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RESUMEN

Introduccion: El glicerol monooleato (GMO) es un lipido polar conocido como potenciador de la permeacion de farmacos a
través de la piel; explicandose su accion, entre otros factores, por su interaccion con las bicapas fosfolipidicas de la epider-
mis; las cuales, al igual que el GMO, pueden existir en diversas mesofases liquido-cristalinas. Investigaciones anteriores han
demostrado que el GMO y sus derivados comercializados como excipientes polifuncionales, se dispersan en agua formando
mesofases liquido-cristalinas liotrépicas nanoestructuradas (NCLL) cubicas (cubosomas) o hexagonales (hexosomas); con-
siguiendo asi, por su similitud con los lipidos de la epidermis, incrementar la probabilidad de retencién corneo-dérmica y/o la
absorcion transdérmica de farmacos. Objetivo: Formular y comparar un agente antifiingico con actividad terapéutica de forma
topica con las presentaciones comerciales. Material y métodos: En este trabajo se elaboraron cristales liquidos liotrépicos
de tamafo nanométrico (NCLLs) conteniendo ketoconazol (KTZ), se evalué su efecto antimicético y se comparé con el efecto
del KTZ en presentaciones comerciales (tabletas de 200 mg y suspension oral al 2%). Resultados: El sistema NCLLs+KTZ
mostrd un efecto antimicético mayor al de los preparados comerciales y por la relativa simplicidad de la elaboracion de éste,
asi como la ventaja representada por su disefio de aplicacion topica, representa una alternativa mas segura y eficaz para el
tratamiento de las micosis con ketoconazol, y otros sistemas nanométricos actualmente en desarrollo. Conclusion: Se logré
una buena potencia antimicética del ketoconazol al incorporarlo en NCLLs (CMI 24 pg/mL KTZ), por lo que un NCLLs es una
buena opcion como sistema acarreador de farmacos.
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ABSTRACT

Introduction: Glycerol monooleate (GMO) is a polar lipid known as a drug permeation enhancer through the skin; its action
being explained among other factors, by its interaction with the phospholipid bilayers of the epidermis; which, like the GMO,
can exist in different liquid-crystalline mesophases. Previous research has shown that GMO and its derivatives marketed as
polyfunctional excipients, are dispersed in water to form liquid nanostructured lyotropic crystalline mesophiles (NCLL) cubic
(cubosomes) or hexagonal (hexosomes); thus achieving, due to its similarity with the lipids of the epidermis, increasing the
probability of corneal-dermal retention and/or the transdermal absorption of drugs. Objective: Formulate and compare an
antifungal agent with topical therapeutic activity with commercial presentations. Material and methods: In this work, nano-sized
lyotropic liquid crystals (NCLLs) containing ketoconazole (KTZ) were elaborated, their antifungal effect was evaluated and
compared with the effect of KTZ in commercial presentations (200 mg tablets and 2% oral suspension). Results: The NCLLs +
KTZ system showed a higher antifungal effect than commercial preparations and due to the relative simplicity of its elaboration,
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as well as the advantage represented by its topical application design, represents a safer and more effective alternative for the
treatment of mycoses with ketoconazole, and other nanometric systems currently under development. Conclusion: A good
antifungal potency of ketoconazole was achieved when incorporated into NCLLs (CMI 24 ug/mL KTZ), so that NCLLs are a

good option as a drug carrier system.

Key words: Lyotropic liquid crystals, ketoconazole, hexosomes, antifungal effect.

INTRODUCCION

Los cristales liquidos (CL) son una fase intermedia o
mesofase de la materia, denominados asi al presentar
propiedades intermedias a las de los sdlidos cristalinos
anisotropicos como el cuarzo y diamante y las de los
liquidos isotropicos como el agua y las soluciones verda-
deras. Los materiales que presentan dichas caracteris-
ticas se denominan meségenos y sus moléculas suelen
tener determinadas geometrias: planas (discéticas),
alargadas (calamiticas y de banana); organizandose
de manera que se pueden mover libremente, pero en al
menos una direccion se ordenan de manera perioddica
y diferente.’

El tipo de moléculas, y las condiciones en que se
genera su interaccién y organizacién, explica que se
formen dichos materiales y que éstos cambien en pro-
piedades como el color con variaciones de temperatura;
denominandose en tal caso, cristales liquidos termotro-
picos (CLT) y cuando se forman por el autoensamblado
de determinadas concentraciones (5 a 20% p/p) de
moléculas alargadas anfifilicas en presencia de agua u
otros disolventes y en cierto intervalo de temperatura (20
y 80°), se nombran cristales liquidos liotrépicos (CLL);
requiriendo estos, en la mayor parte de los casos, la
aplicacion de energia mecanica o ultrasonido.’®

Diversas investigaciones han demostrado que el
glicerol monooleato (GMO), molécula lipidica alargada
de carécter anfifilico, asi como sus derivados comer-
cializados como excipientes polifuncionales —como el
Peceol®—, se dispersan en agua formando mesofases
liquido-cristalinas liotrdpicas nanoestructuradas (NCLL)
cubicas (cubosomas) o hexagonales (hexosomas); las
cuales tienen una considerable capacidad para solu-
bilizar farmacos y biomoléculas, tanto hidrosolubles
como liposolubles y, por su similitud con los lipidos
de la epidermis, logran incrementar la probabilidad de
retencion corneo-dérmica y/o la absorcion transdérmica
de farmacos y biomoléculas, representando una alter-
nativa para conseguir una farmacoterapia mas segura
y eficaz para muchos compuestos.*+°

En la busqueda del perfeccionamiento de las for-
mulaciones antimicrobianas tdpicas para aumentar el

tiempo de permanencia de la composicion sobre la zona
de interés de la piel y/o sus apéndices, se han utilizado
agentes viscosantes, gelificantes, oclusivos, promotores
de la absorcion y profarmacos; desarrollandose también
nanoparticulas como liposomas, dendrimeros, nanopar-
ticulas lipidicas solidas, entre otras.'!-'4

Es asi que surgi6 el interés por obtener una compo-
sicion liquido-cristalina para administrar ketoconazol
(KTZ) por via topica, que pudiera representar una
alternativa antifungica mas eficaz que las cremas y
unglentos convencionales, asi como de mayor segu-
ridad que los medicamentos orales (tabletas de 200
mg y suspensién al 2%), actualmente en desuso por
la hepatotoxicidad asociada a la administracién oral
del farmaco.®

En este trabajo se compara la actividad antimicoti-
ca del KTZ contenido en cristales liquidos liotrépicos
hexosémicos (CLLs+KTZ), con el efecto obtenido con
muestras de presentaciones comerciales (tabletas y
suspensioén). Los hongos que se presentan con mayor
frecuencia ocasionando micosis cutaneas en nuestro
medio son los dermatofitos en sus tres géneros ana-
morfos: Trichophyton, Microsporumy Epidermophyton,
asi como las levaduras de los géneros Candiday Ma-
lassezia.'®'® Los hongos C. albicansy los dermatofitos
tienen caracteristicas especiales que les confieren la
habilidad de infectar tejido queratinizado; por lo que se
considerd un modelo de patégeno adecuado para este
estudio. En la preparacién de los CLLs+KTZ se utilizé
la metodologia desarrollada en nuestro laboratorio.

MATERIAL Y METODOS
Preparacion de los NCLLs

Los hexosomas (NCLLs) con y sin KTZ se obtuvieron
siguiendo la composicién y la metodologia previamente
establecidas por nuestro grupo de investigacion,'® que con-
siste en una mezcla de monooleato de glicerilo (Peceol®)
y monolaurato de propilenglicol (Lauroglycol® 90, ambos
donados por Gattefossé-Quimicos Lyontec, México),
Poloxamero 407 (Pluronic® F-127) adquirido de Sigma-
Aldrich, México y agua desionizada (AGUAM® México).
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Para este estudio, se preparé un lote de NCLL sin
KTZ, asi como un lote del mismo sistema nanoestruc-
turado cargado con 24 y 42 ng/mL de KTZ.

Determinacion del efecto antimicoético de formas
farmacéuticas comerciales con ketoconazol por el
método Kirby-Bauer'®

Se determiné el efecto antimicético de dos formas far-
macéuticas comerciales que contienen KTZ; tabletas
200 mgy suspension oral al 2%. Para lo cual se disolvié
la forma farmacéutica con metanol al 85%.

Se molié en un mortero una tableta de 200 mg,
se disolvié en metanol, se filtrdé y se aforé a 100 ml.
Se esterilizd por filtracion con filtros de 0.22 um. Se
inocularon por extension placas de agar SB, se co-
locaron en la superficie de la placa discos de papel
filtro impregnados con 300 uL de la solucion de KTZ.
Se incubaron a 37 °C por 36 horas. Se midieron los
halos de inhibicién.

Para probar la suspensién oral al 2%, se tomé una
muestra de 10 mL de suspension, se diluyé con 40 mL
de metanol al 80%, se agité por 10 minutos. Esta mezcla
se centrifugd por 30 minutos a 5000 rpm. Se recuperd
el sobrenadante, se filtrd y se aforé a 50 mL con me-
tanol al 80%. Se esterilizo la solucion por filtracién con
membrana de 0.22 um. Se inocularon por extension
placas de agar SB con levaduras de Candida albicans,
y se colocaron en la superficie de la placa discos de
papel filtro impregnados con 300 uL de la solucién de
KTZ. Se incubaron a 37 °C por 36 horas y se midieron
los halos de inhibicion.

Determinacion del efecto antimicotico de formas
farmacéuticas comerciales de Ketoconazol por el
método de microdilucién en caldo

Para comparar el efecto inhibitorio o antifungico del
sistema NCLLs conteniendo KTZ con las formas
farmacéuticas comerciales de KTZ, se realizaron
cinéticas de crecimiento de levaduras C. albicans en
medio de cultivo liquido (caldo). Se inoculé con 0.5 mL
de suspension de C. albicans en fase exponencial un
matraz con 250 mL de caldo Sabouraud al que se le
adiciono KTZ disuelto en metanol al 80% previamente
extraido de la matriz de excipientes insolubles de las
formas farmacéuticas: tabletas de KTZ comercial
de 200 mg y suspension de KTZ al 2%. El cuadro
I muestra las concentraciones de KTZ analizadas a
partir de las dos formas farmacéuticas. Se incub6 a
37 °C. Se tomd una muestra de 2 mL de la suspensién

CUADRO I. CONCENTRACIONES UTILIZADAS
DE KETOCONAZOL COMERCIAL EN CALDO

SABOURAUD.
KTZ en tabletas KTZ en suspension
pg/mL ng/mL
20 20
30 30
40 40

Concentraciones utilizadas en las cinéticas de crecimiento de
C. albicans en caldo Sabouraud que contienen KTZ provenien-
te de: tabletas y suspension oral.

de levaduras, se midié la absorbancia y se relacion6
con la concentracion de UFC/mL. Las muestras se
leyeron en un espectrofotémetro UV/Vis marca HP a
una longitud de onda de 540 nm. Se muestred cada
cuatro horas y se siguio la cinética desde el tiempo
cero hasta 130 horas.

Las cinéticas de crecimiento de C. albicans ayuda-
ron para comparar el efecto antimicético de las formas
farmacéuticas comerciales con los NCLLs, tomando
como testigo el crecimiento normal de la levadura en el
medio de cultivo de Sabouraud: tabletas comerciales,
suspensién oral comercial.

RESULTADOS

En el ensayo de Kirby-Bauer, se observé que los NCLLs
no difunden en la placa de agar al 1.5%. La figura 1
muestra los halos de inhibicién del disco de referencia
comercial, mientras que no se presentan halos de in-
hibicién en los discos impregnados con los NCLLs, por
lo cual se realiz6 la técnica cilindro/placa con reduccién
del porcentaje de agar.

El efecto antimicético de las dos formas farmacéuti-
cas comerciales conteniendo ketoconazol (Cuadro ),
tabletas y suspension oral, en los halos de inhibicion
de los medicamentos son semejantes a los halos que
presentan los discos de referencia con 50 pg KTZ, tal
como se aprecia en las figuras 2 y 3.

En el cuadro Il se muestran los diametros de

los halos de inhibicién de cada muestra analizada,
el comportamiento es muy parecido al del disco de
referencia.
La figura 4 muestra el efecto inhibitorio de las formas
farmacéuticas comerciales, (tabletas y suspensién oral),
comparadas con los NCLLs con KTZ y como control el
crecimiento de C. albicans en el caldo de Sabouraud
sin KTZ.
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Se observa el halo de inhibicion del disco de referencia con 50 pg/mL
de KTZ comercial en el circulo, y la flecha marca el disco impregnado
con NCLLs, en donde no se aprecia claramente el halo de inhibicion.

Figura 1. Comparacion del efecto inhibitorio de cristales
liquidos liotropicos de tamafio nanométrico y discos con ke-
toconazol de referencia.

Con esto se puede observar el comportamiento
inhibitorio de las diferentes presentaciones de KTZ
incorporado al medio de cultivo.

El crecimiento en las primeras 24 horas se observa
muy bajo, de aproximadamente 200 x 10® UFC/mL o me-
nos en los NCLLs con KTZ en las dos concentraciones
probadas (24 y 42 pg/mL) y en los ensayos con tabletas
y suspensién oral comerciales a una concentracion de
30 ng/mL de KTZ, comparados con el crecimiento del
control que son NCLLs sin KTZ en el caldo de cultivo a
las 24 horas que presentd aproximadamente 10 x 10°
UFC/mL. Las concentraciones de 40 pg/mL de KTZ en
tabletas y suspensién oral presentaron valores de 200 x
108 UFC/mL comparables con los valores encontrados
con los NCLLs con KTZ en el crecimiento de C. albicans
alas 24 horas. De tal manera que el efecto inhibidor de
crecimiento mas notable lo presentan las preparaciones
de NCLLs con KTZ en sus dos concentraciones y el KTZ
en tabletas y suspensién de 40 pg/mL a las 24 horas.
Los NCLLs con KTZ y el KTZ en tabletas y en suspen-
sién a una concentracién de 40 pg/mL, presentaron una
inhibicién de 98% respecto a los niveles mostrados por
los NCLLs con KTZ aproximadamente a las 24 horas.
Con el analisis ANOVA de una via se encontré que no

Ensayo Kirby-Bauer a partir de tabletas con ketoconazol. Se aprecian
los halos de inhibicién del crecimiento: a) disco de referencia 50 Lg.
b) discos de KTZ a partir de tabletas (presentacion comercial).

Figura 2. Ensayo Kirby-Bauer con ketoconazol a partir de
tabletas comerciales.

En ensayo Kirby-Bauer con suspension oral de KTZ. Se aprecian los
halos de inhibicion del crecimiento: a) disco de referencia 50 ug. b)
discos de KTZ en suspension (presentacion comercial).

Figura 3. Ensayo Kirby-Bauer con ketoconazol a partir de
una suspension oral.

hay diferencia estadisticamente significativa entre la
inhibicion que ejercen las tabletas (40 pg/mL KTZ), la
suspension oral (40 pg/mL KTZ) y NCLLs (24 y 42 pg/
mL KTZ), p > 0.05.
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CUADRO II. DIAMETROS DE LOS HALOS DE DISCUSION
INHIBICION EN EL CRECIMIENTO DE
C. ALBICANS PARA LAS PRESENTACIONES Al analizar la potencia inhibitoria del KTZ sobre
COMERCIALES DE KETOCONAZOL (TABLETAS el crecimiento de C. albicans, las cinéticas de
Y SUSPENSION ORAL), POR EL METODO crecimiento mostraron que el KTZ en vehiculos
DE KIRBY-BAUER. convencionales presenta un comportamiento dosis
: : dependiente, es decir claramente se observa que a
Discos con Discos con mayor dosis mayor efecto inhibitorio, encontrandose
50 mg de 50 mg de como CMI 40 pg/mL. Al probar el efecto inhibitorio
ketoconazol @ mm  ketoconazol @ mm del KTZ incorporado dentro del NCLLs se observé
Testigo 13 Testigo 13 alta actividad antimicética. El perfil de inhibicién del

NCLLs a las diferentes concentraciones muestra

Tabletas Suspension oral una buena uniformidad, es decir a pesar de haber
1 14 1 16 aumentos en la concentracion de KTZ de 24 y 42
2 13 ) 15 ug/mL los nanocristales se mantienen estables con
3 13 3 18 buena liberacion del farmaco; al mismo tiempo, el
4 11 4 18 sistema nanométrico utilizado proporciona grandes
5 14 5 17 ventajas sobre otros nanoacarreadores, al ser mucho
6 13 6 14 mas sencilla su elaboracién, proporciona ventajas
por la fluidez de su estructura y su capacidad de mo-
15,000,000 -
10,000,000 -
5,000,000 i“|| ||
_EI 1 = _--i"II Tll;a
) _
L
= 600,000
IL I
1
400,000 ~
200,000 - H
|TIIIIIIIIIT ,T‘IIIIIIIIT 'T‘IIIIIIII
0 152124 40 4448 65130 0 152124 40 4448 65130 0 152124 40 4448 65130 0 152124 40 4448 65130 0 152124 40 4448 65130 0 15 2124 40 4448 65130 0 15 2124 40 4448 65130
24 ug/mL 42 pg/mL 30 pg/mL 40 pug/mL 30 pg/mL 40 pg/mL 0 pg/mL
NCLLs+KTZ NCLLs+KTZ Tabletas KTZ Tabletas KTZ Suspension KTZ Suspension KTZ NCLLs+KTZ
Tiempo (h)

Se observa la comparacion del crecimiento de C. albicans con la presencia de KTZ en el caldo de cultivo Sabouraud. De izquierda a derecha
NCLLs contenido con 24 y 42 ug/mL de KTZ, después KTZ extraido de tabletas comerciales a una concentracion de 30 y 40 ug/mL, y KTZ
proveniente de una suspension comercial ajustado a 30 y 40 g/mL, como control NCLLs sin ketoconazol.

Figura 4. Efecto inhibitorio de ketoconazol en las diferentes formas farmacéuticas.
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dificar el patron de liberacion de los farmacos, todo
esto con una alta penetracidn en piel y mucosas por
su tamafno nanométrico y por su caracter anfifilico,
caracteristicas que le ayudan a su efecto antifungico
sobre infecciones mucocutaneas.?

Este comportamiento fue reportado en otros
trabajos con nanoparticulas transportadoras de far-
macos, en donde se describe que sistemas liquidos
cristalinos formados con poloxamero presentan un
patron de liberacidn sostenida de farmacos (cafei-
na).2' Cabe aclarar que en esos trabajos se midio la
liberacién en celdas de Franz y espectrofotometria
uv-vis, y no se probd la potencia del farmaco; en
nuestro caso con los resultados que obtuvimos se
demuestran dos aspectos: primero, que el farmaco
es capaz de liberarse del interior de la nanoestruc-
tura, y segundo, se incrementa sustancialmente la
potencia del antifungico cuando esta incorporado en
el NCLLs comparando su efecto contra el farmaco
libre o en una forma farmacéutica convencional.
Este aumento no se debe a los componentes que
forman las nanoestructuras, pues se analiz6 el perfil
de inhibicion del NCLLs sin KTZ a una concentra-
ciéon cinco veces mayor que la del NCLLs con KTZ,
este perfil no mostré un alto efecto inhibitorio, no se
acerco siquiera al que presenta la concentracién de
10 ug/mL de KTZ. Otra ventaja de los NCLLs es su
capacidad de comportarse como un fluido, mientras
que por un lado se investigan y desarrollan liposo-
mas flexibles o deformables que incrementen la
penetrabilidad en la piel y mucosas,???* los NCLLs,
por su naturaleza, son capaces de fluir facilmente,
y tienen propiedades muy similares a los liposomas
flexibles. Sumado a esto la diferencia en el proceso
de elaboracidon de NCLLs, proporciona enormes
ventajas sobre casi todos los nano acarreadores,
pues no se necesitan fuertes solventes ni tiempos
largos de formacion como con los liposomas y otras
nanoparticulas.

CONCLUSION

Se logré una buena potencia antimicética del ketocona-
zol al incorporarlo en NCLLs (CMI 24 pg/mL KTZ), por
lo que un NCLLs es una buena opciéon como sistema
acarreador de farmacos.
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