisiologia

El pH del tracto genital femenino sano es acido (pH=3.5-4.5) el cual sirve para
protegerla de infecciones. Este ambiente 4cido se mantiene por la produccion de
acido lactico, que se crea gracias a las bacterias lacticas denominadas
Lactobacillus ssp. Los lactobacilos son benéficos para la salud vaginal ya que ellos

compiten con microbios exdgenos por los nutrientes (Alexander, et al., 2004).

Estas bacterias (lactobacilos) producen acido lactico a partir del glucégeno de las
células mucosas exfoliadas de la vagina y perdxido de hidrégeno, que es toxico
para otros microorganismos que carecen de enzimas catalasas (Dobaria, et al.,
2007).

Si la flora vaginal fisiol6gica se destruye, el entorno de la vagina se alcaliniza. Esto
puede producir un desequilibrio bacteriano y provocar infecciones que, de manera

normal, no aparecen en la flora vaginal.

Los tampones o cualquier otro material absorbente se convierten en un medio
para la colonizacién y crecimiento de microorganismos. La sangre absorbida por el
tampon alcaliniza el pH del medio vaginal, en el cual los lactobacilos no pueden
sobrevivir (Valenta, 2005).

Los cambios en los niveles hormonales (especialmente estrogeno) durante el ciclo
menstrual conducen a alteraciones en el espesor de la mucosa, en elancho de los

canales intercelulares, el pH y las secreciones.



También hay variaciones en la actividad enzimatica (endopeptidasas vy
aminopeptidasas) con los cambios hormonales todos estos cambios hacen dificil
lograr la lograr la liberaciébn consistente del farmaco, por lo que es necesario

desarrollar nuevos sistemas de liberacion (Fox, 2008; Ciudad-Reynaud, 2007).

3. Infecciones Vaginales.

Las infecciones vaginales, tanto en México, como en el mundo, representan un
alto indice de consultas ginecolégicas en la mayoria de las instituciones que
prestan servicios de salud. Las infecciones vaginales pueden ser provocadas por
diversas entidades infecciosas, tanto bacterias aerobias como anaerobias,
hongos, virus y parasitos, estos pueden ser trasmitidos sexualmente o no (Perea,
2010).

Sintomas como la picazén, el ardor y la secrecion de la vagina son algunos de los
motivos de consulta mas comunes entre las mujeres. Muchas veces, el problema
es una vaginitis o inflamacion de la vagina. Entre las mujeres en edad fértil, la
causa mas comun es una infeccion bacteriana. El sintoma principal es una
secrecion vaginal fétida, pero algunas mujeres no tienen sintomas (Martin-Aragon
& Benedi, 2009; Perea, 2010).

e Vaginitis.

La vaginitis bacteriana, la tricomoniasis y la candidiasis son posiblemente los
padecimientos ginecol6gicos mas frecuentes, estas afecciones pueden ser

provocadas de manera exdgena o enddgena.
e Vaginitis bacteriana.

La vaginitis bacteriana se caracteriza por la sustitucién de los lactobacilos por
Gardnerella vaginalis, asociacion que se debe con frecuencia a anaerobios, como

Bacteroides spp y Mobiluncus spp. Este padecimiento se manifiesta por flujo,



comezon, mal olor (aminas) y pH elevado. La frecuencia de vaginitis bacteriana en

la poblacion mundial varia entre 16 y 26% (Flores-Paz., et al., 2003).

La causa de esta disbacteriosis es desconocida, y se asocia con la existencia de
multiples parejas sexuales, duchas vaginales y pérdida de Lactobacillus ssp, lo

gue provoca una elevacion del pH vaginal (Perea, 2010).
e Vaginitis candidiésica.

La vaginitis por Candida spp, caracterizada por ardor, comezon, flujo, inflamacion
de la vagina, es frecuente en la mujer. El principal agente etiolégico de la
candidiasis vaginal y de otras infecciones ginecoldgicas como la peritonitis pélvica
es C. albicans (Flores-Paz., et al., 2003). Aproximadamente el 75% de las mujeres
experimentan por lo menos un episodio de candidiasis vulvovaginal durante su
vida y aproximadamente 40% a 50% de ellos sufren de multiples episodios
(Bachhav & Patravale, 2009).

En la vaginitis candidiasica el pH vaginal se mantiene a 4.5 o inferior y no siempre
tiene la candidiasis el caracter de ETS, pudiendo ser una infeccion endégena, las
infecciones por hongos pueden ocurrir la semana previa a la menstruacion, debido

a las fluctuaciones de los niveles estrogénicos (Ciudad-Reynaud, 2007).
e Trichomoniasis.

Otro agente etioldgico causante de vaginitis es el parasito Trichomona vaginalis,
que causa lesiones muy severas en el cérvix como friabilidad, zonas hemorragicas

y secrecion vaginal abundante.

Su frecuencia es muy variada; dependiendo de la poblacion estudiada. Produce
leucorrea profusa, espumosa, amarillo-verdosa y maloliente, con abundantes
polimorfonucleares, pH alcalino, y prurito vaginal. En la exploracion, la vagina esta
inflamada y el cérvix enrojecido y edematoso con aspecto de frambuesa (Perea,
2010). La infeccién por T. vaginalis constituye una de las ETS mas frecuentes en

el mundo.
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e Vaginitis por clamidia

La infeccibn por Chlamydia trachomatis es una enfermedad muy comun
transmitida sexualmente. A la clamidia se le conoce como la enfermedad
silenciosa, porque entre el 70-80% de las mujeres infectadas y cerca del 50% de
los hombres infectados no presentan sintomas. Si hay sintomas, éstos aparecen
generalmente entre 1 y 3 semanas después del contagio. Esta es la forma de
vaginitis mas diagnosticada en el mundo (Flores-Paz., et al., 2003).

4. Sistemas farmaceéuticos de aplicacion vaginal.

La vagina se ha utilizado como una via de administracion de farmacos durante
mucho tiempo, tradicionalmente con el fin de obtener un efecto farmacologico
local. Varios tipos de farmacos se han administrado a través de la mucosa vaginal,
tales como antimicrobianos, inductores de parto, espermicidas y hormonas

sexuales (Alexander, et al., 2004).

La ruta vaginal ha sido considerada de gran interés para la administracion de
farmacos, ya que permite tanto la administracion local como sistémica,
permitiendo la absorcibn de péptidos y otras macromoléculas, e incluso
nanoparticulas. La ruta vaginal ofrece diferentes ventajas sobre la oral, pero no se

priva de inconvenientes.

Preparaciones ginecolégicas modernas con frecuencia incorporan moléculas
poliméricas con el fin de mejorar la eficiencia y prolongar la adsorcién y retencion

por las células de la mucosa vaginal (Braga., et al., 2009).

La administracion local (vaginal) no solo da tratamiento especifico, sino también
evita los efectos secundarios téxicos de los farmacos que pueden encontrarse

cuando se administran por via oral (Bachhav & Patravale, 2009).
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Los sistemas ideales de administracion de farmacos vaginales deben ser faciles
de usar, discretos, sin dolor para el paciente, rentable, ampliamente disponible y
seguros para la administracion continda. También debe permitir la
autoadministracion, con una minima interferencia con el funcionamiento del cuerpo

y de la vida diaria.

Hasta la década de 1920 se consideraba que la vagina era un 6rgano incapaz de
absorber farmacos de forma sisteméatica. Aunque la mayoria de estos
medicamentos que se administran vaginalmente estan indicados para el
tratamiento de las condiciones locales, un numero significativo de ellos puede
alcanzar niveles séricos suficientes para tener efectos sistémicos (das-Neves &
Bahia, 2006).

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (11°ed, 2014) muestra algunas
de las formas farmacéuticas que pueden ser usadas vaginalmente, entre las que

se encuentran las siguientes:

a) Cremas: son formas farmacéuticas constituidas por dos fases, una lipofilica
y otra acuosa, pueden ser una preparaciones liquidas o semisolidas que
contienen el o los principios activos y aditivos, generalmente o/w, con un
contenido de agua superior al 20%.

b) Geles: son sistemas semisélidos que comprenden pequefias cantidades de
sélido, dispersos en cantidades relativamente grandes de liquido. Estos
sistemas forman una matriz tridimensional, polimérica con un alto grado de
reticulacion fisica que contiene el o los principios activos y aditivos solidos
dispersos en la matriz.

c) Unguento o pomada: preparacién de consistencia blanda que contiene el o
los principios activos y aditivos incorporados a una base apropiada que le
da consistencia. Se adhiere y aplica en la piel y mucosas. Esta base puede
ser liposoluble o hidrosoluble, generalmente es anhidra o con un contenido
de agua menor al 20%. También se denomina ungtento hidrofilico cuando

contiene una base lavable o removible con agua.
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d) Jaleas: coloide semisdlido que contiene el o los principios activos y aditivos,
cuya base es hidrosoluble y por lo general esta constituido por gomas.

e) Cépsulas blandas: son formulaciones en las que el farmaco esta incluido en
un contenedor o cubierta soluble de gelatina. Los contenidos pueden ser
sélidos, liquidos o de consistencia pastosa.

f) Ovulos: preparaciones que contienen uno o mas farmacos disueltos o
dispersos en una masa, la cual puede ser soluble o dispersable en agua; de
forma conica, cilindrica o de bala, al ser introducido en la vagina esta se
funde o disuelve a la temperatura corporal.

g) Tabletas: formas farmacéuticas soélidas de dosificacion unitaria, preparadas

por compresion, que contienen principios activos y excipientes.

4.1.Absorcion de farmacos en la vagina.

La absorcién vaginal de farmacos depende de distintos factores. Las propiedades
mas relevantes de la molécula (farmaco) que determinan si pueden permear y ser
absorbidos a través de la mucosa vaginal son la lipofilicidad, el grado de
ionizacién, el peso molecular, la superficie, la carga y la naturaleza quimica de

moléculas.

También se encuentran los factores propios de la anatomia de la vagina. Las
rugosidades vaginales y microcrestas sobre la superficie de las células epiteliales
permiten la expansion de la vagina, aumentando el area interfacial donde colocar
la formulacion, mejorando asi la absorcion del farmaco; otros factores que afectan
la vagina tiene notables caracteristicas en términos de secrecion vaginal, pH,

actividad enzimatica y microflora.

Estos factores afectan la extension y retenciébn asi como la absorcion y la

liberacion del farmaco en la vagina (Dobaria, et al., 2007).

El area de interfacial de la vagina es grande, rico suministro sanguineo, esta via
de administracion se evita el efecto primer paso hepatico, ademas evita los efectos

secundarios gastrointestinales y permeabilidades relativamente altas de farmacos
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de pesos moleculares diversos son algunas de las caracteristicas fisiologicas de la
vagina que contribuyen a tener ventajas farmacocinéticas con respecto a la via
oral (Machado, et al., 2015).

Los pasos clave para que un farmaco se absorba en la vagina son la disolucion
del farmaco en el fluido vaginal y su penetracion epitelial. La absorcion de

farmacos puede ser pasiva o activa.

Los mecanismos de transporte pasivos incluyen las rutas transcelular y
paracelular, lo que representa un proceso de difusion. Los transportadores activos
generan gradientes a través de las barreras, la mayoria de los farmacos permean

la vagina a través de mecanismos de difusion (Palmeira, et al., 2015).

El mecanismo de permeacion de la mayoria de los principios activos es por
difusién simple, donde los principios activos lipéfilos son absorbidos por via
intercelular, mientras que los hidrofilicos se absorben a través de los poros

presentes en la mucosa vaginal (das-Neves & Bahia, 2006).

5. Microemulsion.

Las microemulsiones son sistemas que podrian ser Utiles para la administracion
vaginal de farmacos, tanto para tener un efecto local como sistémico.

e Definicion.

El concepto microemulsiéon se introdujo en la década de 1940 por Hoar y
Schulman, que generaron una solucion clara de fase Unica valorando una

emulsién convencional con hexanol (Lawrence & Rees, 2012).

Las microemulsiones se definen como sistemas coloidales transparentes de dos
liquidos inmiscibles, estabilizados por una pelicula interfacial de tensoactivo o una
mezcla de tensoactivos, frecuentemente en combinacion con un co-tensoactivo
(Fanun, 2012), 6pticamente isotropica, de baja viscosidad y termodinamicamente

estable.
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Las microemulsiones son comunmente conocidas como emulsiones agua en
aceite (w/o, por sus siglas en ingles), aceite en agua (o/w) o pueden encontrarse
en forma de una estructura bicontinua, produciendo un producto transparente que
tiene un tamafo de globulo de 10 a 100 nm y no tienen tendencia a coalescer
(Carlucci, et al., 2004) (Bagwe, et al., 2001).

5.1.Composiciéon de las microemulsiones.

Como ya se menciono las microemulsiones estan constituidas por:

e Fase oleosa.

La seleccion de la fase oleosa se basa en la naturaleza del farmaco, asi como la
via de administracion. El screening del aceite puede tener un potencial de

solubilizaciéon del farmaco.

Los acidos grasos saturados e insaturados tienen actividad potenciadora de la
penetracion. Se ha reportado que los acidos grasos aumentan la permeabilidad
del estrato corneo, mediante la alteracion de los lipidos densamente

empaquetados. (Saini, et al., 2014).
e Tensoactivo.

Son sustancias que presentan actividad en la interface liquido-liquido, reduciendo
la tension interfacial del liquido en el que esta disperso o bien la tensién interficial
en una solucién heterogénea. (Saini, et al., 2014). Todos los agentes activos de
superficie activa o tensoactivos contienen en su molécula, uno o varios grupos
hidrofilicos, de tipo i6nico o no i6nico, generalmente una estructura

hidrocarbonada lipofilica no polar. (Ramos Olmos, et al., 2003)

Los tensoactivos se pueden clasificar de acuerdo a su comportamiento en un

medio acuoso como:

o Tensoactivos anionicos: Estan constituidos por una cadena alquilica lineal o
ramificada que va de 10 a 14 atomos de carbono, y en su extremo polar de

la molécula se encuentra un anion. Representantes de este grupo son
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derivados del i6n sulfato o de sulfonatos como es el dodecil sulfato de sodio

o dodecil bencensulfonato de sodio (Wilkinson & Moore, 1990).

Tensoactivos catidnicos: Son aquellos que en solucion forman iones
cargados positivamente. Como representante de este grupo se encuentra el
bromuro de cetil amonio; en general, son compuestos cuaternarios de

amonio o una amina grasa en medio acido (Ramos Olmos, et al., 2003).

Tensoactivos anféteros 6 anfotéricos: Como su nombre lo indica, actian
dependiendo el pH del medio en que se encuentren, en medio basico son
anionicos y en medio acido son cationicos, por ejemplo la alquil dimetil

betaina (Ramos OImos, et al., 2003).

Tensoactivos no-ibnicos: El término tensoactivo no-ionico se refiere
principalmente a los derivados polioxietilenados y polioxipropilenados,
también se incluyen en esta categoria los derivados de anhidridos del
sorbitan, alcanolamidas, grasas, etc. Al no ionizarse en agua, no forman
sales con los iones metélicos. Su naturaleza quimica los hace compatibles
con otros tensoactivos anionicos, catidnicos y con coloides cargados
positiva y negativamente.

En los agentes no-iénicos el grupo hidrofobico esta formado por una cadena
larga que contienen una serie de grupos débilmente solubilizantes
(hidrofilicos) tales como enlaces etéreos o grupos hidroxilos en sus
moléculas. La repeticiébn de estas unidades débiles tiene el mismo efecto

que un hiddfilo fuerte, pero no hay ninguna ionizacion. (SEMARNAT, s.f.)

Los diferentes grupos de agentes tensoactivos (ibnico, no iénico o zwitterionico) se

pueden utilizar para formular microemulsiones. Las caracteristicas del tensoactivo

dependeran de los grupos funcionales de la cabeza y de la cola (Rousseau, et al.,
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El papel de un tensoactivo es disminuir la energia interfacial. Esta caracteristica es
favorable para la formacion de microemulsiones, para formar una microemulsion
se necesita disminuir la “y” de manera importante y asi obtener glébulos de
diametro del orden de nandmetros. Para lograr esto es necesario utilizar una
sustancia mas, denominada cotensoactivo, cuya funcidén es disminuir ain mas la

energia de interfacial. (Robledo & Ruiz, s.f.).

Las formulaciones de microemulsiones a base de tensoactivos no ionicos (por
ejemplo, Tween® y Span®) han demostrado ser apropiadas para aplicaciones
farmacéuticas topicas. Por otro lado, los perfiles de seguridad superiores de
fosfolipidos (por ejemplo, lecitinas) prestan microemulsiones apropiadas para vias
parenterales y orales. Por otra parte, las lecitinas son generalmente no irritantes y
no sensibilizantes en animales y la piel humana (Mutasem O., et al., 2005).

e Co-tensoactivo.

En la mayoria de los casos, los tensoactivos de cadena Unica por si solos son
incapaces de reducir la tension interfacial o/w suficientemente para formar
microemulsion. Por lo que es necesario la adicién de un cotensoactivo debido a su
naturaleza anfifilica, un co-tensoactivo se acumula sustancialmente en la capa
interfacial, aumentando la fluidez de la pelicula interfacial penetrando en la capa
de tensoactivo. (Saini, et al., 2014). Los cotensoactivos comunmente mas
utilizados son alcoholes de cadena de mediana longitud (octanol, heptanol, etanol,

etc.) &cidos alcanoicos, alcanodioles y alquil aminas. (Lawrence & Rees, 2012).

Las propiedades inherentes de los alcoholes como cotensoactivos tendran un
impacto sobre su uso. En patrticular, la longitud de la cadena de alcohol puede
tener un efecto significativo en la alteracion del tensoactivo en la interfase aceite-
agua, con alcoholes de cadena mas cortas se incrementa la flexibilidad interfacial
mas ampliamente (Tagavifar, et al., 2018). Sin embargo, las preocupaciones de
toxicidad limitan el uso de cotensoactivos eficaces. El cotensoactivo méas utilizado
es el etanol dado su disponibilidad y menor toxicidad a comparacién de otros

alcoholes (Rousseau, et al., 2011).
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e F[ase acuosa.

El agua es el vehiculo mas utilizado. El pH de la fase acuosa siempre necesita ser
ajustado debido a su considerable impacto en el comportamiento de fase de

microemulsiones.
e Estructura.

Las microemulsiones son sistemas dinamicos en el que la interfaz esta fluctuando
de manera continua y de forma espontanea. Estructuralmente, se dividen en o/w,

w/o y microemulsiones bicontinuas.

Hay pocas teorias tratan de explicar la formacion de microemulsiones. Sin
embargo, la mas famosa es la teoria geométrica de embalaje, que describe a las
microemulsiones como pequefios glébulos de fase interna (aproximadamente 200
nm) dispersa en la fase continua y estabilizado por el embalaje eficiente de
moléculas de tensoactivo en la interfaz. (Rousseau, et al., 2011).

La mezcla de fase oleosa, agua y tensoactivos es capaz de formar una amplia
variedad de estructuras y fases. Exdmenes estructurales pueden revelar la
existencia de emulsiones regulares, fases hexagonales cristalinas anisotropicas o
cubicas y estructuras lamelares dependiendo de la relacién de los componentes
(Bardhan, et al., 2013) (Carlucci, et al., 2004).

La mayoria de estas fases y estructuras diferentes son facilmente reconocibles por
simple inspeccion visual de las composiciones debido a su apariencia fisica; las
estructuras lamelares y las fases cubicas son altamente viscosas, y pueden ser
reveladas por inspeccion con luz polarizada (fases cristalinas), como se muestra
en la figura 3, y por lo tanto ser diferenciadas de las microemulsiones regulares
(Bagwe, et al., 2001).
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Figura 3. Representacion esquematica de las estructuras de auto-asociacion mas
comunmente encontrados en sistemas o/w, w/o 6 bicontinua. Modificado de

Lawrence & Rees, 2012.

5.2.Diferencia entre emulsién, nanoemulsion y microemulsién.
La diferencia clave entre emulsiones y microemulsiones es la formacion
instantanea de estas Ultimas. Mientras que las emulsiones pueden exhibir una
excelente estabilidad cinética, son, fundamentalmente, termodinamicamente
inestables y eventualmente las fases se separan mientras que las ME son
termodinAmicamente estables las emulsiones son turbias mientras las
microemulsiones son claras o translicidas. Ademas, hay diferencias distintivas en
su método de preparacion, ya que las emulsiones requieren un gran aporte de

energia, mientras que las microemulsiones no (Lawrence. & Rees, 2012).

Recientemente se ha propuesto el uso de un tipo nuevo de emulsiones, a las que
han denominado nanoemulsiones se conocen comiunmente como miniemulsiones
o emulsiones ultra finas. En comparacién con las emulsiones convencionales y las
microemulsiones, las nanoemulsiones son mas similares a las macroemulsiones,

con la excepcion de tamafnos de globulo mas pequefios. Las nanoemulsiones
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generalmente son por naturaleza de un color azul-blanco a semi-opaco. Se
clasifican segun los mismos tipos que las macroemulsiones; ya sea como o/w y
w/o, en la figura 4 se puede observar la comparacién entre una emulsién

convencional, una nanoemulsién y una microemulsion. (Callendera, et al., 2017).

Gota de
microemulsion

Gota de nanoemulsion

Gota de macroemulsién

Figura 4. Representacion esquematica de la diferencia entre microemulsion,

nanoemulsién y macroemulsion. Modificado de (Callendera, et al., 2017)

Las emulsiones pueden ser aceite en agua (o/w) si los glébulos de aceite se
dispersan en agua o agua en aceite (w/0) si los glébulos de agua se dispersan en
aceite. El tamafo de globulo esta en el rango de 0.5 y 50 um. En consecuencia,
las emulsiones tienen una apariencia turbia; las fases interfieren en la dispersion
de la luz que pasa a través de la emulsiéon por lo tanto su color basico es el blanco.
Como sistemas termodinamicamente inestables, las emulsiones no se forman
espontaneamente; es necesaria la agitacion manual o mecanica de los

ingredientes usando centrifugacion o agitacién (Burguera & Burguera, 2012).

En una microemulsion las fases no se separan por centrifugacion y el sistema se
forma espontaneamente, la formacion espontanea de una microemulsién se debe
principalmente a una disminucion sustancial de la tensién interfacial y, en la

interfase aceite-agua, de acuerdo con el equilibrio termodinamico tipico. Si AG>0,
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la emulsificacion necesita trabajo adicional. En consecuencia, pueden obtenerse

macroemulsiones termodinamicamente inestables (Fanun, 2012).

Se puede considerar que la energia libre de la formacion de microemulsiones
depende de la medida en que el tensoactivo reduce la tension interfacialde la

interfaz aceite-agua y el cambio en la entropia del sistema de manera que:
AGi=y AA-T AS

Donde AGt es la energia libre de formacion, y es la tension interfacial del sistema,
AA es el cambio en el area interfacial de la microemulsificacion, AS es el cambio
en la en la entropia del sistema y T es la temperatura. Cuando una microemulsion
se forma el cambio en AA es muy grande por el gran numero formado de glébulos
muy pequefios. Considerandose entonces que para formar una microemulsiéon es
necesario un valor de y muy pequefio y esta compensado por el componente

entropico (Lawrence & Rees, 2012).

La transparencia y la dispersion de la luz se controlan en gran medida mediante el
tamafio de particula de la fase dispersada, por lo tanto, cuando se observan a
simple vista, las composiciones transparentes parecen consistir en una unica fase

sin goticulas o particulas (Bardhan, et al., 2014).

5.3.Microemulsiones como sistemas novedosos de administracion de
farmacos.

El uso de las microemulsiones en tecnologia farmacéutica es un desarrollo
relativamente reciente. En la Gltima década se han dedicado una gran cantidad de
investigaciones a la exploracion de las microemulsiones, en relacién con el
almacenamiento, la estabilidad, el bajo nivel de dosificacion, la viabilidad, los
efectos secundarios, la liberacion controlada, la respuesta biologica y la
distribucion homogénea para su posible uso como sistemas de administracion de
farmacos (Vanic & Skalko-Basnet, 2013).

El desarrollo de nuevos sistemas de liberacion ha tenido un enorme impacto en

nuestra capacidad para tratar numerosas enfermedades. Para alcanzar efectos
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farmacoldgicos con menores reacciones secundarias, los farmacos deben ser
entregados a los sitios de destino sin distribucion significativa a las zonas no diana
(Fanun, 2012).

Las microemulsiones pueden ser formuladas para ser utlizadas como
acarreadores de farmacos (Callendera, et al., 2017). Los sistemas a base de
microemulsion han surgido como nuevos vehiculos para la administracion de
farmacos que permiten liberacion sostenida o controlada por diferentes vias como:
transdérmica, topica, oral, nasal, intravenosa, ocular, vaginal entre otras vias
(Bachhav & Patravale, 2009).

La administracién de farmacos por medio de microemulsiones es una plataforma
de entrega practica para mejorar la especificidad, la actividad terapéutica, y la
reduccion de toxicidad de los farmacos. Debido a la existencia de diferentes
dominios de polaridad en los sistemas microemulsionados, muestran un enorme
potencial para ser utilizado como vehiculos de administracién para una diversidad

de farmacos (Lawrence & Rees, 2012).

Las microemulsiones son particularmente atractivas para farmacos que sean
sensibles al calor, ya que para la elaboracibn de estas no requieren altas
temperaturas. Los globulos pequefios proporcionan una mejor adherencia a las
membranas y transporte de moléculas de farmaco de una manera controlada.
(Bardhan, et al., 2014).

Otra razén que justifico el uso de microemulsiones w/o, es que estos protegen a
las moléculas de farmaco soluble en agua, en particular proteinas y péptidos del
metabolismo, por el contrario las microemulsiones o/w son investigadas para

facilitar la disolucion de moléculas insolubles en agua para su administracion.

Las microemulsiones se caracterizan por tener una ultra baja tension interfacial
entre las fases no miscibles y ofrecen la ventaja de formacién espontanea,
estabilidad termodinamica, simplicidad de fabricacién, capacidad de solubilizacién
de solutos lipdfilos, hidréfilos y anfifilicos, mejorar la solubilizacion y

biodisponibilidad de los farmacos hidrofébicos, gran superficie y el potencial de
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mejora de la permeacion a través de diferentes membranas y/o mucosas, como la

piel o la mucosa vaginal. (Fanun, 2012).

El grado y la velocidad de liberacién del farmaco dependen del método de
preparacion del sistema generado en las microemulsiones. El sistema generado
podria influir en la seleccion de una ruta de entrega. En todas las rutas de entrega,
el tipo de microemulsién y microestructura afecta la magnitud y velocidad de

liberacion del farmaco (Burguera & Burguera, 2012).

La produccion de microemulsiones requiere grandes cantidades de tensoactivo
para disminuir la tension interfacial de manera importante. Por lo tanto se necesita
una cantidad de tensoactivo aproximadamente 100 veces mayor que la que se
utiliza para formar una emulsion convencional. Este es uno de los principales
problemas que impiden una amplia utilizacion de las microemulsiones debido a

costo de las grandes cantidades de tensoactivo (Rousseau, et al., 2011).

Los trabajos publicados hasta el momento se centran en dos aspectos: en primer
lugar, el efecto de las diferentes estructuras de la microemulsion en la capacidad
de solubilizacion farmacos y la eficiencia de disolucién; en segundo lugar, la
caracterizacion fisicoquimica de microemulsiones cargadas con el farmaco en

comparacion con los sistemas libres de farmaco (Fanun, 2012).

En la tabla 1 se mencionan la comparacion tipos de distintos tipos de sistemas

emulsionados.
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Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas fisicas de micelas, emulsiones,

liposomas, microemulsiones y nanoparticulas. Modificado de (Bagwe, et al., 2001).

Sistema de liberacion

Ventajas

Desventajas

Micelas

Baja viscosidad.
Tamafio de globulo pequerio.
Facil preparacion.

Vida de anaquel larga.

Baja solubilizacion de farmacos.
Toxicidad potencial del

surfactante.

Microemulsién

Alta solubilizacion del
farmaco.
Tamafio de glébulo pequefio.
Facil preparacion.

Vida de anaquel larga.

Grandes cantidades de
tensoactivo.
Toxicidad potencial del

tensoactivo y cotensoactivo.

Emulsion

Pequefias cantidades de
tensoactivo.
Alta solubilidad del farmaco

en el acarreador.

Alta viscosidad para la
administracion paraenteral
Inestable.

Vida de anaquel corta.

Globulos grandes.

Liposomas y vesiculas

Preparadas a partir de lectina
y colesterol sustancias

presentes en el cuerpo.

Dificil preparacion
A menudo se desintegran una

vez administradas.

Nanopatrticulas

Larga vida de anaquel.
Algunas pueden ser
biodegradarse lentamente.

Solubilidad limitada del farmaco.
Dificil preparacion.
Dificultad para controlar el
tamafio de particula.

Los polimeros usados
usualmente no son

biocompatibles.
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5.4.Diagramas pseudoternarios de fases para microemulsiones.
Dado que la existencia de microemulsiones es enteramente debida al delicado
equilibrio de los componentes bien mezclados, los diagramas de fases
pseudoternarios se utilizan para identificar y caracterizar regiones en las que se
forma una microemulsidén. Los tres elementos que componen el sistema estan
situados en los vértices del triangulo, donde su fraccibn de volumen
correspondiente es 100%. Alejdndose del apice se reduce su fraccion de volumen
y aumenta la de uno o0 ambos componentes restantes (Rousseau, et al., 2011).
La variacion de la composicion lleva a la determinacion de los limites de fase, y
por lo tanto el comportamiento de fase del sistema se puede generar. La region de
formacién de microemulsién se caracteriza generalmente por la construccion de
diagramas de fase pseudoternario. Tres componentes son el requisito basico para
formar una microemulsion: una fase oleosa, una fase acuosa y un agente
tensoactivo o mezcla de tensoactivos y/o cotensoactivos.
El tamafio y la region de existencia de un dominio de microemulsion monofasico
dentro del diagrama de fase estan fuertemente influenciados por la presencia de
sales en la fase acuosa, la naturaleza del grupo polar y el grupo hidrocarbonado
del tensoactivo, el de solvente y la temperatura (Bawgue, et. Al, 2001).
Si se utiliza un cotensoactivo, que a veces puede ser representado en una relacion
fija con el agente tensoactivo como un solo componente, se trata como un solo
"pseudocomponente”. Las cantidades relativas de estos tres componentes se
pueden representar en un diagrama de fases ternario. Los diagramas de fase se
pueden utilizar para mostrar la influencia de los cambios en las fracciones de
volumen de las diferentes fases en el comportamiento de fase del sistema (Fanun,
2012).
En funcion de su formulacion, los sistemas agua - aceite - tensoactivo presentan,
al equilibrio, una o varias fases: sea una microemulsion sola (Winsor V), una
microemulsion en equilibrio con una fase oleosa (Winsor I) o con una fase acuosa
(Winsor Il) sea una microemulsion en equilibrio a la vez con una fase oleosa y una

fase acuosa (Winsor Ill). (Talegaonkar, et al., 2008). En la figura 5 se muestran las
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regiones hipotéticas de sistemas microemulsionados en un diagrama

pseudoternario.

Tensoactivo-Cotensoactivo

Emulsion bicontinua 6
Cristal liquido

Macroemulsion

Aceite

Figura 5. Diagrama de regiones hipotéticas de sistemas microemulsionados

La teoria de embalaje geométrico implica que la estabilidad de la microemulsion
esta en funcién de las interacciones de afinidad interfaciales (electrostaticas y
fuerzas de van der Waals) que promuevan la integridad y la continuidad de la
pelicula interfacial. Por consiguiente, se puede suponer que la estabilidad de un
sistema de microemulsién particular, esta relacionada con las caracteristicas
fisicoquimicas y moleculares de sus componentes interfaciales (Tahaa, et al.,
2005).

5.5.Liberacién de farmaco a partir de microemulsiones.
La difusion del farmaco a partir de las gotitas de aceite a los tejidos vivos puede
tener lugar cruzando el medio acuoso circundante que esencialmente actia como

una barrera para el transporte de farmacos debido a la baja solubilidad del
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farmaco en agua. En este caso, la microemulsién se utiliza para retardar la
administracion de farmacos y la fase oleosa funciona como un depdsito, pero
también puede suceder que la microemulsién acelera la absorcion del farmaco por
los tejidos vivos como en el caso de gotitas de aceite fagocitosis dirigida por

estructuras biologicas particulares (Lawrence & Rees, 2012).

En el estado de equilibrio, el farmaco puede ser distribuido entre tres fases
diferentes: la fase dispersa, la fase continua, y las micelas de tensoactivo. El
estudio de la liberacion del farmaco desde particulas esféricas homogéneas puede

ser discutido utilizando dos modelos limitantes:

- La difusion del farmaco a lo largo del glébulo es determinante de la
velocidad de todo el fendbmeno, se considera que la barrera interfacial
existente entre cada glébulo y su entorno es el paso determinante de la
velocidad, al ser uniforme la concentracion del farmaco dentro del glébulo.

- El farmaco se mueve desde las fases de aceite y micelares a la fase
hidréfila circundante del compartimento donador y luego cruza la membrana
interpuesta para alcanzar el compartimento receptor (Sirotti, et al., 2002)

(Callendera, et al., 2017).Como se ejemplifica en la figura 6.

Donador

Microemulsién ¥
Fase acuosa

oy R ey

Tensoactivo
Membrana

| Perfilde
| concentracion
J del farmaco

Figura 6. Representacion esquematica de la difusion de las micelas en una

microemulsion a través de una membrana. Modificado de Sirotti, et al., 2002.
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Como ya se mencion0, un factor muy importante al formular microemulsiones, es
su caracterizacion fisicoquimica. La caracterizacion comprende la medida del
tamafio del glébulo por dispersién de luz dindmica (DLS), la conductancia, la
viscosidad, la conductividad térmica, la espectroscopia infrarroja, calorimetria, pH,
conductividad eléctrica y viscosidad se usan frecuentemente para comprender los

estados fisicoquimicos de las microemulsiones (Bagwe, et al., 2001).

6. Clotrimazol.

El clotrimazol (CLOT) es un antifungico de amplio espectro perteneciente al grupo
de los imidazoles. Su toxicidad es baja y es utilizado frecuentemente para tratar
infecciones del tracto vaginal.

Una concentracion de 3 pug/mL es efectiva para inhibir diferentes especies de
hongos (Moffat, et al., 2011), en particular especies de Candida, el cual es
responsable de la vulvovaginitis, ademas es efectivo contra patégenos como
Dermatophytes ssp, levaduras, Trichophyton ssp, Microsporum ssp,
Epidermophyton ssp y Malassezla ssp. Dicha enfermedad puede transmitida
sexualmente y causa problemas ginecoldgicos recurrentes que dafian el epitelio

vaginal dejandolo potencialmente susceptible a infecciones virales.

El clotrimazol es estable en estado sélido bajo condiciones normales de
almacenamiento. Se mantiene sin cambios por calor (70°C) y exposicion a la luz
del dia por dos semanas. En solucién, la estabilidad del clotrimazol es pH
dependiente. En medio alcalino es estable, pero se hidroliza en medio &cido
(Florey, 1982).

El clotrimazol es altamente soluble en diclorometano, soluble en N, N-dimetil
formamida, en metanol y etanol, poco soluble en dietiléter y practicamente
insoluble en agua (Moffat, et al., 2011). Como derivado imidazdlico inhibe la
enzima necesaria para la biosintesis del ergosterol, componente fundamental de la

membrana celular fungica, con esta inhibicion se produce una deficiencia que
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provoca la alteracion de la permeabilidad de la pared celular del hongo finalmente
causando la lisis celular (Martin-Aragon & Benedi, 2009). En el anexo 4 se

representa el mecanismo de accion del clotrimazol.

7. Evaluacion de la liberacion de un farmaco en formulaciones

vaginales.

Una formulacion vaginal debe ser evaluada realizando tanto los estudios in vitro e
in vivo. Dependiendo de la forma de dosificacién, pruebas adicionales para
productos vaginales pueden incluir apariencia, viscosidad, pH, analisis de tamafios
de particula, velocidad de disolucion, uniformidad de contenido y limites

microbianos (Ansari, et al., 2006).

El control de la liberacién del farmaco tiene considerable importancia en el disefio
de sistemas novedosos de administracion de farmacos. Los métodos para la
evaluacion de la liberacion del farmaco estan en el centro de atencion. La piedra
angular de cualquier sistema novedoso de administracion de farmacos se basa en
las propiedades farmacocinéticas y la permeabilidad del farmaco a tavés de
membranas. La liberacién del farmaco puede ser controlada o evaluado por el
monitoreo de su permeacion a través membranas naturales o sintéticas (Dobaria,
et al., 2007).

7.1.Estudios in vitro.
Los ensayos de disolucion in vitro se utilizan en la industria farmacéutica para dos

fines fundamentales:

- Como parte integral del proceso de control de calidad de la forma
farmacéutica.
- Como indicativo del comportamiento de la forma farmacéutica in vivo, es

decir del proceso de disolucion en los fluidos corporales.
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Las condiciones experimentales de los ensayos de disolucion son diferentes en
funcion del objetivo deseado. Entre los factores a considerar en el disefio de un

ensayo de disolucion son:

- Composiciéon del medio
- Temperatura

- Agitacion

- Duracion,

- Toma de muestras.

La velocidad de liberacion se puede definir como la cantidad de farmaco que se
disuelve en cada unidad de tiempo, a partir de una forma soélida de dosificacion. El
ensayo debe realizarse en condiciones de minima concentracién, condiciones de
gradiente maximo (sink), de modo que la concentracién de farmaco en el fluido de
disolucién no rebase nunca el 15% de su concentracion a saturacion (Guzman, et
al., 2013).

Aunque, la extrapolacion de los resultados in vitro a los seres humanos debe
hacerse con mucho cuidado, la correlacion in vitro - in vivo representa una

herramienta importante para la prediccion de la farmacocinética in vivo.

Estos estudios incluyen la determinacion de la liberacion del farmaco y
caracteristicas bioadhesivas en adicién a varias propiedades fisicas y quimicas de
las formulaciones. Las caracteristicas de liberacion de un farmaco desde una
formulacion vaginal pueden ser determinada simulando el fluido vaginal (pH 4.2) y
en varios medios de disolucién (rango de pH de 2-12) a través de diferentes tipos
de células de difusién con ciertas modificaciones y una prueba de disolucién
vaginal. La fuerza bioadhesiva de la formulacion vaginal puede ser medida por

varias técnicas (Dobaria, et al., 2007).

7.2.Estudios ex vivo.
Los modelos ex vivo se han usado para predecir la penetracion de farmaco a

través de la barrera vaginal mediante el uso de tejido vaginal, ya sea humano o
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animal. Los tejidos ex vivo se usan no sélo para los ensayos de permeabilidad de
farmacos, sino que también permiten el analisis histolégico para evaluar las
diferencias antes y después de la aplicacion del farmaco / permeacion, como
cambios histologicos o alteraciones en la integridad del tejido (Machado, et al.,
2015).

Mientras que algunos autores pueden clasificar estos experimentos ex vivo como
experimentos in vitro, los dos conceptos son diferentes. Mientras los ensayos ex
vivo requieren excision de tejido de animales o seres humanos, y su uso en
condiciones que conservan sus caracteristicas biologicas y fisicas originales
durante un determinado periodo, la principal limitaciéon de los modelos in vitro, es
resultado de la imposibilidad de integrar factores externos celulares (Palmeira, et
al., 2015).

El tejido vaginal obtenido a partir de diferentes especies animales tales como
roedores, conejos, cerdos, monos, vacas Yy ovejas se han utilizado para estudios
de permeabilidad. La absorcién vaginal puede ser significativamente diferente al

comparar el los modelos animales y humanos (Ansari, et al., 2006).

En general, el tejido vaginal porcino parece ser un buen modelo ex vivo para
evaluar la permeabilidad de farmacos a través de ella. Para la extrapolacion en
tejido vaginal humano es de gran importancia para validar un estudio de la
permeabilidad relativa en tejidos. Ademas, una ventaja de la vagina porcina es que
se puede acceder facilmente a través de los mataderos locales (Machado, et al.,
2015).

8. Celdas de Franz.

Para realizar los estudios de permeacion, se pueden emplear diversas celdas de
difusidn, las mas utilizadas son las celdas tipo Franz usando membranas

sintéticas.
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Las celdas de Franz representan, desde su desarrollo en 1975, uno de los
principales métodos utilizados para evaluar la penetracion transepitelial y a partir
de los ultimos afios, la liberacion de farmacos (Chattaraj, et al., 2005).

Constituyen un sistema compuesto por dos cAmaras, una donora y otra receptora,
separadas por una membrana de origen animal, humana o sintética que permite
evaluar la difusibn de moléculas biolégicamente activas de una camara a otra
(figura 7). En el compartimento superior se adiciona una solucién o dispersion que
contiene el compuesto activo y en el inferior se toman las muestras
correspondientes, que posteriormente son cuantificadas mediante técnicas
analiticas como ultravioleta y cromatografia de liquidos de alta presion. (Ansari, et
al., 2006).

La circulacion del agua caliente se mantiene alrededor de la camara del receptor
todo el proceso, por lo general a 37 ° C para imitar la temperatura del cuerpo
humano. La barra de agitacibn garantiza la homogeneidad de la solucién
receptora. Las muestras pueden ser tomadas a través del tiempo mediante

alicuotas por el puerto de muestreo (Dezani, et al., 2013).

Varios estudios in vitro han sido ya llevados a cabo para caracterizar la barrera
vaginal en términos de penetracion de farmaco utilizando un sistema de celda de
Franz. Ademéas este modelo constituye la metodologia de referencia en la USP

para los productos farmacéuticos de uso topico (Machado, et al., 2015).
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Figura 7. Representacion esquematica de una Celda de Franz: A) compartimento

donador, B) Tejido vaginal, C) Puerto de muestreo, D) Receptor.

V. Materiales y métodos

Reactivos
Clotrimazol (Sigma-Aldrich, USA).

Tween® 80 (Drogueria Cosmopolita, México).

Etanol (REASOL, México).

Palmitato de isopropilo (Drogueria Cosmopolita, México).
Gelucire® 44/14 (Gattefossé Saint-Priest, Francia).
Hidroxido de sodio (grado reactivo Fermont, México).
Acido clorhidrico (grado reactivo, J.T. Baker, México).
Agua destilada y desionizada (obtenida del equipo Milli Q).
Glucosa (grado reactivo Fermont, México).

Urea (grado reactivo Fermont, México).

Hidréxido de calcio (grado reactivo, J.T. Baker, México).
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Acido lactico (Drogueria Cosmopolita, México).
Cloruro de sodio (grado reactivo Fermont, México).

Glicerol (Drogueria Cosmopolita, México).

. Aparatos y equipos

Balanza analitica Velab® (Mexico).

Balanza electronica Ohaus Traveler® TM.

Agitador magnético (WiseStir MSH-20).

Agitadores magnéticos uniplaza y multiplazas.
Zetasizer® ZS90 (USA).

Espectrofotdmetro Genesys 10s UV/Vis (USA).
Potencidmetro Hanna Instruments® 2211 (Rumania).
Centrifuga Hettich® Universal 320.

Material de vidrio.

Recirculador de liquidos con termostato (IKA EH4 basic).
Celdas de permeacion tipo Franz.

Cronometro.

. Membrana
Tubos de membrana de celulosa, 10 mm de ancho y un diametro de 6 mm y un
peso molecular de 14000 Da (Sigma-Aldrich, USA).

. Material bioldgico.
Vaginas de cerda sin tratamiento térmico.
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VI. Metodologia

e Seleccion de la fase oleosa.

Se evaluaron dos aceites para la elaboracién de la microemulsion, miristato de
isopropilo y palmitato de isopropilo, se adicionaron 5 mg de clotrimazol en 2 mL de
cada aceite respectivamente en tubos Eppendorf. Después se sonicé ambas
muestras por 10 min a 25°C, y observo la presencia de residuos o sedimento.

e Preparacion de las microemulsiones.

Se prepararon microemulsiones aceite en agua con agua, palmitato de isopropilo y
una mezcla de Tween® 80-etanol (1:1), la proporciones de la microemulsiéon se

muestran en la tabla 2. Estas proporciones fueron determinadas previamente.

Tabla 2. Composicién y proporciones de la microemulsion.

Material (%p/p) Volumen (mL) | Cantidad (g)
Palmitato de 5 0.5 0.42
isopropilo
Tween® 80 25 2.5 2.65
Etanol 25 2.5 1.97
Agua 45 4.5 4.5

Se pesaron cada uno de los componentes por separado. En el vaso con la
cantidad pesada de Tween® 80, se adicioné la cantidad pesada de etanol para
disolverlo, se mantuvo en agitacion constante con un agitador magnético (WiseStir
MSH-20).

Una vez disuelto en etanol el Tween® 80, se adicioné al vaso con palmitato de
isopropilo hasta formar una solucibn homogénea. Se adicion6 lentamente la
proporcién de agua, se mantuvo en agitacion constante, hasta la formacion una

solucién translucida.

Se midi6 el tamafio de glébulo de la microemulsiéon usando el Zetasizer® ZS90 y

se hizo un analisis visual de la homogeneidad del sistema.

e Preparacion de la microemulsion y adicion del farmaco.
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La microemulsién se preparé de la misma forma que en el punto anterior. El
principio activo se disolvié en el vaso con la mezcla de palmitato de isopropilo y
Tween® 80-etanol (1:1). Se adiciond y disolvié diferentes cantidades de farmaco,
5, 8,10y 12 mg de CLOT a un volumen de 10 mL de ME para determinar la carga
maxima de clotrimazol a incluir. Estos lotes se denominaron lote 1 (5 mg), lote 2 (8
mg), lote 3 (10 mg) y lote 4 (12 mg).

e Caracterizacién de la microemulsiéon con farmaco.
- Determinacién del tamafio de glébulo. Se determiné en un Zetasizer® nano-

ZS90 utilizando como medio de dispersion agua destilada en una celda de
vidrio. Cada lote se leyo por triplicado.

- Estabilidad fisica. Se colocaron dos mililitros de ME de cada lote en un tubo
de Eppendorf® respectivamente y se centrifugd a 5000 rpm por 20 minutos
y se dejo en refrigeracion por tres dias, se observé si se presentaba algun

cambio o sedimentacion.

Se seleccion6 como mejor sistema al que tuviera la mayor carga de clotrimazol

y se mantuviera estable fisicamente.

- Potencial zeta. Una vez seleccionado el sistema que contiene la mayor
carga de farmaco, se determiné en un Zetasizer® nano-ZS90 el potencial
zeta de la microemulsion en una celda transparente desechable. Se leyé
por triplicado.

e Desarrollo de métodos analiticos.

Se desarrollaron dos métodos analiticos espectrofotométricos para cuantificar el

clotrimazol liberado desde las bolsas de dialisis y el clotrimazol permeado a través

de tejido vaginal de cerda sin tratamiento térmico. Los medios de disolucién a

utilizados son los siguientes:

e Método 1: fluido vaginal simulado (FVS) con Gelucire® 44/14 al 3% (p/v).

e Método 2: FVS con Gelucire® 44/14 al 3% (p/v) en contacto con la cara interna
del tejido vaginal. El tejido se mantuvo en contacto con la solucién de FVS con

Gelucire® durante 12 h con agitacién magnética constante, posteriormente se

filtré por gravedad y se centrifug6 a 7000 rpm por 20 min.
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Se determinaron las longitudes de onda de maxima absorcién para el clotrimazol

en ambos medios. Se construyeron las curvas de calibracion correspondientes

siguiendo los criterios de la FEUM 11° edicion.

En los esquemas 1y 2 se muestra con detalle como se prepararon las curvas de

calibracion para los dos métodos analiticos:

Solucidn stock de 448 pg/mL

en FSV con Gelucire

®

Alicuotas

0.5mL 1mL 3mL 5mL 7 mL 9mL
Llevara 10 mL
cada sistema
22.4 ug/mL 44.8 pg/mL 134.4 pg/mL 224 pg/mL 313 pg/mL 403.2 ug/mL

Esquema 1: curva de calibracién de clotrimazol en fluido vaginal simulado (FVS)

con Gelucire® 44/14 al 3%

Solucion stock de 448 pg/mL en FSV con

Gelucire® y tejido vaginal

Alicuotas

0.5mL

Llevar a 10 mL
cada sistema

7 mL

22.5 pg/mL

45 pg/mL

135 pg/mL

225 pg/mL

315 pg/mL

405 pg/mL
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Esquema 2: curva de calibracion para clotrimazol en FVS con Gelucire® 44/14 al

3% (p/v) en contacto con tejido vaginal.

Validacion de los métodos analiticos.

Para demostrar que los métodos analiticos satisfacen los requisitos para la
cuantificacion confiable del farmaco se realizaron las siguientes pruebas:

Selectividad del sistema: Se establecid que ninguna sustancia interfiera en
la respuesta del analito, se adiciond cantidades conocidas de estas, solas o
combinadas a la muestra y se evalud su respuesta bajo las mismas
condiciones de analisis.

Linealidad del sistema: Se prepard por lo menos por triplicado 5 niveles de
concentracion de la solucidén de referencia. Se midio la respuesta analitica
bajo las mismas condiciones de medicion, se reportd la relacion
concentracion vs respuesta analitica, se calculé la prueba de intercepto,
intervalos de confianza (ICg1), r? y coeficiente de variacién (CV). Criterios
de aceptacion: IC no debe incluir el cero, r? <0.98, CV=> 2%.

Precision del sistema: Se prepard por lo menos 3 niveles de concentracion
por sextuplicado. Se midi6 la respuesta analitica bajo las mismas
condiciones. Calcular Desv. Est. y CV de la respuesta analitica. Criterios de
aceptacion: CV> 1.5% para métodos fisico-quimicos, CV> 3% para
métodos bioldgicos.

Exactitud: Conociendo los componentes de la muestra se prepard el
placebo analitico. Se seleccionaron dos niveles, superior e inferior, de la
cantidad por sextuplicado. Se calcul6 el porcentaje de recobro de cada
placebo analitico, al obtener el cociente de la cantidad recuperada respecto
de la cantidad adicionada expresada en porcentaje. Calcular Desv. Est., CV
e IC (u) del porcentaje de recobro. Criterios de aceptacién: IC(u) debe
incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se incluya en
el intervalo; CV del porcentaje de recobro no mayor de 3% para métodos

espectrofotométricos.
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- Limite de deteccion y Limite de cuantificacion: Se prepard por lo menos 3

concentraciones de la sustancia de interés, se calcul6 el limite de deteccidn

3.3 X Spo

tedrico con la siguiente féormula: LD = y para el limite de

1

cuantificacion: LC = wzﬂ, criterio de aceptacion r>>0.98, (ICg1) no debe

1

incluir el cero (Secretaria-de-Salud, 2014).

e Cinética de liberacion in vitro.

Se realizaron por triplicado pruebas de liberacion in vitro para el lote

microemulsion que fue seleccionado.

Se uso6 una bolsa de dialisis con tamafio de corte de de P.M. de 14000 Da, 10 mm
de ancho y un didmetro de 6 mm selladas con hilo Nylon®. Se adiciono en cada
bolsa 2 mL de la ME o de la solucién con clotrimazol y las bolsas se depositaron
en tubos de vidrio con tapa de baquelita que contenian 30 mL de FVS con
Gelucire® al 3%, a temperatura de 37°C y se mantuvieron en agitacion horizontal

en un bafio de Dubnoff como se muestra en las figuras 8 y 9.

a) b)

Figuras 8 y 9. Se muestra los tubos inmersos en el bafio de Dubnoff (a) y el bafio

de Dubnoff (b) respectivamente

El estudio se siguié durante 8 horas, tomando muestra del medio a diferentes
tiempos (10, 20, 30, 40, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 min) reponiendo
con medio fresco el volumen retirado. Las muestras obtenidas se analizaron por
UV a la longitud de onda de méaxima absorcion del clotrimazol.
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e Estudio de permeacion ex vivo.

La permeacion ex vivo de clotrimazol se evalué en celdas verticales tipo Franz
para la ME con la cantidad maxima de clotrimazol disuelto y una solucion de
clotrimazol de concentracion similar, utilizando como membrana tejido vaginal de
cerda. Colocando el tejido entre el compartimiento donador y el receptor, llenando
el compartimento receptor con FVS con Gelucire® al 3% y se mantentuvieron las
celdas a 37°C con agitacion constante en una parrilla magnética multiplazas
(figuras 10y 11).

Figura 10. Se muestra la celda tipo Franz utilizada.

Adicionalmente, se evaluaron sistemas blanco que contenian 5 mL de FVS con
Gelucire® al 3% o microemulsion sin farmaco. Seguir las permeaciones durante 8
h manteniendo las mismas condiciones y tomando muestra del medio a diferentes
tiempos (30, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 min). Se analizaron las
muestras por espectrofotometria UV-visible a la longitud de onda de maxima

absorcion del clotrimazol.
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Figura 11. Celdas colocadas y en agitacion en la parrilla multiplazas.

e Extraccion de Clotrimazol remanente en el tejido vaginal.

Después de terminar los estudios de permeacion, se lavo el tejido vaginal con
agua destilada para eliminar el exceso de microemulsion, se corté la mucosa
vaginal en segmentos o trozos pequefios y mantener en agitacion en una solucion

de FVS con Gelucire® al 3% (20 mL) a temperatura ambiente por 12 hrs.

Después se filtr6 por gravedad para eliminar residuos de gran tamafio,
posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm durante 20 min para eliminar
sedimentos y otros residuos, se analiz6 el sobrenadante por UV-VIS a la longitud
de onda de maxima de absorcién (261 nm) y se interpol6 el resultado en la curva

de calibracion correspondiente.

VIl. Resultados y discusion.

En las pruebas de solubilidad cualitativa del clotrimazol, se aprecié que los 5 mg
de clotrimazol se solubilizaron mejor en palmitato de isopropilo en comparacion
con miristato de isopropilo, debido a que después de la sonicacién el farmaco se
encontraba suspendido en miristato de isopropilo mientras que en palmitato de
isopropilo se encontr6 totalmente disuelto. Debido a que el palmitato de isopropilo

posee una cadena alquilica mas larga tiene mayor capacidad de disolver solutos
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lipofilicos como el clotrimazol. Por tanto el palmitato de isopropilo se seleccion6

como fase oleosa para la formulacion de la microemulsion (Moffat, et al., 2011).

La obtencion y caracterizacion de las microemulsiones se caracterizan por baja
tension interfacial entre las fases no miscibles y ofrecen la ventaja de formacién
espontanea, estabilidad termodinamica y simplicidad de fabricacién, tal es el caso
de la microemulsién preparada, la cual se forma espontaneamente (Fanun, 2012)
pero se agitd brevemente para homogenizar por completo la microemulsién. Se
obtuvo una sistema claro con una ligera coloracién &mbar a causa del Tween® 80

como se muestra en la figura 12.

Figura 12. Apariencia de la microemulsion sin farmaco.

Una vez obtenida la microemulsion se determind el tamafio de particula e indice
de polidispersion usando un equipo de DLS. Los resultados se resumen en la tabla
3.
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Tabla 3. Tamafio de particula e indice de polidispersién de la microemulsién sin
farmaco.

Muestra Tamafio (nm) indice de polidispersién
ME 14.29 0.095
14.29 0.080
14.43 0.102
Promedio 14.34 0.092

En la figura 13 se muestra la distribucion en la poblacién de glébulos en la

microemulsién obtenida.

Size Distribution by Intensity
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Figura 13. Distribucién del tamafio de glébulo de la microemulsion sin farmaco.

El tamafio de glébulo es un parametro importante ya que con este se puede
diferenciar y denotar la existencia de glébulos submicronicos, especificamente un
tamafio de globulo de 10 a 100 nm y que no exista coalescencia (Bagwe, et al.,
2001).

La determinacién del tamafio de glébulo por el contador electrénico Zetasizer
Nano S® ZS90 Malvern, el cual realiza mediciones de tamafio usando un proceso
llamado dispersién de luz dindmica (DLS), mide el movimiento browniano y
relaciona esto con el tamafio de las particulas y/o glébulos. Lo hace mediante la
iluminacion de las particulas con un laser, si una pequefia particula es iluminada

por una fuente de luz tal como un laser, la particula dispersara la luz en todas las
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direcciones, y el analisis de las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersada.
La velocidad de medicion de las particulas en un medio liquido depende de la
temperatura, viscosidad del liquido y del tamafio de las particulas (Malvern-
Instruments, 2004).

Como se puede observar en la tabla 3 asi como en la figura 13, el tamafio
promedio de los glébulos de la microemulsion presentaron un tamafio
submicrénico (14.34 nm). Se sabe que una microemulsion es un sistema coloidal
con tamafios de 10 a 100 nm, tomando en cuenta esto se puede corroborar que el

sistema analizado entra en la categoria de microemulsion.

Existen diversos tipos de dispersion que pueden presentarse en los sistemas
coloidales, en este caso se busca tener un sistema monodisperso, para que exista
una homogeneidad entre el tamafio de los glébulos formados, un sistema
polidisperso significaria que el tamafio de los glébulos varia mucho entre si. El
indice de polidispersion establece que mientras mas cercano a cero se encuentre
el resultado obtenido, sera indicativo de que el sistema presenta una

monodispersion en el tamafio de glébulo (Arias, et al., 2008).

Por lo que también se analiz6 el indice de polidispersién de la microemulsion
formada, el indice de polidispersion es un parametro que define la distribucion del
tamafio de particula de una muestra cuyo valor es obtenido por andlisis de
espectroscopia foténica de correlacién. Puede tomar valores en el rango de 0 a 1;

un valor mas alto indica una distribucién de nanoparticulas menos homogénea.

De acuerdo con Kharia, et al., 2012, consideran un rango desde 0.01 a valores de
0.7 para particulas monodispersas. Muestras con una amplia distribucién de
tamafio de particula tienen un indice de polidispersién mayor a 0.7. En el caso de
la microemulsion se obtuvo un valor promedio de 0.092, por lo tanto la distribucion
de glébulo de la microemulsion de trabajo se considera como monodispersa. Estos

datos coinciden con la distribucion poblacional que se incluye en la tabla 13.

Estos resultados coinciden con los datos que obtuvieron (Bachhav & Patravale,

2009), para una formulacién con clotrimazol en la que utilizaron Cremophor® EL,
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Capryol® 90 y agua: tamafio de glébulo de 48.4 nm y un indice de polidispersion
de 0.75, la formulacion utilizada en este trabajo tuvo un tamafo de glébulo menor

y una dispersion menor entre el tamafio de cada glébulo.

Una vez corroborada la formacion de la microemulsion con los reactivos
mostrados en la tabla 2, se procedio a adicionar el farmaco a utilizar (clotrimazol)
preparando cuatro lotes los cuales contenian distintas cantidades del farmaco (5,
8, 10 y 12 mg) para evaluar la cantidad maxima de este que el sistema puede

disolver.

Ya elaborados los lotes se determiné el tamafio de particula de cada una para
observar si la cantidad de farmaco afiadida afectaria en el tamafio de glébulo

obtenido.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos de tamafio de glébulo de los
lotes de ME (tabla 4, figuras de la 14 a la 17). Todas las mediciones se realizaron

por triplicado

En general, todos los lotes preparados presentan un tamafio submicronico y todas
las particulas se encuentran en el rango de entre 10-100 nandémetros, como se
muestra en la tabla 4 y en las figuras 14 a la 17. Se puede apreciar la distribuciéon
del tamafio de glébulo es similar, aunque el lote 3, que contiene 10 mg de CLOT,

tiene un tamafio ligeramente menor a comparacion de los demas lotes.

A pesar de esto mientras aumenta la concentracién de farmaco el tamafio de
glébulo no se ve significativamente afectado, ya que en el lote 4 que contiene la
mayor cantidad de CLOT, presenta tamafios de glébulo similar a los otros lotes.
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Tabla 4. Tamafio de particula promedio

cantidades de clotrimazol.

para microemulsiones con diferentes

Lote Cantidad de CLOT Tamafo (nm) IPD
(mg)
1 5 12.19 0.155
12.79 0.087
12.80 0.123
x=12.56 x=0.121
2 8 12.12 0.112
12.21 0.104
12.27 0.132
x=12.20 x= 0.116
3 10 11.17 0.095
11.2 0.084
11.17 0.097
x= 11.18 x=0.092
4 12 12.62 0.133
12.78 0.130
12.48 0.135
x= 12.62 x= 0.132
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Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Figura 14. Distribucion del tamafio de globulo (lote 1).

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Figura 15. Distribucién del tamafio de glébulo (lote 2).
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Figura 16. Distribucion del tamafio de globulo (lote 3).

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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Figura 17. Distribucion del tamafio de glébulo (lote 4).

Posteriormente se llevo a cabo también una prueba de estabilidad fisica a todos
los lotes, centrifugando las diferentes microemulsiones a 5,000 rpm durante 20

minutos y dejandolas en refrigeracion por 3 dias, se observaron cada una de las
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muestras en busca de separacion de fases o sedimentacion de farmaco segun sea

el caso (Bachhav & Patravale, 2009).

La microemulsion del lote 4 que contenia 12 mg de farmaco, presentd una
separacion de fases y sedimentacion de farmaco, en este caso lo que se buscaba
era el lote que pudiera disolver la mayor cantidad de clotrimazol, por lo tanto se
establecio que la cantidad maxima de farmaco que puede contenerse en la
microemulsion desarrollada es de 10 mg, la cual corresponde al lote 3, ya que este
no present6 separacion de fases, ni sedimento de farmaco.

Una vez seleccionada la microemulsion con mayor cantidad de farmaco, se
determind el potencial zeta de ésta. La carga interfacialque pueda estar presente
en los glébulos de la microemulsion se determina por la medicion de este

parametro.

La medicién de la electrocinética, como la movilidad electroforética o potencial
zeta, se puede considerar una técnica in situ para determinar la disolucién de la
superficie y la adsorcion de especies cargadas en un sistema coloidal (Arias, et al.,
2008).

El potencial zeta se define como el promedio del potencial electrostatico existente
en el plano hidrodinamico de la particula, en medio del plano Stern y el extremo de
la capa difusa. Aunque el potencial zeta no es igual al potencial de Stern o
potencial de la superficie eléctrica en la doble capa, es a menudo la Unica ruta
disponible para la caracterizacién de las propiedades de la doble capa eléctrica de

los coloides.

El desarrollo de una carga neta en la superficie de la particula afecta a la
distribucion de los iones en la regidn interfacial que rodea, lo que resulta en un
aumento de la concentracion de iones contrarios (iones de carga opuesta a la de
la particula) cerca de la superficie. Por lo tanto existe una doble capa eléctrica

alrededor de cada particula (Malvern-Instruments, 2004).
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La magnitud del potencial zeta da una indicacién de la estabilidad potencial del
sistema coloidal. Un sistema coloidal es aquel en el que uno de los tres estados de
la materia: gaseoso, liquido y sélido, estan finamente dispersa en uno de los otros.

Para esta técnica estamos interesados en los dos estados de: un solido disperso
en un liquido, y un liquido dispersado en un liquido, ejemplo, una emulsion. Si
todas las particulas en suspension tienen un gran potencial zeta negativo o
positivo, entonces tenderan a repelerse entre si y no hay tendencia a flocular. Sin
embargo, si las particulas tienen valores de potencial zeta baja, entonces no hay
fuerza para impedir que las particulas se unan y floculen (Malvern-Instruments,
2004) (Honary & Zahir, 2013).

El potencial zeta puede ser una manera efectiva de controlar el comportamiento
del coloide puesto que indica cambios en el potencial de la superficie y en las

fuerzas de repulsion entre los coloides.

La teoria DLVO (llamada asi por Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) es la
clasica explicacion de los coloides en suspension. Esta se basa en el equilibrio
entre las fuerzas opuestas de repulsion electrostatica y atraccion tipo van der
Waals y explica por qué algunos coloides se aglomeran mientras que otros no lo
hacen. Cuanto mayor es, en valor absoluto, mayor es la carga de la particula, por
lo que a medida que disminuye el potencial Z las particulas pueden aproximarse
aumentando la posibilidad de una colision y viceversa, en la figura 18 se muestra
una representacion esquematica del potencial z de un coloide con carga negativa
(Swarbrick, 2007).
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Figura 18. Ejemplo del potencial zeta con un coloide con carga negativa (Malvern-
Instruments, 2004).

El potencial zeta de una dispersion puede ser medido gracias a la aplicacion de un
campo eléctrico a través de ella. El equipo utilizado emplea la dispersion de luz
dinamica basada en la dispersion electroforética de las particulas dentro de la
celda. El cambio de frecuencia en la incidencia de un rayo laser causado por el
movimiento de estas particulas se mide como la movilidad de las mismas y ésta
movilidad es transformada a potencial zeta usando la teoria de Smoluchowski, que
es la ecuacion de evolucion temporal de la densidad de probabilidad en el espacio
de fases del movimiento browniano de una particula inmersa en un potencial
(Honary & Zahir, 2013).

La determinacion del potencial zeta se llevé a cabo en un Zetasizer Nano S® ZS90
Malvern, el equipo hace 3 mediciones de 12 ciclos cada una. El potencial zeta se

mide utilizando una combinacién de las técnicas de medicion: Electroforesis y
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Velocimetria por Laser Doppler, a veces llamado Electroforesis Doppler con Laser.
Este método mide la rapidez con que una particula se mueve en un liquido cuando

se aplica un campo eléctrico, es decir, su velocidad (Malvern-Instruments, 2004).

Tabla 5. Resultados de la medicién de potencial zeta de la microemulsion del lote
3.

Lote Potencial zeta (mV)
3 -0.0197
0.0092
-0.0778
x=-0.0294

Una vez que conocemos la velocidad de la particula y el campo eléctrico aplicado
podemos, utilizando otras dos constantes conocidas de la muestra (viscosidad y
constante dieléctrica) calcular el potencial zeta. Los resultados de la determinacion

del potencial zeta se muestran en la tabla 5 y en la figura 19.
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Figura 19. Distribucion del potencial zeta de la microemulsion del lote 3.
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Tabla 6. Valor de potencial zeta de cada uno de los picos por separado para el lote

3.
Pico Promedio (mV) Area (%)
1 -6.38 86.2
2 39.8 13.8

El promedio de la determinacion de potencial zeta estimada por el equipo es de -

0.0294 mV, pero como se puede observar en la figura 19 se muestran dos picos,

en otras palabras dos potenciales zeta que se registraron durante la prueba, por lo

tanto se determiné el potencial zeta de la microemulsién sin farmaco para

observar si los componentes de esta presentaban algun pico y poder descartarlo

de la medicion del potencial zeta de la microemulsion del lote 3. En la tabla 7 y la

figura 20 se muestran los resultados de la determinacion del potencial zeta de la

microemulsion sin farmaco.

Tabla 7. Resultados de la medicién de potencial zeta de la microemulsién sin

farmaco.

Potencial zeta (mV)

-0.097

0.114

-0.500

x=-0.161
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Figura 20. Distribucion de potencial zeta de la microemulsion sin farmaco.

Como se puede observar en la figura 20 y en la tabla 7, la microemulsién sin
farmaco presenta un valor promedio de potencial zeta de -0.161 mV, debido a que
la microemulsién esta formada por un tensoactivo no iénico, esto quiere decir que
el coloide es neutro ya que no tiene una carga eléctrica formal en la superficie del

glébulo.

Por el contrario en el caso de la microemulsion con farmaco, presenta dos picos
como se muestra en la tabla 6 esto debido a que la microemulsion tiene un pH de
5.14, el clotrimazol tiene dos pka 4.70 y 6.02, por lo tanto al ser el clotrimazol una
base débil se encuentra protonado adquiriendo carga positiva, pero a pesar de
esto se encuentra disuelto dentro del glébulo que es practicamente neutro. Los
dos picos de respuesta pertenecen respectivamente a los componentes de la
microemulsion, en la tabla 6 se muestran los valores de cada pico por separado,
con un potencial zeta de -6.38 mV y otro con menor area del farmaco disuelto en
la fase acuosa que fue afectado por el campo eléctrico aplicado con un valor de

potencial zeta de 39.8 mV.

Pese a esto no se presentaron agregados, coalescencia o separacion de fases,
debido a que las microemulsiones son sistemas termodinAmicamente estables, es

decir esta en su estado de menor energia o equilibrio quimico con su entorno, por
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eso se mantiene inalterada por un periodo prologado de tiempo
independientemente del potencial zeta que posea el sistema, en este caso se
determind el potencial zeta Unicamente como un pardmetro de referencia para
verificar que el los materiales usados en la formulacién no presentan cargas
eléctricas, ni hay presencia de iones libres en la microemulsion. Cabe recordar

que el tensoactivo usado es de naturaleza no idnica.

Esto es debido a que la dindmica en una microemulsion no esta determinada por
las cargas eléctricas presente en ella, ya que estas se organizan a si mismas en
un proceso de agregacion y desintegracion que opera simultaneamente. En este
proceso existe un intercambio dinamico de materia entre la fase dispersa que
ocurre continuamente resultando en un equilibrio en general (Bardhan, et al.,
2014). Es por esto que se dice que las microemulsiones son termodinamicamente

estables.

En el trabajo realizado por (Sindhu, et al., 2018) para una microemulsién con
Duloxetina, obtuvieron un potencial zeta de -25.8 mV, este valor es diferente al
obtendio en este trabajo debido a que la formulacién y el principio activo son de
naturaleza diferente, sin embargo en ambos se demuestra que la estabilidad
termodinamica propia de la microemulsion no se afecta por el potencial zeta

presente en el sistema.

Se eligid la espectrofotometria UV-VIS como el método de cuantificacion para
clotrimazol. Considerando que el clotrimazol es un farmaco hidr6fobo, se necesita
una gran cantidad de medio acuso para disolver una pequefia cantidad de farmaco
por lo tanto se busco un tensoactivo que facilitara que el clotrimazol se disolviera
para poder ser cuantificado, ya que utilizar un de solvente se descarté ya que al

ser volatiles la concentracion variaria dando resultados poco confiables.

Se utilizé6 Gelucire® como tensoactivo para mejorar la solubilidad del farmaco en
un medio acuoso. Los Gelucires® son glicéridos de polietilenglicol (PEG)

compuestos de mono, di y triglicéridos y mono y di esteres de PEG.
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De acuerdo a Antunes et al. 2012, son excipientes anfifilicos cerosos semisélidos
con propiedades tensoactivas que espontdneamente forman una fina dispersion o
emulsiéon al contacto con el agua. Las diferentes variedades de Gelucire® son
caracterizadas por un rango de punto de fusion y balance hifrofilico-lipofilico
(HLB). En este caso se utilizé Gelucire® 44/14 al 3%, al encontrarse en una fina
dispersion mejora la solubilidad en agua del farmaco evitando utilizar solventes
organicos como medio de disolucion y forma una solucion suficientemente
translucida para utilizar un método espectrofotométrico de cuantificacion (Antunes,
et al., 2012).

En primer lugar se obtuvieron los espectros de absorcion de los medios utilizados
con y sin farmaco, los cuales se incluyen en el anexo 1 junto con los valores de los
coeficientes de absortividad respectivos que se obtuvieron para realizar las curvas
de calibracion para ambos métodos. El espectro de absorcion es Unico para cada
sustancia y permite identificarla. En la literatura se encontré reportado el espectro

de absorcién para clotrimazol en metanol, figura 21.

L 1
200 225 260 275 300 325 350 375 400

Figura 21. Espectro de absorcion de clotrimazol en metanol, (Moffat, et al., 2011)

A pesar de que el medio es diferente al utilizado en la literatura, el espectro de
absorcion es parecido y para ambos métodos analiticos, presenta su maximo de

absorcion a 261 nm, como se muestra en el anexo 1, con respecto al maximo
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reportado en la literatura que es de 260 nm. El espectro muestra dos picos
méaximos para ambos medios, pero debido a que el primer maximo muestra un
pico angosto, se eligio el maximo a 261 nm ya que el pico de este maximo es mas
ancho por lo tanto puede presentar menos variacion entre lecturas y por tanto
menor error a diferencia del primer pico, los barridos espectrofotométricos se

muestran en el anexo 1.

La curva de clotrimazol en solucién de FVS-Gelucire® 44/14 al 3% y la curva de
clotrimazol en solucién de FVS-Gelucire® 44/14 al 3% p/v y muestra de tejido
vaginal se leyeron a una longitud de onda de 261 nm, debido a que este fue el
maximo de absorbancia registrado en ambos casos aunque el coeficiente de
absortividad, para el segundo método, el cual estuvo en contacto con tejido
vaginal, presenta un valor de 15.335 g/mL*cm mientras que el coeficiente de
absotividad para el método uno es de 20.337 g/mL*cm, esta disminucion es
debida a que el medio al entrar en contacto con el tejido disuelve las sustancias
presentes en la superficie interna de la vagina (sales, azucares, proteinas, etc.)
saturando la solucién y disminuyendo la absortividad del clotrimazol. En el anexo 3
se muestra detalladamente las propiedades fisicoquimicas de cada reactivo

utilizado.

Se prepararon curvas de calibracion para estimar la concentracion de las
muestras analiticas con wuna variacion aceptable (£ 2% para métodos
espectrofotométricos y 5% para fluidos biolégicos de acuerdo a la FEUM 11°
edicion).

En el anexo 2 se muestran las concentraciones y sus absorbancias
correspondientes, asi como sus parametros estadisticos para ambos métodos:
desviacion estandar (Desv. Est.), coeficiente de determinacion (r?), coeficiente de

variacion (C.V.), ordenada al origen (b) y la pendiente (m).

Con respecto al andlisis estadistico podemos observar que en ambas curvas de
calibracion se obtuvo una r? mayor a 0.98 lo cual indica que los valores

experimentales se ajustan a una linea recta ya que el valor de r? es cercano a 1
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(0.999 para ambos métodos). De igual forma el porcentaje de C.V. es aceptable ya
que los valores obtenidos utilizando un método espectrofotométrico son menores a
2 y 5% respectivamente, lo cual indica que la dispersion de datos en la curva de

calibracion no es significativa.

También se incluyen los resultados de las pruebas de analisis de varianza y
prueba de intercepto para evaluar la linealidad de los sistemas y demostrar que la
respuesta analitica es directamente proporcional a la cantidad o concentracién del
analito presente en las soluciones analizadas. Para ambos métodos se puede
observar que existe una relacion lineal entre la concentracion del clotrimazol y su
absorbancia; la prueba de intercepto determina si el ruido o error producido por el
equipo es minimo o aceptable para que este no produzca una interferencia en las
lecturas y por lo tanto en el resultado analitico, para ambos casos

estadisticamente el intercepto es igual a cero.

En el anexo 2 también se muestran los resultados de la validacion parcial de

ambos métodos en donde se analizaron los siguientes aspectos:

Especificidad, establece que ninguna sustancia interfiera en la respuesta del
analito, conocidas estas, solas o combinadas a la muestra para evaluar su

respuesta bajo las mismas condiciones de andlisis.

Linealidad del sistema, asegura que los resultados obtenidos directamente o por
medio de una transformacién matemética definida, son proporcionales a la

concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado.

Precision, es el grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una

muestra homogénea del producto o de una referencia.

Exactitud, concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor

de referencia.
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Limite de deteccidn, concentracion minima del analito en una muestra que puede
ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de
operacion establecidas.

Limite de cuantificaciébn, concentracion minima del analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de

operacion establecidas (Secretaria-de-Salud, 2014).

Como se puede observar en el anexo 2 para ambos métodos cumplen los criterios
de aceptacion descritos para cada una de las pruebas mencionadas
anteriormente, con lo cual se puede decir que los métodos analiticos desarrollados

para la cuantificacion de clotrimazol arrojaran datos confiables.

Una vez que se obtuvieron métodos analiticos confiables, se llevaron a cabo
estudios de liberacion in vitro y ex vivo. En primer lugar se realizé6 un perfil de
liberacién in vitro para determinar el tipo de liberacion de farmaco que se lleva a
cabo desde la microemulsion y determinar en base a los resultados el modelo
matematico que se ajuste y explique este fenbmeno, en este caso se compararon
la microemulsion del lote 3 que contiene 10 mg de CLOT y una solucion de CLOT

de concentracion similar a la microemulsion.

Se realizaron estos estudios empleando un sistema de membranas de difusion o
bolsas de didlisis, utilizando tubos de membrana de celulosa en donde se afadi6
un volumen de 2 mL tanto de soluciéon de CLOT como de la microemulsién, ambas

se mantuvieron en condiciones “sink” durante el estudio.

Se consideran condiciones “sink” cuando se mantiene la concentracion del
farmaco en el medio de disolucién por debajo del 15% del valor de solubilidad de
este. Si el farmaco de estudio es poco soluble en agua es aceptado el uso de de
solventes organicos o de agentes solubilizantes en el medio de disolucidon para

mantener las condiciones “sink”.

Para corroborar que el estudio se llevd a cabo bajo condiciones “sink”, se

determind el valor de solubilidad del CLOT en el medio de disolucion (FVS-
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Gelucire® al 3%). En la tabla se puede observar el valor de solubilidad del

clotrimazol en el medio a diferentes temperaturas.

Las bolsas de dialisis se colocaron en frascos de vidrio con tapa de baquelita cada
una, a los cuales se agregaron 30 mL del medio como se muestra en la figura 22,
para mantener condiciones “sink” (solubilidad <15%), estos frascos se
mantuvieron a 37°C durante toda la prueba y en agitacion perpendicular, teniendo
como medio de liberacién fluido vaginal simulado con Gelucire® 44/14 al 3% con
pH de 4.5.

Tabla 8. Solubilidad de Clotrimazol en FVS-Gelucire® al 3%.

Temperatura Solubilidad (mg/mL) Promedio (mg/mL)

20 °C 0.815 0.804
0.792
0.805

37 °C 1.025 1.012
1.018
0.994

Figura 22. Modelo de bolsas de dialisis utilizado para la disolucion.
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Para mantener las mismas condiciones en la disoluciéon se adiciondé un agente
tensoactivo al medio de disolucién (Gelucire® 44/14 al 3%). Como se observa en
la tabla 8 la determinacién de la solubilidad se llevé a cabo a dos temperaturas a
20°C (temperatura ambiente) y 37 °C (temperatura corporal), como es bien sabido
al calentar una solucién, en la mayoria de los casos, la solubilidad aumenta con un
aumento de la temperatura, por lo que el exceso de soluto se disuelve en la
solucién, como se puede ver en la tabla 8 se pudo obtener una solucién mas

concentrada al calentar la solucion.

Los graficos 1, 2 y 3muestan los resultados obtenidos en los perfiles de liberacion,
s6lo se muestran las primeras 8 horas de liberacion ya que después de estas el
Gelucire® utilizado en el medio se enturbia impidiendo obtener una respuesta
espectrofométrica confiable después de dicho tiempo, dentro y fuera de la

membrana utilizada para la disolucion.
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Grafico 1. Perfil de difusion para la solucion de clotrimazol, en fluido vaginal

simulado-Gelucire® al 3% pH= 4.51.
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Gréfico 2. Perfil de liberacion del clotrimazol a partir de la microemulsion, en fluido
vaginal simulado-Gelucire® al 3% pH=4.51.
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Grafico 3. Comparaciéon de los valores promedio de los perfiles de liberacion del
clotrimazol a partir de lamicroemulsién y la difusién solucion de clotrimazol en

fluido vaginal simulado-Gelucire® al 3% pH 4.51.
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Se puede observar en el grafico 1 en los primeros minutos de la prueba se lleva a
cabo una fase de liberacion rapida la cual va disminuyendo su velocidad conforme
aumenta el tiempo, en total al final de la prueba se liber6 alrededor del 60% de la
cantidad total. Debido a que el medio de disolucion se enturbia por la naturaleza
oleosa del Gelucire® drasticamente después de las 8 horas, no se pudieron tomar

muestras después de este tiempo ya que los resultados eran poco confiables.

En el gréfico 3 se muestran los valores promedio para cada perfil de liberacion
respectivamente, se puede observar que el comportamiento de la liberacion de la
microemulsion es diferente al de la solucion de clotrimazol, ademas de que al final
de la prueba se liberé una cantidad cercana al 100% del farmaco contenido en la
microemulsion. En el anexo 4 se muestran detallados los valores obtenidos

durante ambos estudios de liberacion.

Al comparar los perfiles obtenidos de los gréficos 1 y 2 puede observarse una
diferencia entre el porcentaje de farmaco liberado a partir de la bolsa de dialisis al
medio de disolucion. También se puede observar que alrededor del 50% del
farmaco ha sido liberado a las 2 horas mientras que en la solucion el 50% del

farmaco se libera a las 7 horas del estudio.

De acuerdo a lo anterior se puede deducir que la inclusién de clotrimazol en una
microemulsion mejora el perfil de liberacion en comparacion con una simple
solucion de concentracibn semejante ya que esta solo difunde a través de la
membrana, esto debido la composicion de la formulacion, el cual facilita su paso a
través de la membrana de celulosa utilizada al medio de disolucion. Se contempld
utilizar otro tipo de membrana pero se decidi6 continuar con los estudios de

permeacion y analizar los resultados obtenidos por esta técnica.

Para poder determinar o predecir el mecanismo de liberacién in vitro de los datos
obtenidos de los perfiles de liberacion se trataron de acuerdo al modelo semi-
empirico del Korsmayer- Peppas conocido también como ley de la potencia, cuya

formula matematica es:
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Mt P

M,
Donde k es una constante que incorpora caracteristicas estructurales y
geométricas del mecanismo y n, es el exponente de liberacion, indicando de
acuerdo al valor numérico que tome, cual es el mecanismo de liberacion que
ocurre, Mt es la cantidad de farmaco liberada al tiempo t y M, es la cantidad

maxima liberada.

En este modelo se describe la liberacion de farmacos desde matrices con
diferente formas geométricas, el valor de n caracteriza el mecanismo de liberacion

del farmaco como se describe en la tabla. Para conocer el valor de n en un estudio

de liberacién % debe ser menor o igual al 70% de la cantidad total liberada

o)

durante el estudio. Si n = 0.5 el mecanismo de transporte es una difusion Fickiana
y el tipo de liberacion es dependiente del tiempo (Suvakanta, et al., 2010). El tipo
de mecanismo de liberacion de acuerdo al valor de n que se obtenga se muestra

en la tabla 9.

Tabla 9. Interpretacion de los mecanismos de liberacién de difusion.

Valor de n Mecanismo de Velocidad en funcion
liberacién del tiempo
0.5 Difusion Fickiana t=05
05<n<1 Difusion no Fickiana t1
n=1 Transporte caso I Liberacion de orden
cero
<1 Transporte super caso t~1
I

En los graficos 4, 5y la tablas 10, 11 se muestran los datos obtenidos de acuerdo

a la ecuacion de Korsmayer- Peppas tanto para la solucién con clotrimazol como

para la microemulsién respectivamente.
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Tabla 10. Valores de r? y n obtenidos de la ecuacién de la recta respectiva de cada

sistema para la solucion con clotrimazol.

Sistema r2 N
Soluciéon 1 0.9967 0.5363
Solucién 2 0.9925 0.5598
Solucién 3 0.9949 0.5377
Promedio 0.9947 0.5446
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Gréfico 4. Modelo de Korsmayer- Peppas aplicado a las soluciones con clotrimazol

Tabla 11. Valores de r? y n obtenidos de la ecuacién de la recta respectiva de cada

sistema para la microemulsion con clotrimazol.

Sistema r n
ME 1 0.9942 1.1084
ME 2 0.9946 0.9118
ME 3 0.9982 0.7132

Promedio 0.9956 0.9111
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Grafico 5. Modelo de Korsmayer- Peppas aplicado a las microemulsiones con

clotrimazol.

Como se puede observar en las tablas para la solucion de clotrimazol se obtuvo
un valor promedio de n de 0.5446, el cual es mayor a 0.5 por lo tanto no puede
considerarse que en la solucién de clotrimazol se lleve a cabo una difusion tipo
Fickiana pero si una difusion andmala ya que el valor experimental de n se

encuentra entre 0.5y 1.

Para los valores de n de la microemulsién se obtuvo un valor promedio de 0.9111
queal igual que en la solucion con el farmaco se puede decir que se lleva a cabo

un mecanismo de transporte anémalo o no Fickiano.

La difusibn anémala es un proceso de difusién con una relacién no lineal con el
tiempo en contraste con un proceso de difusion tipico. Como se puede observar
en el grafico 3 la microemulsidén presenta este tipo de comportamiento claramente
ya que no se observa una relacion lineal del porcentaje liberado con respecto del
tiempo, mientras que en la solucion con clotrimazol al principio de la prueba tiene
un comportamiento mas lineal después de las dos primeras horas de estudio, por
eso el valor de n para la solucion es bastante cercano a 0.5 que es el valor que

describe un mecanismo de difusion Fickiana.
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Con el fin de profundizar en el mecanismo de liberacion del principio activo, se ha
realizado un ajuste de los datos de liberacion a distintos tipos de cinéticas (orden
1, orden 0).

Los mecanismos de liberacién de orden cero se consideran como el mecanismo
ideal de liberacion que los farmacos deberian seguir. Esta entrega ideal es
particularmente importante en ciertas clases de medicamentos, como antibioticos,

antihipertensivos, medicamentos para el corazén y antidepresivos.

La cinética de liberacion de orden cero se refiere al proceso de liberacion de
farmaco constante desde un medicamento o dispositivo de administracion. En su

forma més simple, liberacion de orden cero puede ser representado como:

Q: = Qo+ kot

Donde Qt es la cantidad de farmaco disuelto en el tiempo t, Qo es la cantidad
inicial de farmaco en la solucién (la mayoria de veces, Qo= 0) y Ko es la constante
de liberacion de orden cero expresada en unidades de concentracion / tiempo
(Suvakanta, et al., 2010) (Singhvi & Singh, 2011).

Mientras que para un mecanismo de liberacion de primer orden la liberacion del
farmaco que sigue una cinética de primer orden se puede expresar por la

ecuacion:

LnQ=Ln Qo - kat

Donde Qo es la concentracion inicial del farmaco, ki1 es la constante de liberacion
de primer orden y t es el tiempo. Los datos obtenidos se representan graficamente
como Ln del porcentaje acumulado de farmaco, que queda en funcién del tiempo
que produciria una linea recta. Este mecanismo de liberacion es el que siguen la
mayoria de los farmacos al ser entregados desde un medicamento (Singhvi &
Singh, 2011).
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En los graficos 6, 7, 8, 9 asi como en las tablas12 y 13 se muestran los valores de
r’y las constantes de liberacion obtenidos para orden 0 y primer orden, los valores

utilizados se muestran con detalle en el anexo 4.
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Grafico 6. Modelo de cinética de orden cero aplicada para resultados obtenidos de

los perfiles de liberacidén de clotrimazol en solucion.
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Grafico 7.Modelo de cinética de orden cero aplicada a los resultados obtenidos de

los perfiles de liberacion de clotrimazol a partir de la microemulsion.
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Tabla 12. Valores de r? y de las constantes de orden cero obtenidos de la

ecuacion de la recta respectiva de cada sistema para la solucién con clotrimazol y

la microemulsion.

Sistema r2 Ko
Sol. con clotrimazol 0.9958 1.9826
0.9972 2.1019
0.9916 2.1675
Promedio 0.9948 2.0840
ME con clotrimazol 0.9065 3.5165
0.8985 3.4948
0.9405 3.4662
Promedio 0.9151 3.4925
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Grafico 8. Modelo de cinética de primer orden aplicado para resultados obtenidos

de los perfiles de liberacion de clotrimazol en la solucion.
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Gréfico 9. Cinética de primer orden aplicado para resultados obtenidos de los

perfiles de liberacion de clotrimazol a partir de la microemulsion.

Tabla 13. Valores de r? y de las constantes de primer orden obtenidos de la
ecuacion de la recta respectiva de cada sistema para la solucion con clotrimazol y

la microemulsion.

Sistema r2 K1
Sol. con clotrimazol 0.9948 -0.0014
0.996 -0.0015
0.9818 -0.0017
Promedio 0.9908 -0.00153
ME con clotrimazol 0.9949 -0.0063
0.9918 -0.0072
0.9996 -0.0059
Promedio 0.9954 -0.0064

Al comparar los datos obtenidos de las tablas de la cinética de orden cero y la

cinética de primer orden para la solucion de clotrimazol y la microemulsion con
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clotrimazol, se puede determinar a que cinética se ajustan al comparar el valor de
r’, ya que este describe que tanto se ajustan los datos a una linea recta, por lo
tanto para la solucién de clotrimazol se tiene un valor promedio de r?> de 0.9948

para orden cero y un valor de r? de 0.9908 para la cinética de primer orden.

Aunque para ambas cinéticas se tiene un valor de r? aceptable y como se puede
observar en los graficos 6 y 8 los datos se ajustan a una linea recta; por lo tanto
para elegir a que modelo se ajustan mejor los datos, el modelo que tenga un valor
de r’ mas cercano a 1 es la que se elige, ya que es en la que se ajustan mejor los
datos graficados y por lo tanto la que describe mejor el fendmeno que se lleva a

cabo experimentalmente.

Por lo tanto la solucion de clotrimazol sigue una cinética de liberacion de orden
cero, es decir, es un proceso de liberacion constante desde su lugar de origen, en
este caso la solucién de clotrimazol dentro de la bolsa de dialisis, la cual difunde
de manera constante al medio lo cual se puede apreciar en el grafico 1, esto es
dependiente del tiempo, ya que el farmaco tiene que difundir de una solucién
concentrada (el interior de la bolsa) a una solucion menos concentrada (el medio
de disolucion) la cual aumentara conforme aumente el tiempo del estudio, en este
caso debido a que el medio impedia prolongar el estudio mas de 8 hora no se
puede observar el comportamiento de la cinética cuando se haya liberado mas del

60 % de la cantidad total de clotrimazol.

Para la microemulsién con clotrimazol se obtuvo un valor promedio de r? para la
cinética de orden cero de 0.9151 y para la cinética de orden uno se tiene un valor
de r? de 0.9945. En el caso de la microemulsién presenta un mejor ajuste al
modelo de primer orden, en este caso se puede notar en el grafico 7 que los datos
no tienen un buen ajuste lineal, mientras que para el modelo de primer orden si se

presenta un buen ajuste a una linea recta.

Por lo que la liberacién de clotrimazol a partir de la microemulsién sigue una
cinética de liberacion de primer orden, es decir, que la velocidad con la que
difunda el farmaco de la bolsa de dialisis al medio depende de la concentracion en
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la bolsa de dialisis, mientras mayor sea la concentracion mayor sera la velocidad
con la que difunda al medio. Esto se puede observar en el grafico 2 ya que se
observa que el farmaco es liberado rapidamente al principio y dicha velocidad

decrece conforme disminuye la cantidad de farmaco en la bolsa de dialisis.

Al comparar las constantes de liberacion para la solucién de clotrimazol y la
microemulsion, tanto en orden cero como en primer orden, la constante de
liberaciobn es mas grande para la microemulsién, ya que como se muestra en el
grafico 3 la liberaciéon del farmaco desde la microemulsion al medio de disolucién

es mayor con respecto a la solucion de con el farmaco.

En los graficos 10 y 11 se muestran los perfiles de pérmeacion en tejido vaginal de
cerda obtenidos para la solucion de clotrimazol y la microemulsion con clotrimazol
para una mejor comparacion. Aqui se puede notar que la cantidad de clotrimazol
permeada y la velocidad de permeacion es mucho menor con la solucion que en el
caso de la microemulsién y en cuanto a cantidad permeada es menor para la
solucién en relacion a la microemulsion. Los resultados detallados se muestran en

el Anexo 5.

Estos resultados son similares con los obtenidos por Bachhav & Patravale, 2009,
para una formulacion con clotrimazol, en la cual primero se observa una
permeacion rapida del activo al medio de receptor y despues de tres horas la
liberacion se hace constante hasta el final del tiempo de estudio (12 horas) donde
se alcanza a liberar casi en su totalidad el principio activo. La diferencia es que

para este trabajo el tiempo del estudio fue de 8 horas.

De igual manera que en el estudio in vitro la prueba de permeacién tuvo un tiempo
de estudio de 8 horas, ya que el medio presenta una matriz mas compleja al haber
tenido contacto con la superficie interna de la vagina, presentado problemas de
turbidez poco después de las 8 horas, pero mostrandose en ambos casos una

mejoria en la permeacién con respecto a la solucion.
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Gréfico 10. Perfil de permeacion del clotrimazol en solucién de FVS-Gelucire® al
3% plv.
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Grafico 11. Perfil de permeacién del clotrimazol en una microemulsién como
vehiculo
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Grafico 12. Comparacion de los perfiles de permeacion del clotrimazol en una

microemulsion (cuadrado) y en solucion de FVS-Gelucire® al 3% p/v (rombo).

Los modelos ex vivo se han usado para predecir la penetracion de farmaco a
través de la barrera vaginal mediante el uso de tejido vaginal, ya sea humano o
animal (Machado, et al., 2015). Al final de la prueba se hicieron cortes en el tejido
vaginal como se muestra en la figura 23 y se extrajo el clotrimazol retenido. En la

tabla se muestra el clotrimazol extraido del tejido vaginal al final de la prueba de

permeacion.

Figura 23. Cortes realizados al tejido vaginal de cerda para la extraccion de

clotrimazol.
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Tabla 14. Resultados obtenidos de la extraccion de clotrimazol en tejido vaginal

para cada permeacion.

CLOT retenido en el tejido | Concentracion (ug/mL) Cantidad (ug)
6.0625 303.125
Solucién 4.8125 240.625
9.1875 459.375
Promedio 6.6875 334.375
Microemulsién 12.9375 646.875
11.0625 553.125
9.8125 490.625
Promedio 11.2708 563.541
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Grafico 13. Comparacion de la cantidad promedio de farmaco retenido en el tejido

vaginal.

Para extraer el farmaco retenido en el tejido vaginal se secciono realizando varios
cortes en el mismo como se muestra en la figura 23 y se dej6 en medio de

disolucién por 24 horas para posteriormente cuantificarse.

Como puede observarse en el grafico 13 y en la tabla 14, la cantidad de
clotrimazol retenido en el tejido vaginal con la microemulsibn es mayor que la

cantidad extraida del tejido que estuvo en contacto con la soluciéon, esto debido a
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que la microemulsion tuvo mayor facilidad de permear el tejido vaginal que la
solucién, con lo que se confirma que gracias al tamafio de glébulo tan pequefio y
la formulacion de la microemulsion facilita el paso de activos a través de

membranas sintéticas o biologicas.

El propdsito de verificar la permeacion del clotrimazol desde la microemulsion es
evaluar la cantidad de farmaco que cruza la membrana y que cantidad queda en

el lumen vaginal, asi como en el tejido vaginal.

Debido a que se prevé gque esta formulacion sea incluida en un gel bioadhesivo
que provea un efecto antifingico local que ayude a aliviar las molestias
provocadas por una infeccion vaginal; si permea el farmaco en su totalidad la
cantidad biodisponible en el lumen no serd la necesaria para tener un efecto

terapéutico.

En este caso al solo evaluar la microemulsién, la cantidad permeada es
considerable ya que la formulacion se encontraba en contacto directo con el tejido

vaginal.

Esto indica que la microemulsién facilité la permeacién del clotrimazol a través del
tejido vaginal de cerda ya que el tamafio de glébulo y la composicién de los
glébulos en la microemulsién estan favorecen la permeacidon de manera
significativa con respecto a la solucion, en la que también hay presencia de
tensoactivo (Gelucire®) el cual interactia y altera las membranas celulares
facilitando el paso del farmaco. Por lo tanto el factor que potencia la permeacion

en este caso es el tamafio de glébulo de la microemulsién.
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Se puede observar en la tabla 15 que el flujo del estado estacionario, coeficiente
aparente de permeabilidad y la cantidad total permeada son mayores para la
microemulsion a comparacién de los resultados obtenidos para la solucion,
reafirmando lo que se ha dicho anteriormente y que la microemulsion mejora la
permeacion del farmaco en el tejido vaginal de cerda utilizado como se puede ver
en el gréfico 12, por lo tanto para que la microemulsion provea un efecto
terapéutico satisfactorio es necesario incluirlo en la matriz polimérica de un gel que
actué como reservorio en el lumen vaginal evitando que la microemulsion pueda
ser eliminada por el recambio continuo del fluido vaginal y por escurrimientos

causados por efecto de la gravedad.

Tabla 15. Comparacién de los parametros de permeacion obtenidos para la
solucién y la microemulsion: Flujo del estado estacionario (Jss), coeficiente

aparente de permeabilidad y cantidad total permeada (Q).

Jss (ug/cm?*h) Papp Q (ug/cm?)
Solucién 120.1575 0.1197 961.26
Microemulsién 154.4149 0.1544 1235.32
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VIII.

Conclusiones

Se preparé y caracterizé una microemulsion O/W conteniendo clotrimazol
como principio activo y constituida por palmitato de isopropilo, Tween® 80-
etanol (1:1) y agua.

Se confirmd la formacion de la microemulsion ya que esta presenté un
tamafio de globulo de 12 a 14 nm, ademas de que no presentd una
separacion de fases al someterla a centrifugacion y cambios de
temperatura.

Se desarrollaron dos métodos analiticos para cuantificar clotrimazol que
demostraron ser confiables cumpliendo con los pardmetros de validacion
propuestos.

Se realizaron estudios in vitro y ex vivo en los cuales se compararon los
resultados obtenidos entre la microemulsion del lote 3 (1 mg de clotrimazol/
mL de microemulsion) y una solucidon con clotrimazol de concentracion
similar, demostrandose que la adicion de clotrimazol en la microemulsion
favorece de farmaco el paso del a través de una membranas de celulosa y

a través de tejido vaginal de cerda.
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Perspectivas.

Incluir la microemulsion con clotrimazol en una matriz semisdlida, como un
gel, que pueda presentar propiedades mucoadhesivas y permita aumentar
su tiempo de residencia en la vagina.

Levar a cabo estudios microbiolégicos para comprobar la eficacia fungicida
de la formulacion propuesta.

Incluir agente promotores que mejoren o faciliten la permeacion de los
globulos de la microemulsion en el tejido vaginal.

Reducir la cantidad de Gelucire® adicionada para evitar que el medio se
enturbie para realizar un estudio de disolucion a 12 horas o cambiar el
tensoactivo utilizado.

Realizar la validaciébn completa del método analitico.
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Anexo 1. Espectros de absorcidon y coeficiente de absortividad.

a) Barrido de Clotrimazol en solucién de Fluido vaginal simulado-Gelucire®
44/14 al 3% p/v; medio de disolucibn como blanco.

2.5

15

Absorbancia
=

M B
N

0
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Longitud de onda (A)

Sistema Amax(nm) | Amax(nm) € (g/mL*cm)
Clotrimazol en FVS- Gelucire® 44/14 235 261 20.337
al 3%

b) Barrido de Clotrimazol en solucion de Fluido vaginal simulado-Gelucire®

44/14 al 3% p/v y muestra de tejido vaginal; medio de disolucibn como

blanco.
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Sistema Amax(nm) | Amax(nm) | € (g/mL*cm) a 261
nm
Clotrimazol en FVS- Gelucire® 44/14 al 229 261 15.335

3% y muestra de tejido vaginal

c) Barrido del Fluido vaginal simulado, Fluido vaginal simulado-Gelucire®

44/14 al 3%, Fluido vaginal simulado y muestra de tejido vaginal y Fluido

vaginal simulado-Gelucire® 44/14 al 3% y muestra de tejido vaginal.

3

N

\

Absorbancia

BN

o\

Ol‘

200 220 240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (A)

360 380 400

= F\/S-gelucire3%

= F\/S-Gelucire 3% y

FVS

muestra de tejido
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Anexo 2. Curvas de calibracion.

a) Resultados de la curva de calibracion de clotrimazol en Fluido vaginal
simulado-Gelucire® 44/14 al 3%.

Conc.(ug/mL) Abs. A/C Promedio| Desv Est | %CV
22.4 0.048 0.00214 |0.002083 | 0.000052 | 2.47
22.4 0.046 0.00205
22.4 0.046 0.00205
44.8 0.098 0.00219 |0.002158 | 0.000052 | 2.39
44.8 0.098 0.00219
44.8 0.094 0.00210
134.4 0.275 0.00205 |0.002068 | 0.00002 0.95
134.4 0.279 0.00208
134.4 0.28 0.00208
224 0.47 0.00210 |0.002119 | 0.000022 | 1.06
224 0.48 0.00214
224 0.474 0.00212
313.6 0.655 0.00209 | 0.00209 | 0.000018 | 0.84
313.6 0.65 0.00207
313.6 0.661 0.00211
403.2 0.846 0.00210 |0.002097 | 0.000015 | 0.71
403.2 0.839 0.00208
403.2 0.851 0.00211

Prom. 0.00210
Desv. Est. 0.00004
%CV 1.95187
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b) Resultados de la curva de calibracion de clotrimazol en Fluido vaginal

simulado-Gelucire® 44/14 al 3% y muestra de tejido vaginal.

Conc Abs A/IC Promedio | Desv Est %CV
22.5 0.031 0.001378 | 0.001496 | 0.000112 7.48
22.5 0.034 0.001511
22.5 0.036 0.0016
45 0.071 0.001578 | 0.001578 | 0.000067 4.23
45 0.074 0.001644
45 0.068 0.001511
135 0.216 0.0016 | 0.001575 | 0.000027 1.44
135 0.212 0.00157
135 0.210 0.001556
225 0.358 0.001591 | 0.001576 | 0.000018 1.17
225 0.356 0.001582
225 0.350 0.001556
315 0.488 0.001549 | 0.001558 | 0.000097 0.62
315 0.494 0.001568
315 0.490 0.001556
405 0.640 0.00158 | 0.00158 | 0.000099 0.62
405 0.644 0.00159
405 0.636 0.00157

Prom 0.001561

Desv Est | 5.52E-05

%CV 3.539287
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c) Curva de calibracion de clotrimazol en fluido vaginal simulado-Gelucire®

44/14 al 3%.

0.9

y =0.0021x + 0.0006 0
08 R?=0.9998
0.7
0.6
05

R

0.4

Absorbancia

0.3
0.2

01 .

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Conc. (ug/mL)

Andlisis de la varianza del sistema para evaluar la linealidad del sistema.
ANOVA.

- Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracion de Clotrimazol y su
absorbancia.

- Ha: Existe una relacién lineal entre la concentracién del Clotrimazol y su
absorbancia.

Criterio de aceptacion de la hipétesis.

- Si F calculada > F critica se rechaza la Ho, por lo tanto, existe una relacion
lineal entre la concentracion del Clotrimazol y sus absorbancia.

- SiF calculada < F critica se acepta la Ho, por lo tanto, no existe una relacién
lineal entre la concentracion del Clotrimazol y su absorbancia.
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Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio Razoén-F F-critica

Valor-P
Modelo 1.99276 1 1.99276 101183.48 |0.0000
Residuo 0.000472669 24 10.0000196946
Total (Corr.) |1.99324 25

Puesto que el valor P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre Absorbancia y Concentracién con un nivel de

confianza del 95.0%.
Prueba de intercepto.

- Ho: La ordenada al origen es igual a cero.
- Ha: La ordenada al origen es diferente a cero.
Criterio de aceptacion de la hipétesis.

- Si T <T critica no se rechaza Ho, por lo tanto, el intercepto es igual a

cero.
- Si T >T critica se rechaza Ho, por lo tanto, el intercepto es diferente de
cero.
Minimos Cuadrados |Estandar Estadistico |T-critica
Pardmetro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto  {0.000518858 0.00131589 0.394303 0.6968
Pendiente [{0.00209424 0.00000658372 |318.094 0.0000

Como el valor de T < T critica, Ho no se rechaza, es decir el intercepto es igual a
cero.
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d) Curva de calibracion de clotrimazol en fluido vaginal simulado-Gelucire®

44/14 al 3% y muestra de tejido vaginal.

0.7
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0.5
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y =0.0016x - 0.0009
R?=0.9997

200 250 300
Conc. (pg/mL)

350 400
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Andlisis de la varianza del sistema para evaluar la linealidad del sistema.

ANOVA.

- Ho: No existe una relacion lineal entre la concentracion de Clotrimazol y su

absorbancia.
- Ha: Existe una relacién lineal entre la concentracién del Clotrimazol y su

absorbancia.

Criterio de aceptacion de la hipétesis.

- Si F calculada > F critica se rechaza la Ho, por lo tanto, existe una relacién

lineal entre la concentracion del Clotrimazol y sus absorbancia.

- SiF calculada < F critica se acepta la Ho, por lo tanto, no existe una relacién
lineal entre la concentracion del Clotrimazol y su absorbancia.

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio| Razé6n-F F-critica
Cuadrados Valor-P
Modelo 1.78349 1 1.78349 117174.93 |0.0000
Residuo 0.000532726 35 10.0000152208
Total (Corr.) |1.78402 36
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Puesto que el valor P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, por lo tanto se
rechaza Hoy existe una relacion estadisticamente significativa entre Absorbancia y

Concentracion con un nivel de confianza del 95.0%.

Prueba de intercepto.

- Ho: La ordenada al origen es igual a cero.

- Ha: La ordenada al origen es diferente a cero.

Criterio de aceptacion de la hipétesis.

- Si T <T critica no se rechaza Ho, por lo tanto, el intercepto es igual a

- cs:?r'lc'); T critica se rechaza Ho, por lo tanto, el intercepto es diferente de
cero.
Minimos Cuadrados Estandar Estadistico | T-critica
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto |-0.000785266 0.00107213 -0.732438 |0.4688
Pendiente |0.00157525 0.00000460185 |342.308 0.0000

Como el valor de T < T critica, Ho no se rechaza, es decir el intercepto es

cero.

igual a
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e Validacion del sistema analitico 1.

Parametro

Especificacion

Resultado

Conclusion

Especificidad.

Ninguna sustancia
interfiera en la
respuesta del analito.
La respuesta del
método es debida
Gnicamente al analito

La respuesta del
método es debida
Gnicamente al
analito de interés.
(Los gréficos se
presentan en el

Conforme a la
especificacion

de estudio. anexo 1)
Linealidad del IC (B1), no debe IC (B1), Conforme a la
sistema. incluir el cero. +4.56047%105 especificacion
-4.56047x10°
r’>0.98 r’= 0. 9997
CV< 2% CV=1.956%
Precision del S S=0.00511 Conforme a la
sistema. especificacion
CV< 1.5% Cv= 1.184 %
Exactitud. CV< 3% CV= 0.589 % Conforme a la
especificacion
% de recobro: 97- 99.37 %
103% para métodos 99.80 %
guimicos o 100.42 %
espectrofotométricos. 99 29 %
99.33 %
100.63 %
Limite de deteccion r’>0.98 r?= 0. 9997 Conforme a la

(LD) y limite de
cuantificacion (LC)

tedricos.

LD= 0.01095 pg/mL

LC= 3.33671 ug/mL

especificacion
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e Validacion del sistema analitico 2.

Parametro

Especificacion

Resultado

Conclusion

Especificidad.

Ninguna sustancia
interfiera en la
respuesta del analito.
La respuesta del
método es debida
Gnicamente al analito

La respuesta del
método es debida
Unicamente al
analito de interés.
(Los graficos se
presentan en el

Conforme a la
especificacion

de estudio. anexo 1)
Linealidad del IC (B1), no debe IC (Ba), Conforme a la
sistema. incluir el cero. +1.4662x10° especificacion
-1.4662x10°
r’>0.98 r’= 0. 9997
CV< 5% CV=4.459%
Precision del S S=0.00458 Conforme a la
sistema. especificacion
CV< 1.5% CVv= 1.428%
Exactitud. CV< 3% CVv= 1.919% Conforme a la
especificacion
% de recobro: 97- 102.96 %
103% para métodos 100.43 %
quimicos o 98.17 %
espectrofotométricos. 9981 %
102.06 %
98.72 %
Limite de deteccion r’>0.98 r?= 0. 9997 Conforme a la

(LD) y limite de
cuantificacion (LC)

tedricos.

LD= 2.338 pg/mL

LC= 5.2291 pg/mL

especificacion
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Anexo 3. Propiedades de los reactivos utilizados.

Cl N
Clotrimazol. O @
N

Polvo cristalino de color blanco a palido amarillo.
1-[(2-Chlorofenil)difenilmetil]-1H-imidazol. O O
Propiedades

Peso molecular: 344.8 g/mol.

pKa: 4.70y 6.02

Naturaleza: Base débil.

Solubilidad: Ligeramente soluble en agua (3-8 mg/L a 23°C), benceno y tolueno;
totalmente soluble en etanol; soluble en acetona, cloroformo y acetato de etilo;
ligeramente soluble en éter.

Punto de fusién: 141-145 °C.

Caspofungina Pared celular fungica

1,3)-p-D-glucano J ==
sintetasa Membrana celular
del hongo
(Inhibe)

(Inhibe)
(1,3)-p-D- anosterol-14

glucano desmetilasa Ergosterol

(Inhibe)
24-metileno
dihidrolanosterol

Clotrimazol

demetilasa
Voriconazol

Figura 24. Mecanismo de accion general del clotrimazol (Bidart, 2004).
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Tween® 80.

Polioxietilen Sorbitan Monolaurato, polisorbato 80.
Liguido viscoso color &mbar.

Propiedades.

Densidad: 1.060-1.090 g/mL.

HLB: 15 aprox.

pH en dispersion acuosa 5%: 5.5-7.5

Solubilidad: soluble en agua y etanol.

Palmitato de isopropilo. O cH
3

Hexadecanoato de isopropilo. HJC/\/\/\/\\W\)I\O/L\CH

Liguido oleoso, limpido, incoloro o ligeramente amarillento.

3

Propiedades.

Es un excelente vehiculo, ya que es resistente a la oxidacion e hidrdlisis, y no se
enrancia, presentando propiedades emolientes.

Densidad: 0,850 — 0,855 g/ml
Solidifica por debajo de los 16 °C.
P.M.: 298.51 g/mol.

Solubilidad: insoluble en agua, soluble en etanol, cloroformo y éter.

Etanol.

Liquido incoloro, volatil, con un olor caracteristico y sabor picante. También se
conoce como alcohol etilico.

Propiedades.
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Punto de ebullicion: 78.3 °C.
Densidad: 0.7893 g/ml.

Solubilidad: Miscible con agua en todas proporciones, éter, metanol, cloroformo y
acetona.

Viscosidad (cP): 1.17 (a 20°C).

Gelucire® 44/14.

Lauril macrogol-32 glyceridos EP

Lauril polioxil-32 glyceridos NF

Bloque semisolido color blanco a amarillo palido.
Propiedades.

Tensoactivo no iénico, dispersable en agua, compuesto por ésteres de PEG bien
caracterizados, una pequefia fraccion de glicéridos y PEG libre.

HLB: 14.

Punto de fusién: 44°C.
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Anexo 4. Resultados obtenidos del perfil de liberacion.

a) Resultados obtenidos para la cinética de liberacion del clotrimazol en solucién.

Tiempo Cantidad pg % liberado
S1 S2 S3 S1 S2 S3
0 0 0 0 0 0 0 Lnt Mt Mt/Ma
10 89.14 113.90 101.52 4.31 5.51 4,91 230 | 449 | 474 | 4.62 0.04 | 0.06 | 0.05
20 179.24 180.19 216.86 8.67 8.71 10.49 | 3.00 | 5.19 | 5.19 5.38 0.09 0.09 0.11
30 235.52 224.10 299.33 11.39 10.84 | 14.47 | 3.40 | 546 | 5.41 5.70 0.12 0.11 0.15
40 281.33 244.67 310.38 13.60 11.83 15.01 3.69 5.64 5.50 5.74 0.14 0.12 0.16
60 340.95 327.62 395.71 16.49 15.84 | 19.14 | 409 | 5.83 | 5.79 5.98 0.17 0.16 | 0.20
90 352.95 363.90 533.43 17.07 17.60 | 25.79 | 450 | 5.87 | 5.90 6.28 0.18 0.18 | 0.27
120 476.38 450.67 614.00 23.04 21.79 | 29.69 | 479 | 6.17 | 6.11 6.42 0.24 | 0.23 0.31
180 579.33 552.67 647.43 28.01 26.72 | 31.31 | 5.19 | 6.36 | 6.31 6.47 0.29 0.28 | 0.32
240 698.00 719.90 743.24 33.75 3481 | 3594 | 5.48 | 6.55 | 6.58 6.61 0.35 0.36 | 0.37
300 783.33 806.19 866.67 37.88 3898 | 4191 | 570 | 6.66 | 6.69 6.76 0.39 0.40 | 0.43
360 920.57 944.38 1080.57 44,52 45.67 | 52.25 | 589 | 6.82 | 6.85 6.99 0.46 0.47 0.54
420 1024.95 1049.71 1165.43 49.56 50.76 | 56.36 | 6.04 | 6.93 | 6.96 7.06 0.51 0.52 0.58
480 1156.95 1182.67 1289.33 55.95 57.19 | 6235 | 6.17 | 7.05 | 7.08 7.16 0.58 0.59 0.64




Resultados obtenidos para la construccion la cinética de liberacion del clotrimazol a partir de la microemulsion.

Tiempo Cantidad pg % liberado
ME1 ME2 ME3 MEL | ME2 | ME3
0 0 0 0 000 | 000 [ 000 | Lnt Mt Mt/Ma
10 10.00 122.00 175.81 560 | 610 | 879 | 230 | 230 | 480 |5.17] 0.00 | 0.06 | 0.09
20 137.33 207.81 306.38 6.87 | 1039 | 1532 | 3.00 | 4.92 | 534 |572| 007 | 010 | 0.15
30 193.62 287.43 404.57 9.68 | 1437 | 2023 | 3.40 | 527 | 566 |6.00] 0.09 | 0.14 | 0.20
40 262.29 390.38 506.10 | 13.11 | 19.52 | 2530 | 3.69 | 557 | 597 |623| 0.3 | 0.9 | 0.24
60 475.81 637.62 63571 | 28.19 | 31.88 | 3179 | 4.09 | 617 | 646 |6.45] 023 | 031 | 031
90 679.14 855.81 868.67 | 38.96 | 4279 | 4343 | 450 | 652 | 675 | 677|033 | 041 | 0.42
120 950.52 1103.05 1060.19 | 50.18 | 55.15 | 53.01 | 479 | 686 | 7.01 |6.97| 046 | 0.53 | 051
180 1256.95 1350.29 133219 | 62.85 | 67.51 | 6661 | 519 | 7.14 | 7.21 [7.19| 0.61 | 0.65 | 0.64
240 1540.38 1647.05 1538.95 | 77.02 | 82.35 | 7695 | 548 | 7.34 | 741 |7.34| 074 | 0.80 | 0.74
300 1564.76 1695.24 171476 | 7824 | 84.76 | 8574 | 570 | 736 | 744 |745| 076 | 0.82 | 0.83
360 1737.24 1882.48 1870.57 | 86.86 | 94.12 | 9353 | 589 | 746 | 7.54 |7.53| 0.84 | 0.91 | 0.90
420 1884.95 1965.43 196829 | 94.25 | 98.27 | 9841 | 604 | 754 | 7.58 [7.58| 091 | 0.95 | 0.95
480 1916.48 1968.86 2017.90 | 95.82 | 98.44 | 10090 | 6.17 | 7.56 | 7.59 |7.61| 0.93 | 0.95 | 0.98




Anexo 5. Resultados obtenidos del perfil de permeacion de
clotrimazol.

a) Resultados obtenidos de la permeacion en tejido vaginal de la solucion de

clotrimazol.
t(min) Cantidad retirada (ug) % liberado
S1 S2 S3 S1 S2 S3
30 0 0 0 0 0 0
60 169.50 140.35 165.34 11.70 9.68 11.41
120 173.27 151.08 181.41 11.96 10.42 12.52
180 385.08 353.59 418.59 26.57 24.40 28.88
240 448.18 465.30 495.75 30.92 32.10 34.20
300 771.64 768.91 829.68 53.24 53.05 57.24
360 846.94 827.55 853.37 58.44 57.10 58.88
420 861.72 791.58 884.81 59.46 54.62 61.05
480 825.55 806.43 866.08 56.96 55.64 59.76
b) Resultados obtenidos de la permeacién en tejido vaginal de la
microemulsion con clotrimazol.
t(min) Cantidad retirada pg % liberado
ME1 ME2 MES3 ME1 ME2 MES3
0 0 0 0 0 0 0
30 370.72 716.92 284.17 7.41 14.34 5.68
60 416.92 389.85 398.45 8.34 7.80 7.97
120 1459.79 1416.27 1469.49 29.20 28.33 29.39
180 2132.27 2230.29 2258.04 42.65 44.61 45.16
240 3236.99 3295.79 3267.86 64.74 65.92 65.36
300 3451.34 3714.11 3743.21 69.03 74.28 74.86
360 3871.01 3928.88 3974.43 77.42 78.58 79.49
420 4087.13 4103.08 4050.36 81.74 82.06 81.01
480 4190.55 4292.38 4353.03 83.81 85.85 87.06
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