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RESUMEN

La candidiasis cutanea es una micosis producida principalmente por la proliferacion de Candida albicans. La
anfotericina B es un farmaco altamente eficaz que se administra por via intravenosa para tratar esta enfermedad
infecciosa. Los tratamientos locales con este farmaco estan limitados por el elevado peso molecular y alta
hidrofobicidad que limitan su paso a través de la piel. Objetivo. El proposito de este estudio fue disefiar y
caracterizar una crema tdpica de anfotericina B enriquecida con aceite esencial de Bursera graveolens
(denominado tambien aceite de palo santo) para promover la permeacién de este farmaco. La formulacion fue
elaborada utilizando excipientes farmacéuticamente aceptados para su uso topico. Se evaluaron diferentes
parametros fisicos y quimicos como: pH, comportamiento reoldgico, extensibilidad, contenido de farmaco y
estabilidad. Los estudios de permeacidn ex vivo fueron realizados utilizando piel humana y celdas de difusion
de Franz. La actividad antimicrobiana in vitro de la crema fue evaluada mediante determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) contra cepas de C. albicans y su citotoxicidad fue analizada
utilizando la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT. Resultados. La formulacion presentd
caracteristicas apropiadas para su administracion topica incluyendo un pH de 5.6, una viscosidad de
854.0+30.21 mPa-s con comportamiento pseudoplastico, una adecuada extensibilidad, asi como alta
estabilidad y baja citotoxicidad. La incorporacion del aceite esencial de B. graveolens mejoro la difusion del
farmaco a través del estrato corneo (675.98 pg/g/cm?) y aumentd la eficacia contra el patdgeno
aproximadamente 4 veces con respecto a una formulacion de anfotericina B sin el aceite esencial. Conclusion.
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La crema de anfotericina B formulada en este estudio presenta resultados prometedores para infecciones
causadas por C. albicans desde el punto de vista fisicoquimico y microbiologico, estudios en humanos se
recomiendas para evaluar su actividad in vivo.

Palabras clave: candidiasis, anfotericina B, aceite esencial, Bursera graveolens.

ABSTRACT

Cutaneous candidiasis is a mycosis caused mainly by the proliferation of Candida albicans. Amphotericin B
is a highly effective intravenously drug to treat this infectious disease. Local treatments with this drug are
limited by the high molecular weight and high hydrophobicity that limit its passage through the skin. Aim.
This study aimed to design and characterize a topical amphotericin B cream enriched with Bursera graveolens
essential oil (also known as palo santo oil) to promote the permeation of this drug. The formulation was pre-
pared using pharmaceutically accepted excipients for topical use. Physical and chemical parameters, such as
pH, rheological behavior, extensibility, drug content, and stability, were evaluated. Ex vivo permeation studies
were performed using human skin and Franz diffusion cells. The in vitro antimicrobial activity of the cream
was evaluated by determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against C. albicans strains, and
its cytotoxicity was analyzed using the HaCaT human keratinocyte cell line. Results. The formulation pre-
sented appropriate characteristics for topical administration, including a pH of 5.6, a viscosity of 854.00 +
30.21 mPa-s with pseudoplastic behavior, adequate extensibility, high stability and low cytotoxicity. Incorpo-
rating the essential oil of B. graveolens improved the diffusion of the drug through the stratum corneum
(675.98 ug/g/cm?2). It increased the efficacy against the pathogen approximately 4 times compared to an am-
photericin B formulation without the essential oil. Conclusion. The amphotericin B cream formulated in this
study presents promising results for infections caused by C. albicans from a physicochemical and microbio-
logical point of view; studies in humans are recommended to evaluate its in vivo activity.

Keywords: candidiasis, amphotericin B, essential oil, Bursera graveolens.

INTRODUCCION

En la actualidad los casos de micosis cutaneas tienen una gran importancia clinica debido al continuo aumento
de pacientes y la resistencia a los farmacos convencionales?. La candidiasis cutanea destaca como una de las
micosis superficiales de mayor frecuencia, la cual es producida por la proliferacion en la piel de organismos
fungicos del tipo Candida spp., principalmente C. albicans? 3. La infeccion por este hongo produce irritacion
en la piel, enrojecimiento y la formacion de edemas acompariados de prurito intenso®.

Los tratamientos empleados contra C. albicans consisten en el uso de azoles y polienos, entre ellos clotrimazol,
miconazol, fluconazol, itraconazol y nistatina. Sin embargo, el uso constante e inadecuado de estos
medicamentos ha provocado que C. albicans desarrolle mecanismos de resistencia a ellos® . Frente a esto, se
han empleado farmacos con mayor umbral terapéutico como la anfotericina B, un farmaco altamente eficaz
para tratar diversas patologias relacionadas con hongos. EI mecanismo de accion de este farmaco consiste en
unirse al ergosterol presente en la membrana celular del agente fungico, creando canales que inducen pérdida
de protones y cationes monovalentes y, en consecuencia, despolarizacion y muerte celular’. No obstante, su
uso se ve limitado ya que debido a su administracion intravenosa provoca un efecto sistémico causando efectos
adversos graves como la hepatotoxicidad y nefrotoxicidad® °.
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Una formulacion topica de anfotericina B podria ser usado como estrategia para provocar un efecto local en
la piel y reducir los efectos sistémicos del farmaco. Sin embargo, la Anfotericina B tiene un elevado peso
molecular (926.07 Da) y una pobre solubilidad lo que dificulta su permeacion a través del estrato cdrneo y su
distribucion en la epidermis y la dermis, siendo necesario la incorporacion de excipientes con propiedades
potenciadoras de la permeabilidad, los cuales idealmente deberian inducir una reduccion temporal y reversible
de la funcion de barrera del estrato corneo para facilitar la permeacion del farmaco a través de la piel 81011,

Los aceites esenciales han sido objeto de interés dentro de la industria farmacéutica debido a sus propiedades
como promotores en la permeacion de farmacos, asi como sus actividades antibacterianas, antifungicas,
antioxidantes y antiinflamatorias'? '3, Como promotores de la permeacion, los aceites esenciales aumentan la
difusion del farmaco mediante cambios en la estructura del estrato corneo y la interaccion con los lipidos
intercelulares, esta propiedad facilita el transporte de moléculas por las diferentes capas de la piel siendo atil
para mejorar la biodisponibilidad de algunos farmacos** %°.

En particular, el aceite esencial obtenido a partir del fruto de Bursera graveolens compuesto principalmente
de limoneno (49,89%), a-felandreno (37,64%) y mentofurano (6,08%), es un metabolito secundario volatil de
interés ya que su composicion quimica rica en terpenos le confiere al aceite una posible accién potenciadora
de la permeacion de farmacos!® . Adicionalmente, varios estudios han reportado importantes actividades
terapéuticas del aceite esencial de B. graveolens incluyendo su potencial antioxidante, antifungico y
anticancerigeno®®,

Con estos antecedentes, el proposito de este estudio fue disefiar y caracterizar una crema topica de anfotericina
B y aceite esencial de B. graveolens como alternativa para el tratamiento local de la candidiasis cutanea.

MATERIALES Y METODOS

La anfotericina B fue obtenida de la empresa Acofarma (Barcelona, Espaiia). EI Dimetilsulfoxido (DMSO)
fue obtenido de la empresa Alfa Aesar (Massachusetts, Estados Unidos). El aceite de B. graveolens fue donado
del Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Universidad Técnica Particular de Loja'’. EI Propilenglicol fue
adquirida de Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, Estados Unidos). El alcohol cetoestearilico, Petrolato liquido,
Alcohol cetilico, Tween 80, Acido citrico y Benzoato de sodio se obtuvieron de Fagron lbérica (Barcelona,
Espafia). Todos los compuestos quimicos y reactivos fueron de grado analitico.

Cuantificacién por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

La valoracion de la anfotericina B se realizd usando un cromatografo liquido de alta resolucién (HPLC, por
sus siglas en inglés) Thermo Scientific™ UltiMate™ 3000 acoplado a espectrometria de masas amaZon speed
- Bruker Daltonics. EI método cromatografico se llevo a cabo utilizando una columna Kromasil C18 (250x4.4
mm, 5um) y una fase movil de acetonitrilo y acido acético glacial al 3,75% (65:35, v/v), la cual fue bombeada
a un caudal de 0.5 mL/min. Se inyect6 un volumen de 10 pL y se analizé el eluido a una longitud de onda UV
de 407 nm.

Desarrollo de la crema topica de anfotericina B y aceite esencial de B. graveolens
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Para la preparacion de la crema topica, la anfotericina B fue disuelta en DMSO, se incorporo el propilenglicol
y finalmente el aceite de B. graveolens mediante agitacion constante. El alcohol cetoestearilico, alcohol
cetilico y petrolato liquido fueron fundidos a 55 °C. A la vez, el benzoato de sodio y &cido citrico fueron
disueltos a la misma temperatura en agua destilada. Posteriormente, se mezclaron los aceites fundidos con la
fase acuosa y el tween 80 durante 3 minutos utilizando un agitador Ultraturrax IKA T50 a 1500 rpm.
Finalmente, se incorporé la mezcla de anfotericina B, propilenglicol y aceite de B. graveolens agitando durante
2 minutos.

Caracterizacion fisica y quimica

Se realiz6 un control organoléptico analizando el color, olor y apariencia del producto desarrollado. Asi mismo,
se llevd a cabo un control de calidad fisico quimico que incluyé analisis de pH, comportamiento reologico,
viscosidad y contenido de farmaco. El pH de la crema se determingé utilizando un pH metro GLP 22.

Las mediciones reoldgicas y de viscosidad de la crema de anfotericina B y aceite de B. graveolans se realizaron
con un reémetro rotacional Thermo Scientific Haake Rheostress 1 (Thermo Fisher Scientific, Kalsruhe,
Alemania) equipado con un sistema sensor de placa conica que incluye una placa inferior fija y un cono
superior movil Haake C60 / 2Ti. (60 mm de diametro, 2° &ngulo, 0,205 mm de separacion). Despues de 24 h
de preparacion de la crema, se realizé el experimento por duplicado, en el cual la muestra fue sometida a un
programa de perfil de corte de 3 pasos: un periodo de aceleracion (0 a 50 s) durante 3 min, periodo de
velocidad de cizallamiento constante a 50 5 durante 1 min y un periodo de desaceleracion (50 a 0 s%) durante
3 min.

La determinacion de la alteracion de la microestructura durante la prueba o "tixotropia aparente” (Pa/s) se
evalué mediante la determinacion del area del bucle de histéresis. Luego, los datos obtenidos de las curvas de
flujo se ajustaron a diferentes modelos matematicos: Newton, Bingham, Ostwald-de-Waele, Cross, Casson y
Herschel-Bulkley vy se selecciond el mejor ajuste segun el valor del coeficiente de correlacion (r)*°.

La extensibilidad de la formulacion se analizé utilizando 1 g de muestra, la cual fue colocada en el centro de
la placa base de un extensémetro (Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmaceutica y Fisicoquimica).
Posteriormente, se coloc6 una placa de vidrio (7,93 g) sobre la muestra sin deslizar y se afiadieron una serie
de pesos (7.93, 27.89, 57.82, 107.69, 157.55, 207.46, 237.50 y 307.69 g) a intervalos de 1 min. El area
extendida de la muestra se registrd y luego se ajusté a modelos matematicos utilizando GraphPad Prism®
version 6.0.

El contenido de farmaco en la crema se determiné disolviendo 100 mg de formulacion en 5 mL de DMSO:
metanol (1:1, v/v). Después de someter a bafio de ultrasonido durante 1 min, la solucion se filtré y se analizo
mediante el método de HPLC descrito anteriormente.

Estudios de estabilidad fisica y quimica

Para los estudios de estabilidad, se almacenaron muestras de crema en envases de vidrio ambar de 100 mL de
capacidad en condiciones preestablecidas de temperatura y humedad relativa (HR): 302 °C / 65+5% HR y
25+2 °C / 60£5% HR durante 3 meses. La caracterizacion fisica y quimica de la formulacion se realizo antes
y despues del almacenamiento en las condiciones mencionadas de acuerdo con los métodos descritos en el
apartado previo. El contendio de crema en los envases de vidrio ambar fue de aproximadamente de 90 mL.
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Estudios de permeacion ex vivo

Para los estudios de permeacion, se probo la crema formulada a base de anfotericina B y aceite esencial de B.
graveolens y adicionalmente, se desarroll6 una segunda crema utilizando la misma férmula cuali-cuantitativa,
pero sin la incorporacion del aceite esencial, con el fin de evaluar el papel de este aceite en la permeacion de
farmacos. Estos ensayos se realizaron en celdas de difusion de Franz de 6 mL con &rea de difusion de 0,64
cm? utilizando Transcutol P como medio receptor, el cual fue mantenido en constante agitacion durante todo
el experimento. Muestras de piel humana fueron usadas como membranas para la permeacion, las mismas que
fueron obtenidas durante una lipectomia abdominal de una mujer sana de 38 afios, quien otorg6 su
consentimiento informado por escrito de acuerdo con el Comité Etico (nimero 001, de 20 de enero de 2016).
Las muestras de piel cortadas a 0.4 mm de espesor fueron montadas entre el compartimento donante y receptor
y se ajustod la temperatura de ensayo a 32+0.5 °C. Se colocd una muestra de 200 mg de cada formulacion en
el compartimento donante en contacto con la superficie exterior de la piel y a intervalos prestablecidos de
tiempo se recogieron alicuotas de 300 pL del compartimento receptor y reemplazandose con el mismo
volumen de medio receptor fresco. Estas alicuotas se analizaron por HPLC utilizando la metodologia
previamente descrita. Al final del experimento, se retiraron las muestras de piel de las celdas de difusion de
Franz, se lavaron con agua destilada y se cortaron en sus bordes para retener solo el area de permeacién. Luego,
las muestras de piel se pesaron y se sumergieron en 1 mL de DMSO durante 30 min bajo sonicacién fria para
extraer el farmaco retenido en la piel (Qret, pug farmaco/g tejido/cm?). Finalmente, la solucion resultante se
filtr6 y analiz6 por HPLC.

Estudios de citotoxicidad

Se realizd un ensayo de citotoxicidad de MTT in vitro usando la linea celular de queratinocitos humanos
HaCaT. Las células se ajustaron a 2 x 10° células/mL, se sembraron en una placa de 96 pocillos durante 24 h
en medio Eagle modificado de Dubelcco (DMEM) con alto contenido de glucosa tamponado con HEPES
25mM vy se suplementaron con 1% de aminoacidos no esenciales: 100 U/mL de penicilina, 100 g/mL de
estreptomicinay suero fetal bovino inactivado por calor al 10%. Luego, las células se incubaron con diferentes
diluciones (1/500 a 1/2000 durante 24 h) de crema formulada a base de anfotericina B y aceite esencial de B.
graveolens. Posteriormente, las células HaCaT se lavaron con PBS estéril al 1% y se incubaron con solucion
de MTT (Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis, MO, EE. UU.) (2.5 mg/mL) durante 2h a 37°C. A
continuacidn, se elimind cuidadosamente el medio y se afiadieron 0.1 mL de reactivo de solubilizacién
(Dimetilsulfoxido al 99%) para lisar las células y disolver los cristales de MTT de color parpura. La viabilidad
celular se midi6 a 570 nm en un fotdmetro de microplaca Varioskan TM LUX (Thermo Scientific, Waltham,
MS, EE. UU.). Paralelamente, se proceso un control negativo (células sin estimulacion ni tratamiento) para su
comparacion. Los resultados se expresaron como porcentaje de supervivencia celular en relacion con el control
(células HaCaT no tratadas, viabilidad del 100%) usando la siguiente ecuacién:

Muestra A

Viabilidad = - - 100 Ecuacion 1

ontrol A

Estudios de eficacia microbioldgica in vitro

Para la determinacion de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) se realiz6 un estudio de micro dilucion
en caldo con la técnica doble seriada segun el procedimiento de EUCAST usando esporas de C. albicans
ATCC 10231. Estas cepas fueron incubadas para su reactivacion mediante la téecnica Overnight 18 horas antes
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del ensayo. Seguidamente se tomaron 10 mL del caldo Saboround de la empresa BD con 10 L de la cepa
Overnight con el fin de llegar a una concentracion de 1.5x10? segln la escala de McFarland.

Por otro lado, se prepar6 una solucion de la crema disolviendo sobre 80 puL de DMSO 1 mg de la crema
preparada con una concentracion inicial de 1 pg/mL. Se probaron la crema formulada a base de anfotericina
B y aceite esencial de B. graveolens y una crema de anfotericina B con la misma formula cuali-cuantitativa,
pero sin la incorporacion del aceite esencial.

En una microplaca estéril de 96 pocillos se dispensé 180 pL de caldo Saboraund, y 20 pL de solucion de
crema, siendo la primera dilucion de la cual se resuspendié y se tomd 100 pL y se dispensé en el siguiente
pocillo, repitiendo este procedimiento hasta obtener las concentraciones seriadas desde 1 pg/mL hasta
0.015625 pg/mL. Finalmente se afiadié 100 pL de la cepa preparada (1.5x10?). Se incubé a 37 °C por 24 horas
en una incubadora INB 500.

RESULTADOS Y DISCUSION

Formulacion y caracterizacion de la crema de anfotericina B y aceite esencial de B. graveolens

La formula de composicion del producto desarrollado se detalla en la Tabla 1. La formulacion present6 un
color durazno, olor citrico maderero intenso y una apariencia totalmente homogénea, libre de grumos y
precipitados, evidenciando una buena afinidad entre los excipientes?.

Componentes %
Anfotericina B 0.1
Aceite esencial de B. graveolens 2
Propilenglicol 20

Alcohol cetoestearilico 6
Petrolato liquido 6
Alcohol cetilico 4
Tween 80 4
Benzoato de sodio 0.1
Acido citrico 0.1
Agua 69.68

Tabla 1. Composicion de la crema de anfotericina B y aceite esencial de B. graveolens.

El pH de la crema fue ligeramente acido (5.6) mostrando un pH eudérmico, lo que indica que seria ideal para
su aplicacion tdpica debido a la biocompatibilidad con la acidez natural de la piel asegurando efectos no
irritantes 2. El contenido de farmaco evaluado mediante HPLC mostr6 un valor de 99.1+0,06% al dia siguiente
de la fabricacion del producto.

La viscosidad y el comportamiento reolégico de una formulacion influyen en pardmetros biofarmaceuticos
como las velocidades y cantidades de liberacion de farmacos a partir de sus vehiculos y proporcionan
informacidn sobre las caracteristicas sensoriales, la capacidad de esparcimiento y el comportamiento de
llenado/dosificacion de la formula ?2. En este estudio, se determin6 que la crema de anfotericina B y aceite
esencial de B. graveolens presenta un comportamiento reoldgico pseudopléastico (modelo Cross r?=0.9997)
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con una viscosidad media a 50 s-1 de 854.0+30.21 mPa-s. Asimismo, se encontrd una tixotropia aparente de
958,3 Pa/s (bucle de hysteresis) (Figura 1). EI comportamiento tixotropico favorece la aplicacion tdpica, ya
que en este tipo de reologia la viscosidad de la formulacion varia con el rozamiento e induce una mejor
retencion sobre la piel lo que genera ventajas especialmente en aquellos casos donde deseamos que el efecto
sea local 2.
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Figura 1. Comportamiento reoldgico de la crema de anfotericina B y aceite esencial de B. graveolens

Los valores de extensibilidad a 25 °C aumentaron proporcionalmente con el peso adicionado hasta alcanzar
una extensibilidad maxima de 17.21 cm? siguiendo un modelo matematico de asociacion de una fase (Figura
2). Este resultado indica caracteristicas Optimas y adecuadas para la manipulacion, distribucion y absorcion
de la crema en el sitio de aplicacion, siendo agradable al tacto y comodo para su uso en los pacientes?* 2,

20

—
n
|

Extensibilidad (cm?)
@ 5

0 I I [ I T I 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Peso (g)

Figura 2. Perfil de extensibilidad de la crema de anfotericina B y aceite esencial de B. graveolens.
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Estudios de estabilidad fisica y quimica

Durante los estudios de estabilidad llevados a cabo durante 3 meses a 25 y 30 °C, la formulacion no mostro
cambios en los aspectos organolépticos como color, olor y apariencia, lo que sugiere ausencia de posibles
interacciones quimicas que alteren las cualidades de la crema. Estos resultados fueron corroborados con los
andlisis a nivel fisico y quimico (Tabla 2), los cuales confirmaron que pardmetros como el pH y viscosidad se
mantienen sin cambios significativos en las diferentes condiciones de almacenamiento, mostrando valores
adecuados para su uso dérmico* 2.2,

El contenido de farmaco dentro de la crema se mantuvo estable durante los 3 meses de estudio, Unicamente se
observo una disminucion de 0.1y 0.6% de farmaco en las muestras almacenadas a 25 y 30 °C, respectivamente.
Este resultado sugiere una alta compatibilidad entre el farmaco y los excipientes utilizados, confiriendo a la
formulacidn final una estabilidad quimica aceptable y en consecuencia se garantiza la eficacia del farmaco.
Sin embargo, estudios adicionales de estabilidad a largo plazo son requeridos para confirmar estos hallazgos
y dar cumplimiento a las normas internacionales?®.

Tiempo 25+ 2°C / 60+5% HR 30 + 2°C/ 65+5% RH
(meses) pH Viscosidad ~ Contenido pH Viscosidad ~ Contenido
(mPa-s) de farmaco de farmaco
(%) (%)

0 5.80+0.09 854.00+30.21 99.10+0.08 5.70+0.06 854.00+30.21 99.10+0.09
3 5.60+0.07 852.00+28.43 99.02+0.06 5.60+0.08 847.00+29.76 98.50+0.10
Tabla 2. Estabilidad fisicoquimica de la crema de anfotericina B y aceite esencial de B. graveolens

Estudios de permeacién ex vivo

La eficacia de un producto administrado tépicamente depende de la capacidad del farmaco para atravesar el
estrato corneo y asf alcanzar una concentracion efectiva en el sitio accion 2° %, El gran peso molecular (926.07
Da) y la alta hidrofobicidad de la anfotericina B podria limitar su paso a través de la piel, por ello el uso de
estrategias de formulacion como la adicion de promotores de permeacién podrian ser Gtiles para sobrellevar
estas desventajas 3. En este estudio, la permeacion ex vivo se realizd con la crema formulada a base de
anfotericina B mas aceite esencial de B. graveolens y una crema de anfotericina B en ausencia de este aceite
con el objetivo de evaluar el rol del aceite esencial en la permeacion del fA&rmaco. Los resultados mostraron
gue no se detectd anfotericina B en el compartimento receptor en ninguna de las dos formulaciones durante
un periodo de 24 h de ensayo. Este mismo comportamiento se ha observado en otros estudios donde no hubo
permeacion del farmaco en formulaciones elaboradas a base de anfotericina B3! 32, A pesar de que en nuestro
estudio no se observo permeacion, si se encontrd farmaco retenido dentro de la piel con un valor mayor para
la crema con aceite esencial (675.98 pug/g/cm?) en comparacion con la crema realizada sin dicho aceite (342.19
ng/g/cm?). Este resultado sugiere que la adicion del aceite esencial de B. graveolens mejord la difusion del
farmaco a través de la epidermis y la dermis, posiblemente debido a su contenido rico en terpenos como D-
limoneno que segun reportes promueve la permeacion de farmacos hidrofilos y lipéfilos mediante cambios
reversibles en el empaquetamiento intercelular y la estructura lipidica del estrato corneo facilitando la difusion
del farmaco®. La permeacion no detectada y la significativa cantidad de farmaco retenido en la piel para la
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crema de anfotericina B y aceite esencial de B. graveolens indica que el farmaco no se absorbera y que su
efecto serd eminentemente local.

Estudios de citotoxicidad

El efecto de diferentes concentraciones de crema formulada a base de anfotericina B y aceite esencial de B.
graveolens sobre queratinocitos humanos se evalu6 utilizando el ensayo de citotoxicidad MTT. Luego de 24
h de incubacion, se observo que las diferentes diluciones ensayadas (1/500 hasta 1/2000) de la crema no
afectaron la viabilidad celular, ya que los resultados obtenidos para las células de control fueron similares a
los de la incubacién de la crema (Figura 3). Por lo tanto, estos resultados sugieren que el producto desarrollo
en el presente trabajo no desencadena toxicidad en los queratinocitos.
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Figura 3. Porcentaje de viabilidad de la linea celular HaCaT expuesta a diferentes concentraciones de la crema de
anfotericina B y aceite esencial de B. graveolens.

Estudios de eficacia microbioldgica in vitro
En la tabla 3, se detallan los resultados obtenidos para la crema formulada a base de anfotericina B mas aceite
esencial de B. graveolens y la crema de anfotericina B en ausencia de este aceite.

Especie CMI (ug/mL)
Cremade Crema de anfotericina B y Vehiculo
anfotericina  aceite esencial de B. graveo-
B lens
C.albicans 0.12 0.03 1000

Tabla 3. Concentraciéon Minima Inhibitoria frente a C. albicans
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La CMI para la crema sin este aceite fue de 0.125 pg/ml mientras que para la crema de anfotericina B y aceite
esencial fue de 0.0321 pg/mL, es decir casi 4 veces menor y por lo tanto es mas eficaz® **. El aumento de la
actividad antimicética proporcionado por la presencia del aceite esencial de B. graveolens podria deberse a
sus componentes terpénicos, los cuales le brindan una actividad antifungica adicional posiblemente mediante
inhibicion en la sintesis de ergosterol, inhibicion enzimatica, cambios en la permeabilidad de la membrana y
ruptura de ésta induciendo la muerte del patogeno. Actualmente, la terapia combinada de farmacos
especialmente antifingicos con terpenos ha revelado efectos prometedores contra patdgenos susceptibles y
resistentes. En nuestro estudio, la combinacion de anfotericina B con aceite esencial de B. graveolens en una
formulacidn topica mostré una actividad mejorada contra C. albicans, sugiriendo un posible efecto sinérgico
entre los componentes activos de este aceite y el farmaco? 3,

CONCLUSIONES

La crema de anfotericina B y aceite esencial de B. graveolens desarrollada en este estudio presentd
caracteristicas apropiadas de pH, viscosidad y extensibilidad para la aplicacion topica. Adicionalmente, los
estudios de permeacion ex vivo y de eficacia antimicrobiana contra C. albicans, demostraron que la presencia
del aceite esencial de B. graveolens en la formulacion mejora la permeacion del farmaco a traves de la piel y
aumenta la eficacia contra el patdgeno aproximadamente 4 veces al comparar con la formulacién en ausencia
de dicho aceite, lo que la convierte en una alternativa prometedora en el tratamiento de la candidiasis cutanea
y motiva a llevar a cabo estudios mas profundos para explorar su uso en la practica clinica.
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