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Desde el inicio de la humanidad las personas han utilizado las plantas con
muchos propositos entre ellos para tratar enfermedades, con el avance de la
ciencia a través de los afios se han estudiado cada una de las partes de las
plantas con la finalidad de encontrar componentes que contengan alguna
actividad frente a bacterias patdgenas para el ser humano y asi cuyos
compuestos poderlos incluir como parte de una formulacion farmacéutica
para facilitar el uso de los mismos. El objetivo de la investigacion realizada
fue formular una forma farmacéutica de uso topico a base de extracto
alcohdlico de Astronium graveolens Jacq, determinando la actividad
antibacteriana de la misma frente a cepas bacterianas Gram positivas y
Gram negativas. Para la elaboraciéon de la forma farmacéutica de uso tépico
se us6 el método de HLB: Balance Hidrofilico-Lipofilico y para evaluar la
actividad antibacteriana se emple6 el método de difusion en pozo.

La forma farmacéutica de uso tépico obtenida resulto ser una crema a
diferentes concentraciones de 1%, 2% y 3% respectivamente, a la cual se le
realizaron ensayos para determinar las propiedades organolépticas,
estabilidad térmica y control microbiolégico. En cuanto a la actividad
antibacteriana se ensayaron cada una de las concentraciones de la crema
frente a cepas bacterianas ATCC Gram positivas como Staphylococcus
aureus y Gram negativas como Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y
Klebsiella pneumoniae, la crema a diferentes concentraciones 1%, 2% y 3%
indicaron no tener actividad antibacteriana frente a las cepas bacterianas
ensayadas.

Palabras claves: Astronium graveolens Jacq, método de HLB: Balance
Hidrofilico-Lipofilico, propiedades organolépticas, actividad antibacteriana,
cepas bacterianas ATCC.
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INTRODUCCION

La farmacognosia ha formado parte de las ciencias y las artes médicas,
desde que la humanidad comenzé a tratar las enfermedades, se desarrollo
desde las civilizaciones antiguas con la utilizacién de O6rganos vegetales y
animales para preparar pociones curativas que aliviaban el dolor y el
sufrimiento, la busqueda de nuevos farmacos de origen vegetal ha ocupado
el interés de farmacognostas y fitoquimicos por muchas décadas, se han
realizados exploraciones para recolectar especies, y realizar andlisis quimico
los cuales se han enfocado en la busqueda de sustancias de probada
actividad farmacolégica sobre trastornos cardiacos, digestivos, cancer,

artrosis, psicosis, infecciones, etc.( Albornoz, 1980).

La proliferacion de enfermedades causadas por microorganismos
patdgenos es una preocupacion generalizada, que constituye un factor de
riesgo para la salud publica, es por esto que se buscan fuentes naturales que
inhiban el crecimiento bacteriano; descubriendo en las plantas compuestos
bioactivos para tal fin. Es asi como los productos naturales han
desempefiado un papel importante en el desarrollo de farmacos, los cuales
han sido la base de las primeras medicinas, permitiendo el descubrimiento

de diferentes productos, entre ellos los anti-bacterianos (Butler, 2008).

De esta manera se ha buscado nuevas herramientas usando plantas para
producir formas farmacéuticas de uso topico, que tengan una accion
farmacoldgica sobre el microorganismo cuya finalidad sea inhibir su

crecimiento o destruirlo.

Tomando en cuenta lo anteriormente mencionado sobre la actividad

farmacoldgica que poseen ciertas plantas se formulé una forma farmacéutica



de uso tdpico elaborada a base se extracto alcohdlico de Astronium
graveolens Jacq obteniendo como resultado una crema a diferentes
concentraciones al 1% , 2% y 3% y se determind su actividad antibacteriana,
en cuanto a la formulacion de la crema se llevo a cabo en el laboratorio de
Dermocosmetica de Facultad de Farmacia y Bioanalisis, por el método
hidrofilo lipofilo (HLB) y lo que respecta a la actividad antibacteriana se
realizd por el método de difusién en pozo, donde las formas farmacéuticas
topicas a diferentes concentraciones obtenidas se ensayaron contra la cepas
ATTC Gram positiva como Staphylococcus aureus y las cepas Gram
negativas Pseudomona aeruginosa, Klebsiela pneumoniae y Escherichia coli,
el cual se llevo a cabo, en el Laboratorio de Vacunas ubicado en la misma

facultad.

De tal manera que, este trabajo de investigacion fue estructurado en 5
capitulos. El Capitulo I, titulado: EI Problema, esta subtitulado de la siguiente
manera: Planteamiento del problema, justificacion e importancia de la
investigacion, objetivos y limitaciones. El Capitulo I, titulado: Marco teorico,
esta organizado en varios subtitulos: Trabajos previos, antecedentes
histéricos o epistemoldgicos, bases teodricas. ElI Capitulo Ill, mencionado
como Marco Metodoldgico, estd ordenado con los siguientes subtitulos:
enfoque de la Investigacion, tipo de investigacion, disefio de la investigacion,
sistema de variables, poblacion y muestra. Mientras que, el Capitulo 1V fue
denominado: Resultados y Discusion, y el Capitulo V, fue titulado:

Conclusiones y Recomendaciones.

El objetivo del trabajo de investigacion fue formular una forma
farmacéutica de uso topico elaborada a base de extracto alcohdlico de
Astronium graveolens Jacq y determinar la actividad antibacteriana de la
misma contra las cepas bacterianas ATCC Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae, Escherichia coli, y Pseudomonas aeruginosa.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

I.1. Planteamiento del problema

Las formas farmacéuticas se definen como la disposicién individualizada a
que se adaptan las sustancias medicinales (principios activos) y excipientes
para constituir un medicamento, estas también son Illamadas formas
galénicas (Bisset, 1994). La forma galénica o farmacéutica viene definida por
la combinacién de la forma en la que el producto farmacéutico es presentado
por el fabricante y la via por la que se administra (Spilva, 1979).

Anacardiaceae es una familia que pertenece al orden de los Sapindales,
comprende cerca de 70 géneros y 700 especies (Stevens, 2008). Por otra
parte, Ceruks y colaboradores (2007), afirman que esta familia posee
alrededor de 600 especies entre arboles y arbustos reconocidos por su gran
importancia econdmica y maderera dentro de esta familia se encuentra el
género Astronium y una de sus especies existentes en Venezuela conocido
por su nombre cientifico es Astronium graveolens Jacq arbol grande

caducifolio conocido con nombres comunes como jarillo, ciruelillo entre otros.



Las cremas son preparaciones semisolidas homogéneas o heterogéneas
suaves y untuosas que contienen agentes medicinales o cosméticos, consta
de una base a la cual se le agrega n componentes disueltos o al menos
parcialmente solubles en el vehiculo, estas preparaciones las mas

importantes en el area farmacéutica (Helman, 1982).

Desde los inicios del hombre en la tierra ha sido victima de enfermedades
que le han costado la supervivencia de sus antepasados, sin explicarse
como y porqué de aquella enfermedad, fue hasta los inicios de la
microscopia que permitié a algunos de los primeros investigadores como Luis
Pasteur y Robert Koch descubrir esos seres diminutos que le causaban dafio

en muchas ocasiones irreversible a los seres humanos: las bacterias.

Segun Murray y cols. (2009), explican que las bacterias, son células muy
pequefias que solo pueden visualizarse con ayuda de un microscopio que
varian de forma, tamafio, conformacion y que tienen la capacidad de captar
el colorante de Gram que las diferencia una de otras de bacterias Gram
positivas y bacterias Gram negativas, de igual forma hay ciertas bacterias
que no se colorean con este colorante como son los bacilos acidos alcohol
resistente, por otra parte Barrios (1988), expresa que las bacterias son
células procariotas universalmente distribuidas algunas de gran importancia

médica o industrial.

Las teorias que sustentan la investigacidon vienen dadas desde el
nacimiento de la microbiologia por aportes importantes a esta ciencia como
el de Luis Pasteur quien demostrd definitivamente que los microorganismos
no se generaban espontdneamente mediante un experimento y ademas
formulo la teoria microbiana de la enfermedad donde decia que la
enfermedad surge por el ataque de gérmenes procedentes del exterior del

organismo (Barrios, 1988).



Robert Koch hizo grandes contribuciones a la microbiologia, entre las
cuales se encuentran el aislamiento del bacilo tuberculoso que le permitié
establecer la forma definitiva de la etiologia de las enfermedades infecciosas
en relacion con ello, enuncio sus leyes o postulados que deben cumplirse
para considerar un determinado microorganismo como causal de una
enfermedad (Barrios, 1988). Por otra parte, en el area de las preparaciones
de las diferentes formas farmacéuticas Galeno es considerado el padre de la
farmacia por su dedicacion a la preparacion minuciosa y conservacion de
medicamento, ademés enuncio la manera de distinguir las drogas entre si,
por la apariencia, el sabor, la fuente geogréafica y la potencia de su accion
(Albornoz, 1980).

En la actualidad la practica de preparaciones farmacéutica ha cambiado
sensiblemente, ya que hace pocos afios los récipes expedidos por los
meédicos requerian de continuas manipulaciones por parte del farmaceéutico
para elaborar jarabes, pildoras, supositorios, papeletas entre otros, ha ido
decreciendo y actualmente, los medicamentos se expenden en envases
originales elaborados en laboratorios farmacopdlicos industriales
denominandoles productos o especialidades farmacéuticas (Albornoz, 1980).

Por lo antes expuesto, no quiere decir, que la utilizacién de productos
naturales vegetales haya pasado de moda, lo que ha ocurrido es que
anteriormente el farmacéutico enfocaba su estudio e interés por la anatomia,
organografia e histologia vegetal, hoy lo hace hacia la fitoquimica, tratando
de aislar, purificar, determinar la estructura molecular y analizar la actividad
farmacoldgica de las sustancias contenidas en los Organos vegetales
(Albornoz, 1980).

Dos tercios de la poblacién mundial utiliza plantas medicinales autoctonas

cultivadas o silvestres, lo que el pueblo llama cominmente hiervas curativas



y los neurépatas denominan material vegetal o droga cruda (Albornoz, 1997),
asi mismo, Li y colaboradores (2011), reportan que actualmente existen mas
de 1.5 billones de personas en todo el mundo que utilizan plantas
medicinales y explican que su utilizacion ocurre debido a que no producen

efectos colaterales.

En la actualidad existen institutos de investigacion de renombre nacional e
internacional en los cuales se realizan estudios mas sofisticados en el
campo de la microbiologia (Barrios, 1988), por otra parte a nivel mundial en
la actualidad los microorganismos han desarrollado mecanismos de
resistencia a los antimicrobianos cada vez mayor debido a varios factores
originando como resultado un inconveniente en cuanto a la terapia curativa
se refiere, provocando que el tratamiento para el afectado sea en algunas
ocasiones mas largo, mas costoso y menos efectivo (Rivas, 2016).

Asi mismo Olaechea y colaboradores (2010), documentan que
actualmente las infecciones son la segunda causa de muerte tras las
enfermedades cardiovasculares y que el mayor problema afadido a estas
enfermedades es la aparicidén de resistencia a los antibiéticos de uso comun,
esta resistencia es debida principalmente a la abusiva, y en ocasiones a la
inadecuada utilizacion de los antibioticos. La presencia de microorganismos
multirresistentes (MMR) tiene importantes repercusiones para los pacientes y
el sistema sanitario en aspectos de costes, brotes epidémicos vy

morbimortalidad.

Por lo tanto; de lo expuesto anteriormente desde el punto de vista
diferente de los autores se presenta el siguiente enunciado holopraxico o

pregunta de investigacion



¢Cudles serdn las caracteristicas de una forma farmacéutica tépica
desarrollada a base de extracto alcohdlico de Astronium graveolens Jacq que
permita determinar su actividad antibacteriana en cepas de bacterias Gram

positivas y Gram negativas?



[.2. Justificacion

Varias fueron las razones que justificaron esta investigacion, entre ellas:
la frecuencia de enfermedades infecciosas asociadas a Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli,
ya que el extracto de Astronium graveolens Jacq incorporado en una forma
farmacéutica como principio activo podria llegar hacer una alternativa
terapéutica futura y lograr minimizar el nivel de pacientes afectados por
bacterias multirresistentes y asi colaborar con la solucién de un problema de

salud publica.

Ya que estudios realizados por diferentes investigadores sobre Astronium
graveolens Jacq han demostrado que tiene actividad antibacteriana derivada
de sus componentes quimicos encontrados en extractos y aceites esenciales

puros proveniente de sus partes aéreas.

Otra de las razones para llevar a cabo esta investigacion es debido a que
la literatura no reporta ningun trabajo acerca de una forma farmacéutica
elaborada a base de esta planta que tenga un efecto inhibitorio del
crecimiento bacteriano patdgeno, de igual forma pueda servir como aporte
significativo a futuros investigadores que deseen continuar indagando acerca

de este tema.



[.3. Objetivos de la Investigacion

[.3.1. Objetivo General

Proponer la formulacién de una forma farmacéutica de uso topico a base
del extracto alcohdlico de Astronium graveolens Jacq y determinar su
efectividad antibacteriana en cepas de bacterias Gram positivas y Gram

negativas.

1.3.2. Objetivos Especificos

v" Formular por el método hidrofilo lipéfilo (HLB) una forma farmacéutica
de uso tépico a base del extracto alcoholico de Astronium graveolens
Jacq.

v' Determinar las propiedades organolépticas de la formulacion.

<

Determinar la estabilidad térmica de la formulacion.

v' Realizar el control microbiolégico de la formulacion para bacterias
aerobias mesdbfilas, bacterias patégenas, hongos y levaduras.

v" Determinar la actividad antibacteriana de la forma farmacéutica de uso

topico contra cepas bacterianas ATCC Gram negativas y Gram

positivas utilizando el método de difusion en pozos.



I.4. Alcance de la investigacion

El alcance de una investigacion se refiere a la profundidad del
conocimiento sobre el fenbmeno de estudio, ademas segun Hernandez y
colaboradores (2010) manifiesta que el alcance de la investigacion, establece

la vision que posee el investigador para lograr los objetivos.

El alcance o el logro que se obtuvo con esta investigacion fue proponer y
formular una forma farmacéutica de uso topico elaborada a base del extracto
alcohdlico de Astronium graveolens Jacq y a su vez, determinar su
efectividad antibacteriana contra cepas de bacterias Gram positivas y Gram

negativas.

I.5. Limitaciones de la Investigacién

Las limitaciones de esta investigacion estuvieron relacionadas con la falta
de insumos de laboratorio al momento de llevar a cabo la formulacion de la
forma farmacéutica de uso tépico y la determinacion de su actividad
antibacteriana debido al alto costo de los materiales y la carencia de los
mismos en el mercado nacional. Sin embargo, durante el proceso de

investigacion esto no fue impedimento para mantener la vialidad del estudio.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

[I.1. Trabajos Previos

Hernandez, V., en el 2015 realiz6 un trabajo de tesis doctoral titulado
estudio fitoquimico y evaluacion del potencial biolégico de plantas de la
reserva forestal de Caparo: Guarea guidonia L, Sleumer (Maliaceae) y
Astronium graveolens Jacq (Anacardiaceae). El objetivo era estudiar desde
el punto de vista fotoquimico las especies  Guarea guidonialL, Sleumer
(Maliaceae) y Astronium graveolens Jacqg (Anacardiaceae) evaluar las
actividades antibacterianas, antioxidante, larvicida, anti-inflamatoria y

antiangiogenica de los aceites esenciales, extractos o compuestos aislados.

Los resultados indicaron que en el aceite esencial de Astronium
graveolens Jacq se determinaron e indicaron 24 componentes quimicos, los
mono terpenos que predominaron en el aceite esencial de Astronium
graveolens recolectado en la reserva forestal de Caparo, pero el mayor
componente, trans- B -ocimeno, parece ser el mas abundante y comdn de

toda la especie del género.
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Ademas, el aceite esencial mostro actividad contras bacterias Gram
negativas y Gram positivas ensayadas y los extractos etandlicos (EtOH) y
metandlicos (MeOH) de Astronium graveolens Jacq resultaron activos contra
bacteria Gram positivas y bacterias Gram negativas con halos de inhibicién

mayor de 14nm.

En la investigacion los aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion
de las hojas frescas de la especie se obtuvieron 24 compuestos volatiles que
representan el 99.30 % de la mezcla total y mostro una inhibicion del
crecimiento bacteriano en concentraciones que oscilan entre 0.25 g/mly 2
g/ml independientemente de las especies bacterianas o el mecanismo de
resistencia. En este articulo se reporta, por primera vez, el radical libre de
captacion in vitro y propiedades antiangiogénicas de un extracto polar de las

hojas de Astronium graveolens Jacq Yy su composicidn quimica.

Los autores concluyeron que del extracto hexanoico y butanoico de las
hojas de la especie de Astronium graveolens Jacq, se logré aislar e
identificar por medio de técnicas espectroscopicas uni y bidimensionales un
total de dos compuestos conocidos para otras especies vegetales, sin
embargo, este es el primer reporte de dicho compuesto para esta especie el

acido clorogénico y el 2,2,3,4,6-pentagaloil-D-glucopiranosa.

En un articulo extraido del Reglamento Toxicolégico y Farmacologico
publicado en el 2015 en la revista Research Gate. Perteneciente a los
investigadores Resende y colaboradores, titulado Mutagenicidad y actividad
guimiopreventiva de las especies de Astronium evaluado mediante prueba de
Ames, el objetivo que tuvo el estudio fue investigar las actividades
mutagénicas y anti-mutagénica de los extractos hidroalcohdlicos de

Astronium spp
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Se trabajé con el extracto alcohodlico de las hojas y tallos de Astronium
graveolens y Astronium urundeuva y de las hojas y raiz de Astronium
fraxinifolium donde las alicuotas de cada uno de los extractos hidroalcolicos
fueron analizados por cromatografia liquida de alta eficiencia obteniendo
compuestos quimicos de tipo fenodlicos de las especies Astronium spp y la
mutagenicidad se determind por el ensayo de Ames en cepas de
Salmonella typimorium TA98, TA97a, TA100 y TA102 y la actividad anti-
mutagénica se puso a prueba con la accion directa e indirecta de mutagenos.
Los resultados mostraron que ninguno de los extractos indujo ningun
aumento en el numero de revertientes, lo que demuestra la ausencia de

actividad mutagénica.

Por otra parte, los resultados en el potencial anti-mutagénica mostraron
un efecto inhibidor moderado contra NPD y un fuerte efecto protector contra
B[a]P y AFBL1. Este estudio pone de relieve la importancia de la deteccion de
especies de Astronium de nuevos compuestos medicinales. Los
prometedores resultados obtenidos abren nuevas vias para su estudio y
proporcionar una mejor comprensiéon de los mecanismos por los que estas
especies actlan en la proteccion del dafio del ADN. Sin embargo, nuevas
investigaciones farmacoldgicas y toxicologicas de los extractos crudos de
Astronium spp. Asi como de sus metabolitos secundarios, son necesarios
para determinar el mecanismo(s) de accion para garantizar su aplicacion mas

segura y eficaz para la salud humana.

Esta es la primera evaluacién del potencial mutagénico de extractos
hidroalcohdlicos de Astronium spp y su influencia en las actividades de los
agentes mutagénicos conocidos realizada por el test de Ames. En muchos
casos, las personas no se dan cuenta que tratamientos a base de plantas
medicinales pueden causar graves riesgos para su salud (Lira y col., 2008).

Por lo tanto, dado el consumo generalizado de Astronium spp por la
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poblacion, es esencial para llevar a cabo ensayos para evaluar su
mutagenicidad y otros riesgos para la salud.

Bonifacio y cols., (2015) publicaron un articulo en la revista internacional
de nanomedicina que lleva por titulo sistema lipidico nanoestructurado como
estrategia para mejorar la actividad anti-candidas albicans de Astronium spp
incluyendo las especies como Astronium flaxinofolium, Astronium urundeuva
y Astronium graveolens que son poseedoras de actividades anti-
inflamatorias, anti-ulcerosas y antimicrobiana, su objetivo consistié en evaluar
el sistema de lipidos nanoestructurados que se desarroll6 como una
estrategia capaz de potenciar la accidbn de los extractos de plantas,
reduciendo la dosis requerida y los efectos secundarios mejorando la

actividad antibacteriana.

Obteniendo como resultado que los extractos hidroalcohdlicos de tallos y
hojas de Astronium flaxinifolium, Astronium graveolens y los tallos de
Astronium urundeuva no mostraron actividad antifingica, pero el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Astronium urundeuva mostré actividad contra

Candida albicans con un MIC de 125 ug/ml.

Después de la incorporaciéon en el sistema nanoestructurado, los
resultados mostraron que Candida albicans proviene de extractos de tallos y
hojas de todas las especies de Astronium spp se mejoré su actividad: los
tallos de las tres especies mostraron MICS de 62,5 ug/ml; las hojas de
Astronium flaxinifolium y Astronium graveolens, respectivamente, mostraron
MICS de 250 ug/ml y 125 ug/ml; y las hojas de Astronium urundeuva

demostraron una actividad aun mayor, presentando un MIC de 15,62 ug/ml.

Los autores llegaron a la conclusién de que el extracto hidroetanoico de

las hojas de Astrionium urundeuva tienen actividad antifingica in vitro e in
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vivo, y que la incorporacion de esta extension al sistema nanoestructurado
desarrollado potencia esta actividad, ademas, mencionaron que en un
trabajo futuro investigaran la influencia del tipo de lipido utilizado en la
actividad antifungica del sistema lipidico nanoestructurado del extracto

hidroetanoico de las hojas de Astronium urundeuva.

En una investigacion publicada en la revista llamada Investigacion de
Productos y Plantas Medicinales en Diciembre del 2016 por el autor Silva y
sus colaboradores, titulada potencial antitumoral y antioxidante del extracto
de Astronium graveolens Jacq cuyo objetivo era la evaluacion de la
citotoxicidad del extracto Astronium graveolens a través del bioensayo
Artemia salina y el potencial antioxidante.

La actividad antioxidante se determind por el método DDPH (Blois, 1958),
en la prueba antitumoral arrojando como resultado un porcentaje de
inhibicion de tumores de los grupos tratados a la concentracion de 1%; 0,1%
y 0,001% de los extractos no difiri6 del grupo control, sin embargo, la
concentracion de 0,01% mostré una disminucion significativa en la inhibicion

de tumores en comparacion con el control.

En cuanto a la concentracion del ensayo de toxicidad de 0,1; 0,25; 0,5
mg/ml tenia una actividad mas alta en las larvas de Artemia salina de
acuerdo con CLso presentado en esta investigaciéon; contando el numero de
muertes después de 24 y 48 horas de la exposicion al extracto de la planta
que se llevdé a cabo, esa cifra se usa para calcular el CLsp mediante el

analisis probit, con una confianza del 95%.
La actividad antioxidante fue del 85% para el extracto con una

concentraciéon 3 mg/ml™. Los autores dependiendo de los resultados

obtenidos llegaron a la conclusion de que el extracto de Astronium
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graveolens Jacq tiene actividad antitumoral y antioxidante a través de la
prueba evaluada en el estudio. La prueba de Artemia salina presento una

concentracion de 0,1; 0,25; y 0,5 mg/ml con una mayor actividad citotoxica.

Esta investigacion fue realizada debido a que recientes estudios muestran
diferentes actividades farmacologicas, como el potencial antitumoral del
extracto Astronium graveolens usando el bioensayo de inhibicion de discos
inducidos por el tumor de patatas por Agrobacterium tumefacies (Silva y col,
2012; Silva y col., 2010).

Hernandez y colaboradores, en una investigacion realizada y publicada en
la Revista de la Facultad de Farmacia en el 2017 titulada Actividad anti-
inflamatoria del extracto alcohdlico de Astronium graveolens Jacq, cuya
finalidad fue examinar la actividad antinflamatoria del extracto de las hojas
secas de Astronium graveolens Jacq. Utilizando como método la prueba de

edema inducido por carragenina intraplantar en ratas albinas.

La actividad anti-inflamatoria del extracto se evalué mediante el test de
edema inducido por carragenina es el mas frecuentemente usado como
modelo experimental de inflamacion aguda para determinar el potencial
antiinflamatorio de productos naturales (Monteiro y cols., 2007; Winter y cols.,
1962; Rtheesh y Helen, 2007).

Obteniendo como resultado al aplicar el test del edema inducido por
carriogenina en la parte plantar de las ratas albinas que el extracto etandlico
redujo el incremento del volumen plantar 4 horas post-carragenina de una
manera significativa (P < 0,02). La Clso del extracto fue 5 mg/Kg y el
porcentaje de inhibicién fue de 57% a la dosis de 100 mg/kg de peso. Por lo
gue se determina que el extracto etandlico mostr6 efecto antinflamatorio en

una forma dependiente de la dosis cuando se comparé con el control
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Ketoprofeno (10 mg/kg). En conclusién, los investigadores sugieren que
Astronium graveolens Jacq representa un potencial tratamiento en

condiciones asociadas con la inflamacion.
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I1.2. Antecedentes histéricos

El hombre desde el comienzo de su existencia, se ha visto en la
necesidad de procurarse alimentos y medicamentos lo que comenzo
probablemente, probando una y otra vez o también observando el habito de
los animales salvajes cuando discriminaban las plantas, escogiendo las
adecuadas para su nutriciéon y evitando las venenosas (Roca, 2008). Cuando
una especie se comprobaba que tenia accion beneficiosa en un individuo, se
le daba a otro y si se le notaba el mismo efecto sobre este, entonces se
aceptaba y generalizaba su consumo. El conocimiento de la interrelacion
hombre, animales y plantas surgié en estos pueblos primitivos (Albornoz,
1980).

La utilizacion de las plantas medicinales para el tratamiento de
enfermedades data desde los primeros dias de la humanidad. Estudios
arqueoldgicos realizados registran especies de plantas en sepulturas del
hombre de Neanderthal (60.000 a.C.), hoy en dia aun en muchos sitios se
utilizan las plantas medicinales (Nagy, 2012). Algunas de las culturas mas
desarrolladas de la antigiiedad como la cultura china y egipcia son famosas
por la utilizacion de mezclas de hiervas para el tratamiento de enfermedades
registradas en el papiro de Ebers (1.550 a.C.), en un registro mas antiguo y
representativo de este conocimiento, hay un contenido que contiene 800

recetas y mas de 700 drogas de origen natural (Nagy, 2012).

Por otra parte Roca (2008), expresa que la medicina egipcia data de
alrededor de 2.900 Afios A.C., es tan antigua como la medicina tradicional
china pero anterior a la India, reconocida entre otros por el famoso Ayuverda
del 700 A.C., el estudio de las practicas medicas de los faraones se ha

basado en lo encontrado en unos documentos denominados papiros, asi
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como en la representacion artistica de la enfermedad en el Valle del Nilo y

ademas en el estudio detenido de restos humanos como el de las momias.

La principal literatura esta representada por los llamados libros herméticos
del Dios Thoth parte de los cuales se han perdido, los papiros médicos son
fragmentos de estos libros y son varios los disponibles en la actualidad en
diferentes museos y bibliotecas en que se encuentran uno de los mas
representativos en cuanto a los medios medicamentosos que se utilizaban en
el llamado papiro de Ebers documento de 110 péginas que incluye 877
recetas y menciona unas 700 drogas (Roca, 2008).

Asi mismo Albornos (1980), expresa que la utilizacion de las plantas como
remedios para sanar enfermedades viene dada desde hace mucho tiempo
atrds desde la época prehistérica pasando por la edad media, la edad
moderna, la edad contemporanea que incluye el siglo IX y XX, pero una de
las épocas mas relevantes fue la época prehistérica ya que alli nacié en

Grecia, Galeno en Pergamo en el afio 130 D.C.

Galeno en Pergamo quien fue un gran preparador de remedios para tratar
enfermedades descubriendo minuciosamente la elaboracion y conservacion
de los mismos, este da las bases técnicas para la preparaciéon de las
diferentes formas farmacéuticas, fue el creador de la formula para la crema
fria y los unglentos, por lo tanto, fue un médico farmacéutico y se puede
considerar el padre de la farmacia por su dedicacion en la preparacion de

medicamentos (Albornoz, 1980).

De igual manera, otros personajes como Teofrasto (considerado el padre
de la botanica) por escribir dos tratados de botanica (la Historia de las
plantas y sobre los origenes de las plantas y sus caracteres) y Dioscorides

(considerado el padre de la farmacognosia) (Albornoz, 1980). En Venezuela,

19



Vicente Marcano, fue famoso investigador de las ciencias naturales y de la
quimica organica, puede decirse que fue el pionero de la investigacion
fitoquimica en el campo de la farmacia y de la agronomia venezolana, este
personaje fue educado en paris donde recibié altas distinciones, en 1984
fund6 la primera escuela de estudios farmacéuticos, con caracter
universitario que planifico a semejanza de los institutos franceses por el
visitados (Albornoz, 1980).
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I1.3. Bases Teéricas

11.3.1. Familia Anacardiaceae

[1.3.2. Descripcion Botanica

La familia Anarcadiaceae es una familia botanica representada por 70
géneros y cerca de 600 especies entre arboles y arbustos, conocidas
algunas por ser de gran importancia alimenticia en cuanto a sus frutos
comestibles y otras por su importante madera (Ceruks y col., 2007), de tal
manera que la familia Anacardiaceae pertenece al reino Plantae del subreino
Tracheobionta que a la vez alberga a las Spermatopyta y Magnoliophyta, de
clase Magnoliopsida, subclase Rosidae de orden Sapindales ( Watson y
Dallwitz, 1992).

Familia ubicada en el orden Sapindales junto con Biebersteiniaceae,
Burseraceae, Kirkiaceae, Meliaceae, Nitrariaceae, Rutaceae, Sapindaceae y
Simaroubaceae (Stevens, 2001). Anacardiaceae esta estrechamente
relacionada a Burseraceae, ambas familias comparten la presencia de hojas
compuestas y foliolos opuestos, son generalmente dioicas, tienen flores
pequefias, caliz frecuentemente connato, corola ligeramente mayor que el
caliz, disco extra estaminal, frutos en drupas, y producen biflavonoides
(Lawrence, 1977)

Los miembros de esta familia se conocen por producir reacciones
alérgicas al contacto, debido a la presencia de compuestos fendlicos en la
resina (Juddy col., 2002); esta caracteristica es el origen de algunos nombres

comunes; otros miembros de la familia son de importancia econémica debido
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a sus frutos comestibles y, por tanto, practicamente se cultivan en todo el
mundo. Tal es el caso del mango (Mangifera indica), el pistache (Pistacia

vera) y el anacardo o nuez marafién (Anacardium occidentale).

Una caracteristica considerada tipica de la familia es la presencia de
canales resiniferos en la corteza, cuya resina es clara, pero al contacto con

el aire se ennegrece (Ding Hou, 1978; Judd y col., 2002).

Las flores son usualmente muy pequefias (fig.1), actinomorfas
pentameras y unisexuales, por lo comun se encuentran en inflorescencias
determinadas, complejas o cimosas; tanto los sépalos como los pétalos
tienden a estar separados aunque pueden encontrarse ligeramente
connados, los estambres suelen ser de 5 a 10 y generalmente estan libres, el
ovario es supero y se compone de 3 carpelos connados (en ocasiones 5),
tipicamente, s6lo un carpelo es fértil e incluye un solo 6vulo apotropo con

placentacion apical (Cronquist, 1981; Judd y col., 2002).

Figura 1: Caracteristicas de las flores de la familia Anacardiaceae: a. Flor estaminada con
estambres, b. Flor pistilada, c. Detalle de la flor pistilada sin perianto, ovario globoso,
estigma, estaminodios y disco.

Fuente: tomada y modificada de Guia de Consultas Botanica Il. ROSIDAE-Sapindales-

Anacardiaceae.
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Los frutos se caracterizan por ser drupas 0 samaras, generalmente con
una semilla (fig.2), las semillas contienen un embrién curvo, endosperma

escaso o0 ausente (Lawrence, 1977).
| =N L, "\ — ~\7!_r e ey x

Figura 2: detalle de frutos de Manguifera indica y Anacardium occidentale, semilla de

Schinopsis balansae.
Fuente: tomada y modificada de Judd y col., (1999), Loreenzi (1998).

[1.3.3. Distribucion geografica

La distribucion de la familia Anacardiaceae a nivel mundial se encuentra
con mayor auge en los tropicos de América, Asia, Africa e Indomalasia. De
las 9 familias que conforman el orden Sapindales (Stevens, 2001). Por otra
parte, el mismo autor Stevens (2001) indica que la familia Anacardiaceae se
encuentra en mayor parte en el territorio brasilefio en América del sur y en
gran parte del mundo (fig. 3), teniendo asi una distribucién predominante en

las regiones tropicales y subtropicales.

Figura 3: Distribucidn de los miembros de la familia Anacardiaceae.
Fuente: extraido de Guia de Consultas Botanica Il. ROSIDAE-Sapindales-Anacardiaceae,
(Stevens, 2001).
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En Venezuela desde el punto de vista forestal, Sapindales es un orden de
interés en el pais ya que incluye especies de alto valor comercial
pertenecientes a la familia Anacardiaceae como Anacardium excelsum,
Astronium graveolens, entre otras. Igualmente, desde el punto de vista frutal,
hay especies de importancia como Mangifera indica, Spondias mombin
(Mufioz, 1999). En Venezuela existen reportes de diferentes especies de la
familia Anacardiaceae: Veillon (1994) menciona siete géneros y 14 especies
nativas. Segun Huber y col., (1998), en el pais existen 12 géneros (fig.4):
(Anacardium, Astronium, Campnosperma, Cyrtocarpa,
Loxopterigium,Mangifera, Mauria, Ochoterenaea, Spondias, Tapirira,

Thyrsodium yToxicodendron) y 24 especies.
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Figura 4: Distribucion de algunas especies de la familia anacardiaceae en Venezuela.

Fuente: imagen tomada y modificada de www.venezuelatuya.com.

[1.3.4. Composicion quimicay actividad farmacoldgica de algunas
especies de la Familia Anacardiaceae

Estudios sobre la composicién quimica de la familia Anacardiaceae han

revelado que contienen flavonoides, incluyendo biflavonoides, terpenos,
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xantonas, chalconas, y principalmente, lipidos fendlicos y sus derivados
(Correia y col., 2006).

Mangifera indica conocido como mango es uno de los frutos tropicales
mas finos y apreciados por los consumidores, es originario de India y se cree
que comenz6 a cultivarse 2.000 afios antes de Cristo, tiene como
componente quimico principal que se encuentra en el extracto de corteza es
una xantona glicosilada llamada mangiferina (2-B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-
tetrahidroxi-9-xantona). ~ También  presenta  polifenoles, flavonoles,
terpenoides, fitoesteroles, azucares libres, polialcoholes y &cidos grasos, de
los cuales mas del 60% son poliinsaturados. Ademas, posee elementos

importantes como calcio, selenio, cobre y zinc (Vilchez, 2010).

Astronium urundeuva (Alleméao) Engl. (Anacardiaceae), arbol de 5m de
alto, desde el punto de vista quimico fueron detectados y aislados polifenoles
y chalconas de la madera (Napoleon y col., 2011; Morais y col., 1999), y
ademas fueron aisladas chalconas urundeuvinas |, 1l y Il (Botelho y col.,
2008; Viana y col., 2003).

Astronium fraxinifolium se trata de una especie arbérea extremadamente
densa, compacta y rigida, resistente a la descomposicion de su madera por
un largo periodo de tiempo esta resistencia se explica por el alto contenido
de taninos que poseen (Feitosa y col.,, 2011), sus hojas y madera esta
compuesta por una diversidad de metabolitos secundarios desde derivados
do acido cafeoilquinico, flavonoides y derivados de acido galico (Serikava,
2009).
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[1.3.5. Importancia de la actividad bioldgica de la familia Anacardiaceae

Desde el punto de vista fotoquimica y farmacolégico, cerca de 7% de las
especies investigadas de los géneros de esta familia, las mas estudiadas
son: Mangifera, Rhus, Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus,

Schinus, Pistacia, Lithraea, Tapirira y Melanorrhoea.

Dentro de estas destacan: Schinus terebinthifolius, que presenta actividad
antifingica (Johanny col., 2010) ya que contiene gran cantidad de a-pineno
qgue le confiere actividad antimetastasica frente a mielomas (Matsou y col.,
2011), Schinus molle, presentando en sus aceites esenciales actividad
insecticida y repelente  (Abdel-Sattar y col., 2009) Mangifera indica,
importante en cuanto a su actividad antiinflamatoria (Knddler y col., 2008);
los que tienen participacion en el proceso de la cascada inflamatoria e

inmunoreguladora

Anacardium occidentale, se ha investigado y encontrado que tiene
actividad antiulcerogenica (Konan y Bacchi, 2007) y antibacteriana (Green y
col., 2008), Lannea barteri, presenta actividad antioxidante, antimicrobiana e
inhibitoria de la acetilcolinesterasa (Koné y col., 2011), y especies de Rhus,
presentando actividades antialérgica, anti-mutagénica, antioxidante,

hipoglicemiante entre otras (Rayne y Mazza, 2007).

Sin embargo, de acuerdo a la literatura, la especie Astronium urundeuva
ha sido la mas estudiada del género Astronium a la cual se le ha detectado
que tiene actividad anti-ulcerogénica (Carliniy col., 2010; Souzay col., 2007;
Rao y col., 1987), antiinflamatoria (Souza y col., 2007; Viana y col., 1997)
antibacteriana, antifingica (Sa y col., 2009), neuroprotectora (Nobre-Junior y

col.,, 2007). Las lectinas aisladas de la madera presentan actividad
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insecticida (S&a y col., 2008; Napoleédo y col., 2011) y larvicida contra Aedes

aegypti (Say col., 2009).

El extracto acuoso de Astronium urundeuva presenta cierta citotoxicidad
en las células cancerigenas (Mahmoud y col., 2011). La corteza de
Astronium urundeuva se utiliza principalmente, para las fracturas,
traumatismos, cortaduras heridas, procesos inflamatorios, acelera la
cicatrizacion, para tratar Ulceras en el estbmago en los procesos
hemorragicos en las mujeres con menstruaciones abundantes (Bourdy y col.,
2000). También se reporta la actividad antioxidante, (Mufioz y col., 2004;
Deharo y col., 2004).

Por otra parte Macedo y Ferreira (2004) en un estudio realizado afirman
que las hojas de esta especie son popularmente utilizadas para las diarreas,
hemorroides y en bafios como antisépticos para tratar las ulceras de la piel,
ademas, Pinto y col., (2010) estudiaron la actividad vitro e in vivo de
extractos de metanol tallo, follaje y flores de varias especies, entre ellas
Astronium fraxinifolium contra hongo Colletotrichum lindemuthianum, el
principal agente causal de la antracnosis. Entre los 300 extractos de plantas
probados en el ensayo sélo 13 mostraron actividad antifingica, y entre ellos
el Astronium fraxinifolium con una concentracién minima inhibitoria (CMI) de
1,45 mg/ ml.

Pocos estudios se han realizado acerca de la actividad biolégica de
Astronium graveolens, sin embargo, Hernandez y cols., (2013) mediante una
investigaciéon realizada a esta especie de Astronium sugieren que el aceite
esencial de las hojas de Astronium graveolens tiene actividad inhibitoria

frente a patbgenos nosocomiales resistentes.
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[1.4. Astronium graveolens Jacq

[1.4.1. Taxonomia de la especie

En cuanto a la taxonomia de la especie se conoce con el nombre
cientifico de Astronium graveolens Jacq, perteneciente a la familia
Anacardiaceae que incluye mas de 82 géneros y 700 especies, distribuidas
principalmente en los tropicos (Pell, 2004). De los géneros 32 Anacardiacea
se conocen 82 especies que causan dermatitis por contacto debido a la
presencia de compuestos fendlicos que son probablemente una defensa

contra plagas o insectos y vertebrados (Aguilar y Sosa, 2004).

El género Astronium (sinénimo Myracrodruo), comprende 23 especies de
arboles nativos Brasil, Surinam Colombia y selvas de Venezuela (Viana y
cols., 2003) y conocido con el nombre comun de ciruelillo (Benitez vy
Montesino, 1988). Nombres comunes en Honduras y Costa rica es conocido
como Ron-Ron, jocote y jabillo, en Nicaragua es conocido como jocotes de
fraile, zorro, palohobero y en América del sur es conocido como ciruelo,

ciruelillo, melén vy jarillo (De trinidad, 1993).

11.4.2. Morfologia

Morfolégicamente es un &rbol grande, con alturas hasta de 30 m
diametros hasta de 1 m; en el bosque humedo presenta gambas en los
primeros dos metros de altura, luego su fuste es limpio y cilindrico; corteza
en placas dejando manchas llamativas. Su compa es envelado redondeada,
generalmente abierta, con ramas irregulares y ascendentes (fig. 5), (Benitez
y Montesino, 1988). La corteza es de color pardo-gris, generalmente con

manchas blancuzcas, aspera, lenticela longitudinalmente en los estados
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jovenes, torndndose escamosa en los arboles adultos, desprendiéndose en
piezas delgadas e irregulares (Thirakul y Maldonado, 1998), exuda una
sustancia resinosa que es trasparente y pegajosa de olor agridulce agradable
(Benitez y Motesino, 1988).

Figura 5: Fotografia de Astronium graveolens Jacq
Fuente: Escuela Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2016; Smithsonian Tropical
Research Institute, 2013.

11.4.3. Identificacion botanica de la especie

Las hojas son alternas imparipinnadas, agrupadas al final de la ramilla,
con peciolo y raquis de 15 cm a 22 cm de largo de 4 a 5 pares de hojas sub-
opuestas, mas una terminal, el haz verde, el envés verde amarillento o
palidos, glabras ambas superficies: de e 8 a 10 pares de nervios secundarios
paralelos (Thirakul y Maldonado, 1998). Las flores son bisexuales pequefias
agrupadas en paniculas terminales o axilares que miden cerca de 10 cm a 25
cm de largo, con cinco pétalos de color blancuzco-amarillento (fig. 6),
(Benitez y Montesino, 1988).
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Figura 6: Flores y partes aereas de Astronium graveolens Jacq.

Fuente : tomada y modificada Escuela Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2016;

Smithsonian Tropical Research Institute, 2013.

Los frutos son drupas oblongas pequeiias cerca de 1 cm a 1.5 cm de
largo (fig. 7), de color azul-negro cuando maduran, con un hueso duro
encerrado en la pulpa agridulce y se caracterizan por acumular un liquido
resinoso, las semillas son de color café claro, de 1.0 cm de largo, se

encuentra una en cada fruto (Gutiérrez, 2000).

En cuanto a la fenologia las flores son observadas de Abril-Mayo,
mientras que los frutos en este arbol caducifolio se observan de Mayo a junio

aproximadamente (Thirakul y Maldonado, 1998).

Figura 7: Frutos drupaceos de Astronium graveolens Jacq
Fuente: tomada y modificada de PROECEN. snt. Ciruelillo (Astronium graveolens Jacq.).

Coleccion de Maderas Tropicales de Honduras, 1999.
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11.4.4. Distribucién

Su distribucion natural es desde México hasta Brasil, Bolivia y Paraguay.
Ha sido plantada en pequefia escala en Costa Rica, Honduras y Brasil
(Jiménez, 1999). En Costa Rica es una de las especies que posee mayor
proteccién, pues se encuentra representada en varias Areas de
Conservacion. Su madera tiene alto potencial tanto estético como
tecnologico, sin embargo, por sus caracteristicas sobresalientes ha sido
sobre explotado en algunas regiones de México (Echenique, 1970), en
Venezuela se encuentra distribuida principalmente en los estados
Anzoategui, Bolivar, Cojedes, Amacuro, Falcon, Guarico, Lara, Miranda,
Yaracuy y Zulia (FIBV-MARNR, 1998).

11.4.5. Usos de la especie

Este arbol se usa mas que todo en ebanisteria (muebles finos, gabinetes
de lujo, pisos, duelas, parquet prefabricado, entarimados), machimbrados,
escaleras, chapas decorativas, acabados internos, objetos torneados,
marqueteria, cuchilleria (Benitez y Montesino, 1988). En estudios realizados
por investigadores se tiene que de sus hojas frescas se ha informado de la
presencia de trans-ocimeno como principales compuestos volatiles que
muestran actividad repelente contra Acromyrnex lundi (Chen y Wiemer,
1984).

[1.5. Fitomedicamentos
Segun la Organizacion Mundial de la Salud, un fitomedicamento es un

nuevo tipo de medicamento cuyo principio activo es un extracto vegetal que

contiene varios grupos de compuestos con propiedades farmacoldgicas

31



distintas pero complementarias para producir su efecto curativo o preventivo
(Hernandez, 2016).

Los fitomedicamentos siempre provienen de plantas medicinales de
amplio uso en las medicinas populares de diversos paises, provienen de una
tradicion que ha mostrado la eficacia de esas plantas aplicadas en forma de
emplastos o tisanas, pero que no habian sido sometidas a estudios
cientificos que determinaran los componentes quimicos a los que deben sus

propiedades y por ende su eficacia terapéutica (Hernandez, 2016).

Los productos elaborados a base de los principios activos de las plantas
tienen menos efectos secundarios, es decir causan menos reacciones
adversas que los productos farmacéuticos, en donde el uso de plantas puede
generar ahorro y mayor efectividad y eficacia frente a una enfermedad o

patologia (Hernandez, 2016).

I1.5.1. Formas farmacéuticas

Por lo antes expuesto se tiene que las formas farmacéuticas también
llamadas formulas galénicas se definen como la disposicion individualizada a
gue se adaptan las sustancias medicinales (principios activos) y excipientes
para constituir un medicamento (Bisset, 1994). En consecuencia, los
medicamentos se presentan en diferentes preparaciones que reciben el
nombre de formas farmacéuticas o formas medicamentosas (Hernandez,
2016).

Por otro lado, Balsam y Sagarin (1972), indican que las formas

farmacéuticas son el producto resultante del proceso tecnoldgico que

confiere a los medicamentos caracteristicas adecuadas como la dosificacién,
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la eficacia terapéutica y la estabilidad en el tiempo, es decir, la forma de

preparar un medicamento con el fin de su administracién.

Helman (1982), clasifica las formas farmacéuticas segun su estado fisico:
en solidas que comprenden polvos, granulados, cépsulas, comprimidos,
sellos, tabletas, supositorios, Ovulos, implantes, en semisdlida que
comprenden pomadas, pastas, cremas, geles, y en liquidas que lo
constituyen las soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes, elixires,
lociones. Con respecto a la seleccion de la forma farmacéutica de un
producto fitoterapéutico, Lock (1999), menciona los aspectos principales que
deben tenerse en cuenta son: la forma debe ser aceptable para el paciente,
quimica y fisicamente estable y el producto debe ser correctamente
envasado, exento de contaminacion microbiana, capaz de proporcionar una

dosis correcta de la droga, terapéuticamente eficaz.

Las formulaciones de uso externo son todas aquellas formas
farmacéuticas cosméticas medicamentosas destinadas a ser aplicadas sobre
la piel y mucosas con accién sistémica. Los preparados farmacoldgicos que
se aplican directamente sobre la piel estan formados por: farmaco o principio
activo, vehiculo o base y productos secundarios como conservantes,

aromatizantes y colorantes (Hibbott, 1969).

Las formas posoldgicas topicas constan por lo comin de uno o varios
farmacos activos, contenidos en un excipiente liquido o pastoso mejor
conocido con el nombre de base, es en general, complejo. A parte de las
sustancias destinadas a dar volumen a la forma, deben ubicarse otras de
diversa funcibn y categorias como: solubilizantes, conservadores,
dispersantes, estabilizadores, humectantes entre otros (Munro y Stougton,
1965).
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[1.5.2. Forma farmacéutica de accién topica: crema

Las cremas son preparaciones semisolidas que contienen principios
activos y aditivos necesarios para tener una emulsién generalmente aceite
en agua con un contenido de agua superior al 20% (Liberman, 1899), asi
mismo la Real Farmacopea Espafiola define las cremas como preparaciones
multifasicas constituida por una fase lipdfila y una fase acuosa. En la
aplicacion por masaje exhiben escasa resistencia y fluyen con facilidad y de
modo uniforme. Su contenido acuoso y su blandura las distinguen de las
otras formas topicas semejantes. Una diferencia entre la crema y la pomada
es que la pomada fluye con dificultad y las cremas fluyen facilmente, ademas

las pomadas son siempre monofasicas (Helman, 1982).

Desde otro punto de vista Cid y Moran (1974), mencionan que las cremas
son formas farmacéuticas constituidas por dos fases, que se clasifican en
hidrofobas (Emulsiones agua/aceite), donde la fase continua o externa es la
fase lipofilica y las hidrofilas (Emulsiones O/W) donde la fase externa es de
naturaleza acuosa, tales como jabones soédicos o de alcoholes grasos
sulfatados y polisorbatos, a veces combinados en proporcion es

convenientes con tenso activos tipo agua / aceite.

Las cremas se preparan por tres métodos generales: mezclado mecanico
de los ingredientes n, fusion y formacion de emulsiones. El primer método se
usa cuando el excipiente estd constituido por agentes grasos blandos y
aceites, el segundo cuando se emplean ceras e ingredientes de mayor punto
de fusion y el tercer método, como su nombre lo indica O/W (fase oleosa /
acuosas) o W/O (fase acuosa/ fase oleosa) pudiendo ver o no reaccion
quimica (Cid y Moran, 1974).
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II.6. Componentes esenciales de las cremas de accidn topica

Un producto farmacéutico, estd formado por lo que se denominan

principios activos, su actividad define su funcion y el vehiculo o excipiente.

[1.6.1. Principio activo

Se entiende por principio activo o sustancia medicinal, a la materia de
cualquier origen, capaz de producir cambios en los procesos fisiolégicos o
bioguimicos de los ser es vivo; se trata, por tanto, de las sustancias quimicas
o bioldgicas, a las que se les atribuye una actividad apropiada, para constituir
un medicamento (http://www.ops-oms.org.ve/site/venezuela/ven-ley-
medic.htm). La eleccion de uno u otro es importante, al igual que la cantidad
que se incluya. Pueden ser de origen: humano, animal, vegetal, mineral,

microbioldgico, quimico o afines.

[1.6.2. Vehiculo o excipiente

El vehiculo dermocosmético, esta formado por una serie de sustancias
diversas, que favorecen su aplicacion y penetracion. Asi mismo le aportan las
cualidades cosméticas de tacto, color, olor y textura. Algunos componentes
que forman parte de los excipientes, también poseen otras acciones como
hidratantes, emolientes, entre otras. ElI vehiculo debe elegirse
cuidadosamente de acuerdo con su inocuidad, compatibilidad, estabilidad y
tolerancia (Olmo, 1995).

11.6.3. Fase acuosa

En la fase acuosa generalmente se emplea agua que debe ser

desionizada y microbiolégicamente pura. En esta fase suelen adicionarse
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todos los principios activos, que por su hidrofilicidad puedan ser solubles en
ella, asi como también, se disuelven agentes humectantes, se incorporan
agentes viscosantes y agentes conservadores, que evitan la contaminacion
con hongos, levaduras o bacterias (Olmo, 1995; Rieger, 2000; Bernard,
1988).

11.6.4. Fase oleosa

La fase oleosa su principal funcién en la mayoria de los preparados, es la
de proveer emoliencia, renovando la flexibilidad y suavidad de la piel. La
naturaleza de la capa residual de la fase oleosa, que queda adherida a la
piel, modula el grado de oclusividad del producto. La formulacién contiene
aceites ligeramente oclusivos que retrasan la pérdida del agua de la piel.
(Olmo, 1995; Rieger, 2000).

11.6.5. Agente surfactante o tensioactivo

Los agentes surfactantes o tensioactivos son sustancias anfifilicas, cuya
molécula posee esencialmente dos partes: un grupo hidrofilico (H), iénico o
no iénico formado generalmente por heteroatomos de N, S, O, como por
ejemplo los sulfonatos, sulfatos, polioxidos de etileno, entre otros), y un
grupo lipofilico (L), que consiste en general, en una cadena hidrocarbonada
con o sin grupo aromatico. Las sustancias anfifilicas pueden representarse
esquematicamente por la formula L-H (fig. 8). Por esta doble afinidad y
dependiendo de la actividad interfacial que tiene el surfactante, podra
adsorberse a la interfase y mantener una dispersion, lo cual lo caracteriza
como dispersante o emulsificante (Salage, 2000; Knowlton, 1993; Mifana,
1982; Forgiarini y col., 2001).
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Mifiana plantea que la seleccion de un surfactante, se hace basandose en
las propiedades que debe poseer el producto final y también en la
combinacion de ingredientes que lo constituye y que tiene que cumplir con
ciertas caracteristicas como producir una baja tension interfacial en el
sistema especifico, en el cual va a ser utilizado, se relativamente econémico

Y no ser toxico ni irritante.

L
Parte Apolar
o

I

Parte Polar
—
H

Figura 8: Esquema de surfactante.
Fuente: tomado y modificado de http://www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar/vOn3/polar.jpg.

11.6.6. Agente conservador

El articulo Cosmetics y Toiletries (1993), explica que es necesario el uso
de conservadores que permitan protegerlos eficazmente contra el
crecimiento de microorganismos y contaminaciones accidentales, lo que
garantiza una vida estable del producto, por lo menos dos afios, incluso

durante su consumo.

Estos agentes conservadores pueden ser de tres tipos: antioxidantes que
retardan o impiden su enranciamiento; bactericidas que luchan contra el
desarrollo de bacterias, y fungicidas que evita el crecimiento de hongos
(Orth, 2000; OImo, 1995). Los agentes de conservacibn mas usados en

productos del cuidado personal son: los parabenos (preservativos sintéticos
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incluyen la mezcla de varios ésteres del acido p-hidroxibenzéico (metilo, etilo,

propilo y butilo) (Steinberg, 1984).

[1.6.7. Agente viscosante

Son compuestos muy diversos, de origen vegetal, animal o sintético, que
poseen la propiedad de ser hidréfilos. Son utilizados para espesar las
preparaciones que tienen baja viscosidad y para estabilizar las emulsiones
de fase continla acuosa; los mas utilizados son: los mucilagos vegetales
(goma arabiga, goma tragacanto), los alginatos, los derivados de la celulosa
(metilcelulosa y carboximetilcelulosa), las proteinas y los productos de
degradacion (gelatina) y ciertas sustancias vegetales (bentonita), (Mifiana y
Goncalves, 2011).

I1.7. Método de HLB: Balance Hidrofilico-Lipofilico

Este método nace en 1949, cuando Griffin noté que existia una relacion
entre la naturaleza de un surfactante y sus propiedades como agente
tensoactivo y emulsionante. Introdujo el concepto de HLB (Balance
Hidrofilico-Lipofilico) que, en esta época, revoluciondé los métodos de
formulacion de las emulsiones y el manejo de los surfactantes (Griffin, 1949).
Becher y Griffin (1970, 1974) recopilaron varios centenares de articulos que

se refieren al HLB.

El HLB, es un concepto que permite, una cuantificacion préactica y

prediccibn del comportamiento de los tensioactivos en un sistema
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determinado debido a que cada surfactante presenta un balance entre sus
afinidades hidrofilicas (para la fase acuosa) y lipofilica (para la fase oleica).

A pesar de que el valor HLB es un buen parametro para la eleccion del
surfactante, tienen serias limitaciones; por ejemplo, este no determina la
eficiencia del surfactante, ni tampoco su efectividad y varia con la
temperatura (Griffin, 1949). Por tanto, el valor HLB, solo nos permite saber el

tipo de emulsion que el surfactante generara, es decir, sistemas O/W o W/O.

El concepto de HLB es esencialmente fisicoquimico, en el sentido que él
indica un balance entre las tendencias hidrofilicas y lipofilicas del
emulsionante, asi mismo, el autor por otra parte concluye que el concepto de

HLB se basa en la maxima estabilidad de emulsiones O/W (Salager, 1998).

[1.8. Control de calidad de los productos farmaceuticos: crema

Coello (2009) establece que objetivo del control de calidad del producto
terminado es asegurar tanto el cumplimiento de las especificaciones
establecidas para la formulacion como la mantencién de las caracteristicas y
composiciéon del producto en forma constante desde un lote de producciéon a
otro. Segun Hernandez (2016), describe las caracteristicas organolépticas
como aquellas que dan las plantas como aromas, colores y sabores que los

hacen mas gratos para el olfato y la vista.

De tal modo Coello (2009) indica que se inicia la evaluacion de una forma
farmacéutica tépica analizando las propiedades organolépticas y fisicas del
producto final como son el aspecto, olor, color, pH y ademas se puede medir
la viscosidad en el equipo previamente calibrado con la cantidad suficiente

de producto, también indica que se puede hacer la determinacion de
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untuosidad al tacto aplicando una pequefia cantidad de la crema en el dorso

de la mano y determinar si existe presencia o ausencia de grumos.

11.8.1. Prueba de estabilidad

Una prueba de estabilidad puede ser definida como el proceso de evaluar
un producto para asegurar que los atributos claves se mantienen dentro de lo
aceptable, en la realizacién de estas pruebas hay que tomar en cuenta, ante
lo expuesto, Albert y col., (1989) formulan que antes de iniciar los estudios de
estabilidad de una forma farmacéutica, se recomienda someter al producto a
la prueba de centrifugacion. Se sugiere centrifugar una muestra a 3.000 rpm

durante 30 minutos.

El producto debe permanecer estable y cualquier sefial de inestabilidad
indica la necesidad de reformulacion. Si es aprobado en esta prueba, el
producto puede ser sometido a las pruebas de estabilidad. Se tiene que
existe una cantidad de pruebas que se utilizan para estudiar la estabilidad de

un producto farmacéutico entre ellas tenemos algunas, una de ellas:

11.8.2. Prueba de estabilidad preliminar

La prueba de estabilidad preliminar que también es conocida segun Junior
(2001) como prueba de seleccion, estabilidad acelerada o de corto plazo,
consiste en la realizacion de la prueba en la fase inicial del desarrollo del
producto, utilizandose diferentes formulaciones de laboratorio y con duracién
reducida; emplea condiciones extremas de temperatura con el objetivo de
acelerar posibles reacciones entre sus componentes y el surgimiento de
sefales que deben ser observadas y analizadas conforme las caracteristicas

especificas de cada tipo de producto. Debido a las condiciones en que es
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conducido, este estudio no tiene la finalidad de estimar la vida util del

producto, sino de auxiliar en la seleccion de las formulaciones.

11.8.3. Prueba de estabilidad acelerada

También conocida como estabilidad normal o exploratoria sirve como
auxiliar para la determinacion de la estabilidad de la formulacion o producto y
puede ser empleado para estimar el plazo de validez o tiempo de vida atil del
producto. Ademas, puede ser realizado cuando existan cambios significativos
en ingredientes del producto y/o del proceso de fabricacién, en material de
acondicionamiento que entra en contacto con el producto, es decir, para el
estudio de la compatibilidad de la formulacion con los materiales de

acondicionamiento (Junior, 2001).

Para realizar la prueba de estabilidad acelerada a productos
farmacéuticos se recomienda que las muestras para evaluacion de la
estabilidad sean acondicionadas en frascos de vidrio neutro, transparente,
con tapa que garantice un buen cierre evitando pérdida de gases o vapor
para el medio, la cantidad de producto debe ser suficiente para las
evaluaciones necesarias. En el caso que existiera incompatibilidad conocida
entre los componentes de la formulacién y el vidrio, el formulador debe
seleccionar otro material de acondicionamiento. El empleo de otros
materiales queda a criterio del formulador, dependiendo de sus
conocimientos sobre a formulacién y los materiales de acondicionamiento
(Junior, 2001).

Se debe evitar la incorporacion de aire en el producto, durante el
envasado en el recipiente de prueba. Es importante no completar el volumen
total del recipiente permitiendo un espacio vacio (head space) de

aproximadamente un tercio de la capacidad del frasco para posibles
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intercambios gaseosos. Generalmente tiene una duracion de noventa dias,
aunque en algunos casos, la duracion de esta prueba puede ser extendida
por seis meses 0 hasta un afio, dependiendo del tipo de producto las
muestras pueden ser sometidas a calentamiento en estufas, enfriamiento en
refrigeradores, exposicion a la radiacion luminosa y al ambiente (ver tabla 1),
(Junior, 2001).

Tabla 1: valores generalmente adaptados para bajas temperaturas y

temperaturas elevadas.

Temperaturas elevadas en: Temperaturas bajas en:
Estufas Nevera
37+20°C 5+20°C
40 £ 20°C Congelador
45 + 20 °C -5+20°C
50+ 20°C -10+20°C

Velasco (2001) sefala que la radiacion Iluminosa puede alterar
significativamente el color y el olor del producto y llevar a la degradacion de
componentes de la formulacion para la realizacion del estudio, la fuente de
iluminacién puede ser la luz solar captada a través de vitrinas especiales
para ese fin o focos que presenten espectro de emision semejante al del Sol,

como los focos de xendn. También son utilizadas fuentes de luz ultravioleta.

Las muestras también deben ser sometidas a la prueba de estabilidad
acelerada en su material de acondicionamiento, los productos deben ser
almacenados en mas de una condicion de temperatura, para que se pueda
evaluar su comportamiento en los diversos ambientes a los que pueda ser
sometido (Junior, 2001).
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La periodicidad de la evaluacion de las muestras puede variar conforme
la experiencia técnica, especificaciones del producto, caracteristicas
especiales de algun componente de la formulacién o sistema conservante
utilizado, sin embargo, o mas usual en este estudio acelerado es que sean
evaluadas inicialmente en tiempo cero, 24 horas y a los 7, 15, 30, 60 y 90
dias (Junior, 2001).

En caso del que el estudio se prolonga por mas tiempo, se recomiendan
evaluaciones mensuales hasta su término. Los parametros a ser evaluados
deben ser definidos por el formulador, dependen de las caracteristicas de la
formulacién en estudio y de los componentes utilizados en esta formulacion

(Junior, 2001). De manera general, se evaluan:

Caracteristicas organolépticas: aspecto, color, olor y sabor, cuando sea
aplicable (Junior, 2001).

Caracteristicas fisico-quimicas: valor de pH, viscosidad y densidad, entre
otros (Junior, 2001).

Caracteristicas microbiolégicas: estudio del sistema conservante del
producto por medio de la prueba de desafio efectuada antes y/o después del

periodo de estudio acelerado (Junior, 2001).

Se debe tomar una muestra de referencia, también denominada patron,
gue en general puede ser mantenida en nevera o0 a temperatura ambiente, al
abrigo da luz (Junior, 2001).

De igual manera, Leonardi y Campos (2001) describen otra prueba de

estabilidad denominada prueba de anaquel la cual también conocida como

estabilidad de larga duracion o shelf life, es un estudio realizado en el
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periodo de tiempo equivalente al plazo de validez estimado durante los
estudios de estabilidad relacionados anteriormente. Es utilizado para evaluar
el comportamiento del producto en condiciones normales de
almacenamiento; la frecuencia de los andlisis debe ser determinada
conforme el producto, el numero de lotes producidos y el plazo de validez
estimado, tiene como objetivo validar los limites de estabilidad del producto y
comprobar el plazo de validez estimado en la prueba de estabilidad

acelerada.

[1.8.4. Control de calidad de productos farmacéuticos no

obligatoriamente estériles

El principal ente que especifica la forma de trabajar en un laboratorio de
control de calidad microbiolégica de productos farmacéuticos es la OMS, la
cual reitera la importancia de garantizar la calidad de productos, generando
ensayos estandarizados y demostrados por cada laboratorio que los utilice,
es decir, que para cada producto farmacéutico debe existir un protocolo de
validacion de técnicas que sustente que el producto permite la recuperacion
de microorganismos de referencia (OMS, 2013).

Es por esta razon, que este organismo, le otorga la facultad a un grupo
de profesionales que desarrollan cada afio, en el compendio conocido como
USP, los ensayos microbioldgicos estandarizados y cémo validarlos. Para el
caso del examen microbiolégico de productos no estériles, este se puede

dividir en dos pruebas principales:

1. USP capitulo 61: Prueba de recuento microbiano (USP, 2016): consiste en
la cuantificacion de bacterias mesofilas recuperadas de un producto
farmacéutico no estéril. Para cada producto existe un limite de

microorganismos, entre bacterias y hongos, aceptable para su aprobacion
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2. USP capitulo 62: Prueba de microorganismos especificos (USP, 2016):
consiste en determinar la ausencia 0 presencia de microorganismos
patdgenos en productos farmacéuticos. Estos microorganismos se
encuentran especificados para cada forma farmacéutica (tabla 2), es decir,
para el caso de medicamentos orales, se debe demostrar la ausencia de
Escherichia coli, en el caso de medicamentos que tienen contacto con piel
como cremas, unguentos y polvos se debe determinar la ausencia de
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus; Por lo tanto, las
bacterias y hongos especificados dependen del uso que se le va dar al

farmaco y de la patogenicidad de los microorganismos mencionados
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Tabla 2: Limites de aceptabilidad para productos farmacéuticos no

obligatoriamente estériles segun especificaciones de la USP.

Via de Recuento de Recuento Microorganismos especificos
administracion microorganism combinado (lgoml
os aerobios de hongos
totales filamentosos
(ufc o ml) y levaduras
(ufc o ml)
Via inhalatoria Ausencia de Staphylococcus aureus
(excepto soluciones Ausencia de Pseudomona aeruginosa
fisiologicas para 10° 10 Ausencia de bacterias gran negativas
nebulizar tolerantes
Vias oromucosa
Cutanea
Gingival
Nasal
Auricular
Barches 10° 10* Ausencia de Staphylococcus aureus
transdérmicos Ausencia de Pseudomona aeruginosa
(limites para un
parche incluyendo
la capa adhesiva 'y
el soporte).
Via vaginal Ausencia de Staphylococcus aureus
Ausencia de Pseudomona aeruginosa,
102 10" Ausencia de Candida albicans

Preparaciones
acuosas para uso 10° 10" Ausencia de Escherichia coli
oral
Preparaciones no
acuosas para el 10° 10? Ausencia de Escherichia coli
uso oral
Via rectal 10° 10° -

Aplicaciones sobre
escaras,
ulceraciones o

guemaduras

Ausencia de gérmenes revivificables (g 6 ml)
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[1.9. Importancia de la actividad antibacteriana

Desde tiempos prehistéricos el hombre ha utilizado plantas con fines
medicinales (curativos y preventivos), alimenticios y cosméticos.
Actualmente, especies de plantas promisorias de uso etnofarmacolégico son
fuentes de informacion para el descubrimiento de posibles sustancias con
importante actividad biolégica (O. M. S., 2004).

Dentro de las actividades biolégicas mas comunes reportadas en el uso
de los productos de origen natural, esta la actividad antibacteriana, una de
las principales razones relativa para ella es la rapidez y facilidad de los
meétodos de ensayos, frente a otros ensayos de actividad biologica (Marquez
y col., 2004). Otra de las razones radica en la evidencia de los
antimicrobianos usados con éxito en el pasado, en la actualidad ya no
ejercen el mismo efecto sobre las bacterias puesto que estos han adquirido
resistencia, hecho que ha provocado una alerta mundial entre los centros de
salud y organizaciones dedicadas al estudio y control de los
microorganismos (Bustos y cols., 2006).

En el caso particular de S. aureus, antes del uso de antibidticos este
producia una mortalidad aproximada del 80 % y aun hoy en dia este
porcentaje se mantiene elevado encontrandose entre el 25% y 63% ya que
las cepas han adquirido un amplio rango de resistencia a antibidticos la
penicilina, meticilina y vancomicina (Bustos y cols., 2006). De manera
analogica los Enterococus como Enterococus faecalis presentan resistencia
a los cefalosporina, clindamicina y cotrimoxazol (Caussey cols., 2006). Asi
como para Escherichia coli de aislamiento urinario se ha observado el
aumento de la resistencia a microbianos como amoxicilina-clavulanico,

ciprofloxacina y norfloxacina (Marquez y cols., 2004).
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La emergencia de la resistencia bacteriana ha generado nuevos intereses
en la busqueda de medicamentos con poder antibacteriano, prueba de ello
es el aumento en los dltimos afios del nUmero de publicaciones, relacionando
productos naturales y actividad antimicrobiana, centrandose las
investigaciones en los productos naturales como fuentes de moléculas
bioactivas (Redo y col., 1989; Silver y Bastian, 1993). El desarrollo de la
farmacéutica inicia con la identificacion de principios activos, los analisis
bioldgicos, la formulacién de la dosis, seguida por estudios clinicos para
establecer la seguridad, eficacia y perfil farmacologico de las nuevas drogas
(lwu y col., 1999).

11.9.1. Las bacterias

Murray y colaboradores (2009) describe a las bacterias como
microorganismos procariotas, es decir, microorganismo celulares sencillos
sin membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni reticulo
endoplasmatico que se reproducen por division asexual, ademas, explica
que la pared celular de las bacterias es muy compleja por lo cual existen dos
formas basicas, debido a que unas bacteria tienen una pared celular Gram
positiva con una gruesa capa de peptidoglucano y otras una pared celular

Gram negativa con una delgada capa de peptidoglucano.

De igual modo, Barrios (1988), describe las caracteristicas principales de
las bacterias como seres unicelulares procariotas que pueden tener forma
esférica, bacilar o en espiral, que se reproducen asexualmente por fision
binaria, que pueden llegar a ser fotosintéticas o no, inmoviles o moviles

mediante flagelos.
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[1.9.2. Caracteristicas de las bacterias usadas en la investigacion

11.9.3. Staphylococcus aureus

Se caracterizan por pertenecer a la familia Staphylococcaceae, son cocos
Gram positivos, no mdviles, que no forman esporas, anaerobios facultativos y

catalasa positivos (Koneman y col., 2008).

Se considera una flora normal de narinas, la nasofaringe, la region peri
anal y la piel humana, puede colonizar diversas superficies epiteliales o
mucosa, puede transmitirse de persona a persona a través de fomites, del
aire o de las manos sin lavar de profesionales de la salud sobre todo en el
ambito nosocomial, puede ser trasmitido a los pacientes por trabajadores de
la salud con lesiones cutaneas infectadas, las infecciones que por lo general
se asocian con una intensa supuracién y destruccién del tejido pueden
agruparse en infecciones cutaneas localizadas, como foliculitis, forinculos,
infecciones de diversas heridas, infecciones profundas que se diseminan a

través de la piel hasta causar bacteriemia (Forbes y col., 2009).

11.9.4. Escherichia coli

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae se caracteriza por ser bacilos
Gram negativos, no esporulados, aerobios y anaerobios facultativos tiene
capacidad de fermentar la lactosa con produccion de acido y gas (Pascual y
col., 2000).

Es una flora normal del intestino de los seres humanos y otros animales,
también puede habitar en el aparato genital femenino, el modo de
transmision varia con el tipo de infeccién, en el caso de las infecciones no

gastrointestinales los microorganismos pueden ser endégenos o diseminarse
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de persona a persona sobre todo en el &mbito hospitalario en el caso de las
infecciones gastrointestinales el modo de infecciébn varia con el tipo de
Escherichia coli y puede involucra la diseminacion fecal-oral entre seres
humanos a través de alimentos o0 agua contaminados o consumo de carnes
mal cosidas o por la leche del ganado bovino colonizado, esta puede
producir infecciones urinarias, bacteriemias e infecciones nosocomiales en
varios sitios del cuerpo y se considera la causa mas frecuente de infecciones

nosocomiales por Gram negativos (Forbes y col., 2009).

[1.9.5. Pseudomona aeruginosa

Su reservorio habitual es el ambiente, sobrevive bien en los ambientes
domésticos y en el ambito hospitalario, rara vez forma parte de la flora
normal de los seres humanos sanos (Forbes y col., 2009). Perteneciente a la
familia Pseudomonadaceae, bacilo Gram negativo rectos o ligeramente
curvos que son aerobios estrictos, son moéviles por medio de unos flagelos
polares, utilizan glucosa en forma oxidativa y produce un pigmento difusible
(Koneman y col., 2008).

Su modo de transmision es a través de la ingestion de alimentos o aguas
contaminadas, exposicion a dispositivos médicos y soluciones
medicamentosas contaminadas, introduccion por heridas penetrantes, es un
patégeno oportunista muy agresivo que puede causar infecciones adquiridas
en la comunidad o en el hospital como foliculitis, otitis externa, infecciones el

aparato respiratorio, urinario y heridas entre otras (Forbes y col., 2009).

[1.9.6. Klebsiella pneumoniae

Es un bacilo Gram negativo, no movil, de la familia Enterobacteriaceae, es

la especie de mayor importancia clinica y mas estudiada del género
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Klebsiella (Lopez y Echeverri, 2009). Klebsiella pneumoniae es un patégeno
oportunista colonizador de piel y mucosas de pacientes hospitalizado que
pueden presentar infecciones invasoras como bacteriemias o septicemias
(Gonzalez y col., 2001), usualmente las manos contaminadas del personal

son el vehiculo responsable de brotes epidémicos (Vernon, 2003).

[1.9.7. Métodos para determinar la actividad antibacteriana

En la actualidad se cuenta con diversos métodos para evaluar la actividad
antimicrobiana de sustancias sintética, estos métodos se aplican mucho en el
ambito hospitalario como es el caso del método de difusion de discos ( Kirby-
Bauer) ( Phillips, 1998; Wayne,1997), el método de pozo en agar (Frobishery
col., 1974) y el método de dilucién en tubo (turbidimetria) (Wilcke, 1999); para
hallar no solo la potencia sino también la resistencia de algunos
microorganismos a ciertos antibioticos, cualquiera de los métodos
mencionados puede utilizarse para hallar la actividad antimicrobiana de
extractos vegetales cada uno posee ciertos inconveniente, por cual se hace
necesario que al momento de realizarlas se deben hacer modificaciones para

gue sean adecuadas, reproducibles y fiables (Escobar, 2002).

Los problemas generales inherentes a los ensayos antimicrobianos han
sido discutidos por varios autores (Vanden y Vlietinck, 1991; Hadacek y
Greger, 2000), de alli la importancia de conocer los estandares para estas
pruebas de actividad biolégica. Las técnicas de difusibn han sido
ampliamente usadas para evaluar extractos de plantas con actividad

antimicrobiana (Freixa y col., 1998; Salie y col., 1996).
En general se propone usar los métodos de difusion (en papel o en pozo)

para estudiar compuestos polares, y los métodos de dilucién para sustancias

polares y no polares. De acuerdo a las investigaciones reportadas en el
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periodo entre 1980 y 2007, las técnicas mas usadas para la evaluacion
antimicrobiana de extractos vegetales son variadas (tabla 3) (Ramirez, 2009).

Las metodologias aplicadas siempre consideran la estandarizacion de la
concentracion bacteriana a utilizar, para evitar un crecimiento exhaustivo,
que impida el andlisis de los resultados o proporcione resultados errados lo
cual puede variar significativamente la respuesta del extracto vegetal o
aceite, indicando la necesidad de utilizar concentraciones mayores de éste

para inhibir el crecimiento del microorganismo (Ramirez, 2009).

Tabla 3: Métodos para el estudio de susceptibilidad antimicrobiana.

Método Condicion  MIC pg/ml
(Concentracion Inhibitoria Minima)
Difusion en agar (discos) S,I,R No
Dilucion en agar S,I,R Si
Dilucién en caldo S, R Si
Métodos automatizados S IR Si
E-test S, IR Si

Abreviaciones: S, susceptible; I, Intermedio; Resistente.
MIC: concentracion inhibitoria minima.

La concentraciéon de bacterias usada para el estudio de susceptibilidad en
el laboratorio ha sido estandarizada en 5x10° unidades formadoras de
colonias (ufc)/ml, lo cual equivale a un patrén de 0.5 en la escala de Mac
Farland. Es recomendable tomar el inoculo de cultivos en la fase exponencial
de crecimiento y siempre tomar 4 o 5 colonias de un cultivo puro para evitar

seleccionar variantes atipicas (Anon, 2003).
De acuerdo al European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing

(conocido en espafiol como el Comitée Europeo de las Pruebas de

Susceptibilidad Antimicrobianos) en el 2000 expone que los medios de
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cultivo mas utilizados en dichas técnicas son el agar Mueller hilton y agar
tripticasa soya, ya que sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes
cepas bacterianas y mayor difusion de las muestras. Algunos investigadores

utilizan el agar nutritivo (Doughari, 2006).

11.9.8. Método de difusidén en pozos

El método de difusiébn en agar, estd apoyado por datos clinicos y de
laboratorios; y presenta la ventaja que sus resultados son altamente
reproducibles (Barry y col., 1979). La técnica estd basada en el método
originalmente descrito por Bauer y colaboradores (método de Kirby-Bauer),
este método de difusibn en disco o en pozo fue estandarizado y es
actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad
de NCCLS, de Estados Unidos.

Segun el National Committee for Clinical Laboratory (traducido al espafiol
significa Comité Nacional de Laboratorio Clinico) en 1997 establece que el
objetivo fundamental de esta determinacion es establecer, en forma
cuantitativa, el efecto de un conjunto de sustancias, ensayados
individualmente, sobre las cepas bacterianas que se aislan de procesos

infecciosos.

El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia
necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de
crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo
adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la
cual se ha perforado formando unos pocillos donde se adiciona el producto a

evaluar (Frobisher y col., 1974).
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Es necesario sefialar que el tamafio del halo de inhibicion es influenciado
por varios factores, entre ellos; medio de cultivo en que se realiza la prueba,
capacidad de difusibn del compuesto, cantidad de inoculo, tiempo
degeneracion del microorganismo, sensibilidad al antibidtico, y periodo de
incubacion. Cualquier variacion de estos factores puede afectar el resultado
de la prueba, sin embargo, al emplear un procedimiento estandar es posible

obtener resultados confiables (Ramirez, 2009).
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[1.10. Operacionalizacion del evento

Tabla 4: Operacionalizacion del evento de estudio: Formulacion de la
forma farmacéutica de uso topico (crema) a base del extracto alcohdlico de

Astronium graveolens Jacq.

Variable Formulacién de una forma farmacéutica de
uso tépico (crema) a base del extracto

alcohdlico de Astronium graveolens Jacq.

Tipo de variable Independiente

Forma de preparar un medicamento que
contiene un principio activo con el fin de su
Definicion conceptual administracion en la superficie corporal

(Balsam y Sagarin, 1972).

Se realizé bajo el método HLB: Balance
Definicién operacional Hidrofilico- Lipofilico

Color

Olor
Dimensiones Aspecto
pH
Estabilidad

Ensayos para determinar sus caracteristicas

Indicador organolépticas y fisicas quimicas.

Fuente: propia.
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Tabla 5. Operacionalizacion del evento de estudio: Actividad
antibacteriana de la forma farmacéutica de uso tépico a base de extracto
alcohdlico de Astronium graveolens Jacq.

Variable Actividad antibacteriana de una forma
farmacéutica de uso topico (crema) a base de
extracto alcohdlico de Astronium graveolens

Jacq

Tipo de variable Dependiente

La actividad antibacteriana se define como la
actividad de una sustancia que inhibe el
crecimiento de los microorganismos o lo
destruye, un farmaco de amplio espectro
Definicion conceptual puede inhibir una gran variedad de bacterias
Gram positivas y Gram negativas, mientras
gue un farmaco de espectro reducido solo es
activo contra determinados gérmenes (Murray
y col., 2009).

La actividad antibacteriana de la forma
Definicién operacional farmacéutica de uso topico se midid por el

método de difusién en pozo.

1.Sensible
Dimensiones 2.Sensibilidad intermedia

3.Resistencia

Indicador Medicion del diametro del halo de inhibicion.

Fuente: propia.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

[1l.1. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion sefala el grado de profundidad y el tipo de
resultado, y esta en concordancia con el objetivo general, los tipos de
investigacién en este caso se definen por el objetivo, mas que por el area de
conocimiento en la cual se realiza el estudio, los métodos que se utilizan o la
fuente de los datos. Cada tipo de investigacion tiene caracteristicas y

procesos propios (Hurtado, 2010).

Por otro lado, Arias (1999), sefala que el nivel de investigacion se refiere
al grado de profundidad con que se aborda un objeto o fendmeno. Asi mismo
Hurtado (2010), propone que la investigacion proyectiva tiene como objetivo
disefiar o crear propuestas dirigidas a resolver determinadas situaciones, el
tipo de investigacion realizada fue proyectiva ya que el grado de profundidad
gue se deseo abordo fue proponer la formulacién de una forma farmacéutica
de uso topico desarrollada a base en extracto alcoholico de Astronium
graveolens Jacq Yy determinar su actividad antibacteriana frente cepas de

bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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[1l.2. Disefio de investigacion

El término disefar se refiere al plan o estrategia concebida para obtener
la informacion que se desea. El disefio sefiala al investigador lo que debe
hacer para alcanzar sus objetivos de estudio y para contestar las
interrogantes de conocimiento que se ha planteado (Hernandez y cols.,
2003).

Antes lo expuesto, el disefio de investigacion que fue aplicado en el
estudio corresponde al de tipo experimental, ya que se formuldé una forma
farmacéutica de uso topico (crema) a base de extracto alcohdlico de
Astronium graveolens Jacq realizada en el Laboratorio de Galénica y la
determinacion de la actividad antibacteriana de la misma, para la cual se
usaron cepas bacteriana Gram positivas y Gram negativas de referencia
internacional (ATCC), en el Laboratorio de Vacunas, del departamento de
Microbiologia y Parasitologia, de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis, de la

Universidad de los Andes.

En cuanto al tiempo en el cual se recolecto la informacion se aplico el
disefio evolutivo contemporaneo ya que los datos se obtuvieron durante el
desarrollo de la investigacion y en diferentes periodos de tiempo.

[11.3. Poblacién y muestra
[11.3.1. Poblacién
Una poblacion o universo es el conjunto de casos que concuerdan con

una serie de especificaciones (Selltiz y cols., 1980). Se entiende por

poblaciébn segun Nufiez (2001), todas las unidades de observacion,
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individuos o conglomerados que tienen caracteristicas similares o diferentes,

pero que pueden ser estudiados.

En la investigacion que se realiz6 y en funcién de los datos que se
requieren para las fases de la investigacion, el universo poblacional estuvo
constituido por el extracto alcohdlico obtenido de Astronium graveolens Jacq
que se utiliz6 como principio activo para realizar la formulacion farmacéutica
y las cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas de referencia
internacional (ATCC) que fueron suministradas por el Laboratorio de
Vacunas, del departamento de Microbiologia y Parasitologia, de la Facultad

de Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad de los Andes.

111.3.2. Seleccién de la muestra

La muestra es un subconjunto representativo de un universo o
poblacién. ©* (Morles, 1994). Asimismo Nufiez (2001) explica que la muestra
es una fraccion considerada de una poblacién, universo o colectivo la cual se
estudia para determinar los caracteres en la totalidad de una poblacion, de
esta manera, el tipo de muestreo en la investigacion realizada corresponde al
modelo no probabilistico de tipo interrelacional, ya que la eleccion de la muestra
no depende de la probabilidad, sino que depende de la caracteristicas de la
investigacion, es decir, no se realiza con férmulas probabilisticas, por el
contrario se toma en cuenta los criterios de los investigadores y de la

investigacion misma (Hernandez y col., 2006).

De acuerdo a lo expresado anteriormente para la investigacién llevada a
cabo se utilizé como muestras el extracto alcoholico obtenido de las hojas de
Astronium graveolens Jacq como principio activo para llevar a cabo la

formulacién de una forma farmacéutica de uso tépico (crema) y las cepas
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bacterianas de referencia internacional (ATCC) Gram positivas como
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Gram negativas como Escherichia
coli (ATCC 25922), Pseudomona aeroginosa (ATCC 27853) y Klepsiella
pneumoniae (ATCC 23357).

I11.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Arias (2012) hace referencia a cualquier recurso, dispositivo o formato, ya
sea en papel o digital, que se va a utilizar para obtener, registrar o almacenar

informacion necesaria para ser utilizada en un futuro.

La técnica de recoleccion de datos para obtener la informacion de la
investigacion consistié en la observacion directa de cada uno de los procesos
implicados para obtener la forma farmacéutica de uso topico elaborada a
base de extracto alcohdlico de Astronium graveolens Jacq a diferentes
concentraciones, asi mismo, observar si la forma farmacéutica de uso topico
tiene actividad antibacteriana frente a bacterias de referencia internacional
(ATCC).

El instrumento que se aplicé en la recoleccion de datos de la investigacion
se baso en una ficha que contiene la informacién sobre la forma farmacéutica
gue se elaboré, como el tipo, el principio activo, el peso de la formulacién y la
estabilidad a diferentes temperaturas, las propiedades organolépticas, fisico-

quimicas de la formulacion.

Ademéas contiene de manera sintetizada los datos de las cepas
bacterianas que se utilizaron para determinar la actividad antimicrobiana de
la forma farmacéutica, como la clasificacion taxondmica de la bacteria, la
conformacioén y coloracion que toma, los tipos de antibidticos a las que son
resistentes, datos sobre la lectura de los halos de inhibicién correspondiente

en el ensayo de las bacterias frente a la forma farmaceéutica topica usando
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como principio activo el extracto alcohdlico de Astronium graveolens Jacq

(ver anexos).

[11.5. Metodologia de la investigacion

[11.5.1. Recoleccién de la planta

Las partes aéreas de la especie vegetal Astronium graveolens Jacq
fueron recolectadas en diciembre 2008 en la Estacion Experimental Caparo,
estacion ubicada en los Llanos Occidentales al Suroeste del Estado Barinas
en el Municipio Ezequiel Zamora, del material vegetal se seleccion6 una
muestra testigo la cual se depositdé en el herbario MERF de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, Mérida (Venezuela).

I11.5.2. Obtencién del extracto alcohdlico

El material biolégico recolectado correspondiente a las partes aéreas la
especie vegetal Astronium graveolens Jacq, un total de 500 g de material
seco, triturado y pulverizado, fueron sometidas a un proceso de maceraciéon
con etanol (EtOH) a temperatura ambiente por 3 dias, para el cual se
necesité de un equipo simple, al pasar el tiempo propuesto se extrajo el
extracto etanoico del material vegetal insoluble mediante la técnica de
filtracion por gravedad, posteriormente se usO la técnica de destilacion a
presién reducida bajo temperaturas comprendidas entre 40°C y 50°C para la
eliminacién del disolvente y asi poder obtener el extracto crudo y seco de la

planta en estudio, obteniendo un total de material seco y crudo de 15 g.
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111.5.3. Eliminacién del color natural del extracto

Para la eliminacion del color natural del extracto crudo y seco de
Astronium graveolens Jacq se realizo utilizando carbon activado, colocando
el extracto crudo y seco en metanol mezclado con cantidad suficiente de
carbon activado y agitando durante unos minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se filtr6 por la técnica de filtracion por gravedad,
observandose que el extracto aun preservaba su coloracion natural, por ende
se decidid someter a calentamiento el extracto con cantidad suficiente de
carbon activado, obteniendo el mismo resultado, sin embargo se decidid
trabajar el extracto en la formulacion farmacéutica con el color natural del

mismo.

[11.5.4. Preparacion de la crema

Para la elaboracion de la crema de uso topico a base de extracto alcohdlico
de Astronium graveolens Jacq se utilizé el método del balance hidrofilo
lipéfilo (HLB).

Los componentes fueron los siguientes:

Tabla 6: Componentes de la crema

Componentes

Extracto seco y crudo de Astronium graveolens Jacq

Mezcla de surfactantes no idnicos Agente viscosante
Aceite de origen sintético Agente secuestrante
Agente conservador Agente regulador de pH
Agente disolvente Agua destilada
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Método de elaboracion:
Se clasificaron los componentes con base en su naturaleza hidréfila y
lipdfila, a excepcion del agente viscosante y del principio activo, las materias

primas utilizadas son de la casa sigma-aldrich.

En un recipiente de acero inoxidable se pesaron los componentes que

constituyen la fase acuosa. Fase A

En otro recipiente de acero inoxidable, se pesaron los componentes de la
fase oleosa. Fase B

En vaso de precipitado, se pesoO el agente viscosante y se le adiciono

agua destilada previamente pesada. Se solubilizd bajo agitacion. Fase C

Luego, fueron pesados en vasos de precipitado: 1, 2 y 3 g de los
principios activos (Extractos seco y puro de Astronium graveolens Jacq), y
solubilizados en alcohol etilico respectivamente.

Posteriormente, las fases A y B fueron sometidas a calentamiento a 70 °C
y a 65 °C respectivamente, luego bajo agitacion mecanica, la fase A fue

adicionada a la fase B. hasta completa homogeneizacién durante 25 minutos.

Formacioén de la emulsion:

Se tomd la emulsidén y se pesaron 3 cantidades iguales de la misma en
balanza digital, a las que se le afiadieron los principios activos, incorporaron
bajo agitacion mecanica por 5 minutos (ver esquema 1), luego se les midio el

pH y fueron ajustados a valores eudérmicos (5-6).

Se determinaron las pruebas organolépticas como (pH, centrifugado,

color, olor, aspecto, estado de presentacion).
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111.5.5. Prueba de estabilidad térmica

Una vez terminado el producto, en este caso la crema elaborada a base
de extracto alcohodlico de Astronium graveolens Jacq al 1%, 2% y 3% se
tomaron muestras para el estudio de estabilidad que fueron sometidas a
condiciones de temperatura aceleradas mediante el uso de una estufa y a

temperatura ambiente por un periodo de tiempo de 3 meses.

Esquema 1: Preparacion de las cremas en el Laboratorio de
Dermocosmeética, en la Facultad de Farmacia y Bioanalisis.

Formulacién de forma farmacéutica topica: cremas

Método de elaboracién de las cremas bajo el equilibrio hidréfilo lipéfilo

|
Pesado de los componentes
|

Fase A Fase B Fase C Extracto crudo de:
| Astronium graveolens Jacq
Calentamiento de las fases | l |
I 19 29 39
| ' ] | I |
Fase A65°C Fase B 70 °C Disolver en metanol
| | |
Unién de las fases Adicion de principio activo

Fase A== Fase B

' BT
Formacién de emulsion | |

Seleccion de muestra para prueba de estabilidad térmica
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[11.5.6. Control de calidad microbioldgico

Procedimiento realizado en el andlisis microbiologico de la formulacion

farmacéutica de Astronium graveolens Jacq

Para llevar a cabo el analisis se eligid la crema de Astronium graveolens
Jacq al 3%; se llevo al Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de
Farmacia, adjunto a la Catedra de Microbiologia Aplicada en Microbiologia
de Medicamentos, el cual se encontr6 en Optimas condiciones para la
realizacion del andlisis, el laboratorio contaba con las instalaciones e
instrumentos previamente desinfectados y esterilizados. El inicio de este
analisis se llevo a cabo el lunes 28 de mayo del 2018, bajo la supervision y

apoyo del personal responsable y experto en la materia.

En el laboratorio se procedid a pesar 10 g de la muestra en una balanza
de precision, con la muestra ya pesada se adiciono a 90 ml de caldo pre
enriquecido = Lethen preparado en un Erlenmeyer (dilucion 10™),
inmediatamente se agito por aproximadamente 25 veces, se dejé sedimentar
y luego con la ayuda de un pro-pipeteador y una pipeta volumétrica se realiz6
1 dilucién tomando de la solucién preparada inicialmente una alicuota de 1

ml para colocarlo en 9 ml de agar peptonado (dilucién 107) agitar.

Posteriormente de la dilucién inicial (dilucién 10™) y la dilucién secundaria
(dilucién 10?), se tomé 1 ml de cada dilucién y cada uno de estos fueron
colocados en una placa de Petri previamente estéril, a cada placa de Petri
gue contenian las diluciones preparadas se le afiadid 15 ml de agar Plate
Count para la determinacion de bacterias aerobias mesdfilas, luego las
placas se incubaron por 48 horas a una temperatura de 30°C = 2°C,
posteriormente en dos placas de Petri se colocaron 15 ml agar Sabouraud
en cada placa, como base y en la parte superior se colocan las diluciones de
la muestra de 1 ml cada una, para la determinacion de hongos y levaduras,

se incuba a temperatura ambiente de 5 a 7 dias.
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Para cada uno de los ensayos se tomO una placa de Petri de control,

incubandose a la temperatura que indican los respectivos ensayos.

La dilucién inicial (caldo Lethen que contienen los 10 g muestra a
analizar), se llevo a incubacion por 24 horas a una temperatura de 35 a 37
°C, pasado el tiempo de incubacion requerido, con un aza calibrada se tomo
una muestra de la dilucion y se procedié a estriar sobre la superficie de las
placas de Petri que contenian agar Vogel Johnson, agar Manitol salado para
la determinacion de Staphylococcus aureus, y agar Cetrimida para la

determinacion de Pseudomona aeruginosa.

Si existiera la presencia de Staphylococcus aureus se identificaria con
colonias amarillas con zonas amarillas en el agar Manitol salado y colonias
pequefias negras rodeadas de zonas amarillas en el agar Vogel Johnson.
Para la identificacion de Pseudomona aeuroginosa reconociendo si existe la
presencia de este patdgeno por la presencia de colonias pequefias verdosas

con fluorescencia verdosa a la luz UV.
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Esquema 2: Analisis microbioldgico de la formulacion farmacéutica de uso
topico en el Laboratorio de microbiologia de medicamentos, Escuela de

Farmacia, de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis.

Control de calidad microbioldgico

Crema de Astronium graveolens al 3 %

v

Agar 10g de muestra
Sabouraud Luego de agregar
para la \’ las diluciones
determinacion ' sobre las placas
de Petri, sobre
de hongos y - Am J iml ) | estas colocar Agar
levaduras N | 9
/ l — Plate Count
\ , 10
Incubar a d d H noub
temperatura 90 ml de caldo Lethen 3noC°L:; fzroi;
ambiente de \l, N *e L por
5-7 dias m 48 horas
1 ml 1 ml Para determinar
, > bacterias
. 102 aerobias
mesofilas
9 ml de agar peptonado
Incubar la dilucion inicial de 35 °C a 37 °C
Estriar Estriar \Estriar
Pas
§ ,
Agar Manitol salado Agar Vogel Johnson Agar Cetrimida

— =

Incubar los agares a 37 ° C por 24 horas
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I11.5.7. Determinacién de la actividad antibacteriana de la crema

Para la determinacion de la actividad antibacteriana de la crema de
Astronium graveolens Jacq de concentraciones 1%, 2% y 3% preparadas
anticipadamente, se utilizé el método de difusion en pozos, el cual se llevo a
cabo en el Laboratorio de Produccion de Vacunas de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis, de la Universidad de Los Andes.
[11.5.8. Bacterias de ensayo

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de la crema a diferentes
concentraciones se seleccionaron cuatro especies de bacterias de referencia
internacional pertenecientes a la colecciébn de cultivos tipo Americano
(ATCC), provenientes del cepario del Departamento de Microbiologia y

Parasitologia de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis las cuales fueron:

Tabla 7: Bacterias Gram positivas y Gram negativas a ensayar

Bacterias

Cepa grampositiva Cepas gramnegativas

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) | Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853)
Escherichia coli (ATCC 25922)
Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357)

[11.5.9. Preparacién de los in6culos bacterianos

Las cepas ATTC a utilizar se extrajeron de un medio de conservacion y se
sembraron en un caldo nutritivo, luego se encubaron por 24 horas a una
temperatura de 37 °C, posteriormente para aislarlas y obtener cepas
purificadas se cultivaron en medio BHI incubando por 24 horas a 37 °C, luego
se tomo una pequefia cantidad de colonias bacterianas de cada una de las
cepas con un asa en aro previamente estéril y se suspendio dicha muestra

en una solucion de cloruro de sodio estéril (equivalente al 0.85% p/v NacCl),

68



hasta poder observar que se ha logrado una turbidez optima correspondiente
al patron de 0.5 en la escala de Mc Farland, esta solucion se realizo para

cada una de las cepas bacterianas utilizadas.

[11.5.10. Preparacion de las placas de Petri

Las placas de Petri se prepararon colocando 15 ml de agar base Mueller
hilton estéril, dejandose solidificar a temperatura ambiente. Inmediatamente
se preparo el agar semilla con 5 ml de agar Mueller hilton y 10 ul de cada
inoculo bacteriano, después se procedid a colocar sobre el agar base 3
cilindros de acero inoxidable de 0.9 mm de diametro y 1 mm de altura con la
finalidad de realizar los pozos, los cilindros se colocaron en el agar de
manera equidistantes uno del otro, y se vertié el agar semilla preparado en
cada una de las placas de Petri, dejandose solidificar y luego extrayendo los
cilindros cuidadosamente con una pinza esteéril. Este procedimiento se realizé

para cada una de las placas, los ensayos fueron realizados por triplicado.

[11.5.11. Método de difusién en pozos

Una vez preparada las placas de Petri en los pozos realizados en el agar
con los cilindros metdlicos se procedié a colocar en cada pozo la cantidad
suficiente de cada una de las cremas de Astronium graveolens Jacq al 1%,
2% y 3%, y un disco de antibiético Tetraciclina de 30 ug como control
positivo, ademas se dejé una placa de Petri solo con agar Mueller hilton
estéril como control negativo, luego se incubaron las placas a 37°C por 24
horas. Por la parte posterior de cada placa de Petri se identificé cada uno de
los pozos destinados a colocar las concentraciones diferentes de la crema de

Astronium graveolens Jacq.
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I11.5.12. Lectura de los halos de inhibicién

Luego de ser incubadas cada una de las placas por un lapso de tiempo de
24 horas estas fueron revisadas para realizar la lectura de las mismas. La
lectura las placas se realiza midiendo los halos de inhibicion incluyendo el
diametro de los pozos de igual forma que en el método Kirby Bauer (Buzzini
y Pieroni, 2003; Morais y col., 2000), donde los halos mayores o igual a 14
mm se consideraran halos de inhibicién significativos de acuerdo al protocolo
establecido por CLSI (siglas que significan en espaifiol Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio), (CLSI, 2012).
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1.6. MATERIALES

Espécimen vegetal:

Extracto crudo y seco de Astronium graveolens Jacq
Materiales y equipos de laboratorio

Mezcla de surfactantes no ionicos

Aceite de origen sintético

Agente disolvente

Agente conservador

Agente secuestrante

Agente viscosante

Agente regulador de pH, agua destilada

Metanol, termémetro quimico

Mortero con pistilo

Balanza digital. Marca OHAUS, varillas de vidrio
Agitador mecénico de varilla. Marca ika-Werke
Plancha de calentamiento. Marca termo scientific
pH metro. Marca OAKTON

Material de envasado (pomo 20 g)

Etiqueta y tijera, balanza de precision

Vaso de precipitado Erlenmeyer
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Pipetas volumétricas y pro-pipeteador
Placas de Petri estériles

Caldo Lethen

Agar Peptonado

Agar Plate count

Agar Sabouraud

Agar Vogel Johnson

Agar Manitol salado

Agar Cetrimida

Agar Mueller hilton

Contador de colonias

Agar BHI

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853)
Escherichia coli (ATCC 25922)
Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357)
Discos de antibiético tetraciclina (30 ug)
Patron de turbidez Mc Farland 0.5
Cilindros metélicos (0.9 mm de diametro y 1 mm de altura)

Pinzas y mechero Bunsen
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Esquema 3: DISENO ESPERIMENTAL

Recoleccion de la planta

Y
Obtencion del extracto alcohdlico

\ 4
Eliminacion del color natural
del extracto utilizando
carb6n activado

l

Formulacion y preparacion de la forma farmacéutica
por método: Bajo el equilibrio hidrdfilo lipdfilo (HIB).

Pruebas de estabilidad térmica Determinacion de la
realizada a temperatura actividad antibacteriana
ambiente y en condiciones por el método de difusion
aceleradas. en pozo.

A 4
Control de calidad microbiolégico:
bacteriano y micolégico.

Reporte y analisis de resultados
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I11.7. Disefio de analisis

Los resultados fueron analizados a través de un enfoque cualitativo, en el
que se describe las caracteristicas organolépticas, la prueba de la estabilidad
térmica, el estudio de control microbiologico y la actividad antibacteriana de
cada una de las concentraciones obtenidas de la formulacion de la crema a
base de extracto alcohdlico Astronium graveolens Jacq al 1%, 2% y 3%
respectivamente. En consecuencia, los resultados seran analizados en
funcion de los datos proporcionados por el estudio de las caracteristicas
organolépticas, el analisis del control de calidad microbioldgico y la actividad

antibacteriana de la formulacion.

Por lo tanto, datos cualitativos como las caracteristicas organolépticas, el
control de calidad microbiolégico se reportaran en cuadros al igual que la

actividad antibacteriana.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

IV.1. RESULTADOS
IV.2. Preparacion de la forma farmacéutica de uso tépico: crema

A partir del extracto alcohdlico de Astronium graveoles Jacq se realizd una
forma farmacéutica de uso topico (crema) en concentraciones de 1%, 2%y

3% respectivamente.

IV.3. Determinacion de las propiedades organolépticas

Tabla 8: Determinacion de las propiedades organolépticas de la forma
farmacéutica de uso topico a base de extracto alcohdlico de Astronium

graveolens Jacq de concentraciones 1%,2% y 3%.

Propiedades organolépticas

Especificaciones Concentraciones de la crema
1% 2% 3%
Color Marrén Marrén Marrén
Olor Caracteristico Caracteristico Caracteristico
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo
Estado Semisolido Semisolido Semisolido
pH 5.5 5.5 6
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IV.4. Prueba de estabilidad térmica

Una muestra de la forma farmacéutica de uso tépico (crema) a base de
extracto alcohodlico de Astronium graveolens Jacq de concentraciones 1%,
2% y 3% fueron sometidas a diferentes temperaturas para determinar la
estabilidad de las mismas, obteniendo que las formulaciones son estables a
diferentes condiciones térmicas por el periodo de prueba establecido, ya que
se utilizo una muestra control y se observo que no hay cambio en sus

propiedades organolépticas ni fisicoquimicas al finalizar la prueba.

IV.5. Control de calidad microbioldgico

Una vez finalizada la determinacién de propiedades organolépticas y la
estabilidad térmica de las cremas a diferentes concentraciones; se realizo el
control de calidad microbiologico de la crema de concentracion 3%,
cultivando la muestra en diferentes medios de cultivo para la busqueda de
bacterias aerobias mesofilas (tabla 9), de bacterias patdgenas (tabla 10) y la
basqueda de hongos y levaduras (tabla 11)

Tabla 9: Determinacion de bacterias aerobias mesofilas de acuerdo a las
especificaciones de la USP

Medio de cultivo Resultado Especificaciones
Agar Plate count ( dilucion 10" | < 100 UFC en 10g 10 ? UFC/g
Agar Plate count ( dilucién 107) | < 100 UFC en 10g 10 ? UFClg
Control negativo Ausencia de gérmenes
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Tabla 10: Determinacibn de agentes patdgenos de acuerdo a las
especificaciones de la USP

Agente patdgeno Ensayo Resultado | Especificaciones
Agar Vogel
Ausente | Ausente en 10g
Johnson
Staphylococcus aureus :
Agar Manitol
Ausente | Ausente en 10g
salado

Pseudomona aeruginosa | Agar Cetrimida | Ausente | Ausente en 10g

Controles negativos Ausencia de agentes patdégenos

Tabla 11: Determinacion de hongos y levaduras de acuerdo a las

especificaciones de la USP

Medio de cultivo Resultado Especificaciones

IA

Agar sabouraud ( dilucién 107 10 UFC en 10g | Menor de 10 UFC/g

IA

Agar sabouraud ( dilucién 10?) 10 UFC en 10g | Menor de 10 UFC/g

Control negativo Ausencia de hongos y levaduras

IV.6. Determinacidon de la actividad antibacteriana

De igual manera, se realizé el estudio de la actividad antibacteriana de la
forma farmacéutica de uso topico (crema) a base de extracto alcohdlico de
Astronium graveolens Jacq de concentraciones 1%, 2% y 3 %, mediante el
método de difusibn en pozo, utilizando cepas Gram positivas como
Staphylococcus aureus y Gram negativas como Pseudomona aeruginosa,

Escherichia coli y klebsiella pneumoniae, todas las cepas fueron ATTC (ver
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tabla 12). Los ensayos se realizaron por triplicado para cada una de las
cepas bacterianas implicadas usando dos placas de control positivo
(inoculadas con las cepas ATCC) y una placa de control negativo (sin

inocular).

Tabla 12: Actividad antibacteriana de la crema de concentraciones 1%, 2% y
3%.

Microorganismos Zona de inhibicion en (mm)*
Concentracion de las Control
cremas positivo
1% 2% 3% TE
Staphylococcus aureus | NP NP NP 10*
(ATCC 25923)
Pseudomona aeruginosa | NP NP NP 10*
(ATCC 27853)
Escherichea coli NP NP NP 23*
(ATCC 27853)
Klebsiella pneumoniae | NP NP NP 22*
(ATCC 23357)

NP: no presenta actividad antibacteriana.
* mm de los halos de inhibicién ( promedio) de los discos del control positivo.
TE: Tetraciclina (30 ug).
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Figura 9: Actividad antibacteriana de la crema a base de extracto alcohdlico
de Astronium graveolens Jacq de concentraciones 1%, 2% y 3% contra

Staphylococcus aereus.

Crema al 3%

Control
positivo

Crema al 2% Crema al 1%

Figura 10: Actividad antibacteriana de la crema a base de extracto alcohdlico
de Astronium graveolens Jacq de concentraciones 1%, 2% y 3% contra
Escherichia coli.
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Figura 11: Actividad antibacteriana de la crema a base de extracto alcohdlico
de Astronium graveolens Jacq de concentraciones 1%, 2% y 3% contra

Pseudomona aeruginosa.

Figura 12: Actividad antibacteriana de la crema a base de extracto alcohdlico
de Astronium graveolens Jacqg de concentraciones 1%, 2% y 3% contra

Klebsiella pneumoniae.
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I\V.7. DISCUSION

En la literatura actualmente no se reportan estudios realizados acerca de
formas farmacéuticas realizadas a base del extracto alcohdlico de Astronium
graveolens Jacq, sin embargo hay estudios realizados acerca de la actividad
antibacteriana y otras propiedades farmacologicas de esta planta,

proveniente de sus aceites esenciales y extractos vegetales.

Hernandez y cols.(2015), en una investigacion realizada titulada estudio
fitoquimico y evaluacion del potencial biolégico de plantas de la reserva
forestal de Caparo: Guarea guidonia L, Sleumer (Maliaceae) y Astronium
graveolens Jacqg (Anacardiaceae), determinaron que el aceite esencial
mostro actividad contras bacterias Gram negativas y Gram positivas
ensayadas y los extractos EtOH y MeOH de Astronium graveolens Jacq
resultaron activos contra bacteria Gram positivas y bacterias Gram negativas

con halos de inhibicion mayor de 14mm.

Por otra parte, Bonifacio y cols., (2015), en un estudio realizado
denominado sistema lipidico nanoestructurado como estrategia para mejorar
la actividad anti-candidas albicans de Astronium spp incluyendo las especies
como Astronium flaxinofolium, Astronium urundeuva y Astronium graveolens
gue son poseedoras de actividades anti- inflamatorias, anti-ulcerosas y
antimicrobiana, demostrando que el extracto hidroalcoholico Astronium
graveolens no mostro actividad antifangica. EsS importante mencionar, que
también se han realizado otros estudios con respecto a esta planta como
evaluar la actividad antitumoral y antioxidante del extracto de Astronium
graveolens Jacq por Silvia y colaboradores en el 2016, en dicha
investigacién concluyeron que el extracto de Astronium graveolens Jacq

tiene actividad antitumoral y antioxidante.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

A partir del extracto alcohdlico obtenido de las partes aéreas de la planta
Astronium graveolens Jacq se formul6é una forma farmacéutica de uso topico
(crema) a diferentes concentraciones 1%, 2 % y 3% respectivamente

realizado bajo el método hidréfilo lipéfilo (HLB).

El extracto alcohdlico de Astronium graveolens Jacq posee un olor y color
caracteristico propio de la planta, por lo tanto la crema terminada posee
caracteristicas organolépticas como: un olor caracteristico, un color marrén
parte de este proveniente del color natural del extracto alcohdlico (verde
oscuro), con un aspecto homogéneo y un estado de presentacién semisélido,
ademas con un Ph entre 5.5y 6. Es indispensable indicar que los pardmetros
color, olor no poseen estandares de referencia con los que se puedan

comparar, por lo que tienen sus propias caracteristicas.

Se evalud la estabilidad térmica de las crema de Astronium graveolens
Jacq de concentracion 1%, 2% y 3% a temperatura ambiente y a 45 °C por
un periodo de 3 meses, concluyendo que las formulaciones son estables,

debido a que no hay cambios en sus propiedades organolépticas.
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El control de calidad microbiolégico realizado con una muestra de crema
de concentracion 3%, dando como resultado la ausencia de microorganismos
por lo que los mismos se encuentran dentro de los rangos microbiologicos
menor a 1 UFC/g tanto para microorganismos aerobios mesofilos,
microorganismos patégenos, levaduras y hongos, las pruebas realizadas
demuestran que es un producto apto para el consumo ya que los rangos se
encuentran dentro de las especificaciones para cosméticos, siendo todos

inferiores a 1.

En cuanto a la evaluacion de la actividad antibacteriana de la formulacion
farmacéutica, a pesar de haber investigaciones que demuestran que los
aceites esenciales y los extractos obtenidos de las partes aéreas de
Astronium graveolens Jacq muestran actividad  frente bacterias Gram
positivas y Gram negativas; la formulaciébn farmacéutica de uso tdpico
(crema) a base de extracto alcohdlico de Astronium graveolens Jacq de
concentraciones 1%, 2% y 3% no mostraron actividad antibacteriana frente
las cepas bacterianas ATCC ensayadas, se indaga que puede ser debido a
algunos de los excipientes utilizados en la formulacion de la crema que no

permitié que se liberara el potencial antibacteriano del extracto.
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RECOMENDACIONES

Buscar alternativas para eliminar el color natural del extracto alcohdlico de
Astronium graveolens Jacqg, en la investigacion se hizo uso del carbdn
activado para tratar de aclarar el extracto vegetal cuyo color original era un
verde oscuro propio de las partes aéreas de la planta, no obteniendo
resultados favorables originando de esta manera que las cremas quedaran

de un color marrén.

Proponer una reformulacion de la forma farmacéutica realizada e
investigar cuales de los excipientes utilizados en la realizacion de las cremas
de concentracion 1 % ,2 % y 3 % a base de extracto alcohélico de Astronium
graveolens Jacq, impidieron que se liberara el potencial antimicrobiano del

principio activo.

Segquir estudiando los principios activos que se encuentran en la planta
Astronium graveolens Jacq para que se pueda aplicar en la elaboracién de

otras formas farmacéuticas para contribuir con la salud de la comunidad.

Aprovechar los recursos naturales renovables que nos ofrecen los
bosques y selvas de nuestro pais, para de esta manera beneficiar a la
poblacion y motivar el uso de plantas medicinales no solo formas
farmacéuticas quimico sintéticas sino recurrir a medicina natural ya que sus

principios activos no se encuentran manipulados por el hombre.
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ANEXOS

Anexo 1: Fichas de recolecciéon de datos: Actividad antibacteriana de la

forma farmacéutica de uso tépico contra Staphylococcus aureus

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
% FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
=t ESCUELA DE BIOANALISIS

VERTEANELPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOC .
LABORATORIO DE VACUNAS

g
.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS CREMAS

Bacteria: Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Conformacion: coco en disposicién de racimo

Coloracién Gram: Gram positivos

Taxonomia Resistencia de antibi6ticos

Dominio | Bacteria

Filo meu_:utes Meticilina, Vancomicina
Clase Bacilli
Orden Bacillales

Familia | Staphylococaceae Nafcilina, Tetraciclina

Genero | Staphylococcus
Especie | Staphylococcus aureus

Oxacilina, Eritromicina

Prueba de sensibilidad por difusidén en pozo

Zona de inhibicién del pozo (mm)

Microorganismo Control
Concentracién de la crema positivo
1% 2% 3% TE

Staphylococcus aureus
0 mm 0mm 0 mm 10 mm

(ATCC 25923)

Observaciones:
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Anexo 2: Fichas de recolecciéon de datos: Actividad antibacteriana de la

forma farmacéutica de uso topico contra Escherichia coli

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

LABORATORIO DE VACUNAS

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS CREMAS

Bacteria: Escherichia coli (ATCC 25922)
Conformacion: Bacilos
Coloracién Gram: Gram negativos

Taxonomia Resistencia de antibiéticos
Dominio | Bacteria
Filo Proteobacteria Fosfomicina , Tobramicina
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales Nitrofurantoina, Cefuroxima
Familia Enterobacteriaceae
Genero Escherichia Cefixima
Especie | Escherichia coli

Prueba de sensibilidad por difusidon en pozo

Zona de inhibicién del pozo (mm)

Microorganismo Control
Concentracién de la crema positivo
1% 2% 3% TE

Escherichia coli
0 mm 0 mm 0 mm 23 mm
(ATCC 25922)

Observaciones:
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Anexo 3: Fichas de recoleccion de datos: Actividad antibacteriana de la

forma farmacéutica de uso tépico contra Pseudomona aeruginosa

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

LABORATORIO DE VACUNAS

VIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS CREMAS

Bacteria: Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853)
Conformacion: Bacilos
Coloracién Gram: Gram negativos

Taxonomia Resistencia de antibiéticos

Dominio | Bacteria

Aminopenincilinas

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria Amoxicilina/ ac. Clavulanico
Orden Pseudomonadales )
Familia | Pseudomonadaceae Cefotaxima

Genero | Pseudomonas
Especie | Pseudomona
aeruginosa generacion.

Cefalosporina de 1ra, 2day 3ra

Prueba de sensibilidad por difusidon en pozo

Zona de inhibicién del pozo (mm)

Microorganismo Control
Concentracién de la crema positivo
1% 2% 3% TE

Pseudomona aeruginosa
0mm 0mm 0mm 10 mm
(ATCC 27853)

Observaciones:

102



Anexo 4: Fichas de recoleccion de datos: Actividad antibacteriana de la

forma farmacéutica de uso topico contra Klebsiella pneumoniae

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
LABORATORIO DE VACUNAS

VIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS CREMAS

Bacteria: Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357)
Conformacion: Bacilos
Coloracién Gram: Gram negativos

Taxonomia Resistencia de antibioticos
Dominio | Bacteria
Filo Proteobacteria Ambicili
Clase Gammaproteobacteria mpiciiina
Orden Enterobacteriales .
Familia | Enterobacteriaceae Penincilinas
Genero Klebsiella
Especie | Klebsiella Cefalosporinas
pneumoniae

Prueba de sensibilidad por difusién en pozo

Zona de inhibicién del pozo (mm)

Microorganismo Control
Concentracién de la crema positivo
1% 2% 3% TE

Klebsiella pnuemoniae
0mm 0mm 0 mm 22 mm
(ATCC 23357)

Observaciones:
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Anexo 5: Ficha de recoleccion de datos: Caracteristicas organolépticas de

las cremas.

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS
DEPARTAMENTO DE FARMACIA

UNIVERSIDAD LABORATORIO DE GALENICA
DE LOS ANDES

WV E N E Z U E L A

FORMA FARMACEUTICA
Tipo de forma farmacéutica: crema a diferentes concentraciones 1%, 2% y 3%.
Principio activo: Extracto alcohdlico de Astronium graveolens Jacq
Peso del envase (g): 20 g
Peso neto de las formulaciones:
Crema de Astronium graveolens Jacq al 1%: 57,27 g.
Crema de Astronium graveolens Jacq al 2%: 46,93 g.

Crema de Astronium graveolens Jacq al 3%: 46,17 g.

Estabilidad a diferentes temperaturas:
Temperatura ambiente (medio ambiente): — Estable |:| No estable

Temperatura de 45°C (Estufa): ] Estable |:|No estable

Caracteristicas de la forma farmacéutica topica

Caracteristicas organolépticas Caracteristicas fisico quimicas
Color: Marron PH: 5.5-6.

Olor: Caracteristico Estado de presentacion: semisolido
Aspecto: Homogéneo

Observaciones:
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