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1. Introduccion

Las infecciones flingicas de la piel son patologias
de caracter benigno frecuentes en la practica cli-
nica. Diferentes tipos de hongos son los agentes
causales de este tipo de infecciones, siendo Can-
dida albicans uno de los mas habituales. El trata-
miento usual de la candidiasis superficial consis-
te en la utilizacion de antifiingicos pertenecientes
al grupo de los azoles. A este respecto, las pre-
paraciones topicas de clotrimazol se consideran
efectivas y con buena tolerancia cutanea [1].

A lo largo de las ultimas décadas, se han pu-
blicado diversos estudios destinados a mejorar
la eficacia antifingica del clotrimazol tras su
aplicacion tdpica. Asi, formulaciones de nanoe-
mulsiones, etosomas o vesiculas hibridas estruc-
turadas en tres dimensiones han mostrado una
mejoria en la actividad antifingica en compara-
cion con el preparado comercial de referencia,
Canesten®[2, 3]. En este sentido, el objetivo prin-
cipal del presente trabajo ha sido la formulaciéon
de liposomas de clotrimazol y el estudio de su
efecto frente a C. albicans, utilizando como refe-
rencia Canesten®.

2. Materiales y métodos

2.1. Preparacidn de los liposomas

Los liposomas se prepararon con 50 mg de fosfo-
lipén 90G y 0,25 ml de una disolucién de clotri-
mazol (10 mg/ml) en DMSO. La mezcla se hidra-
té con 4,25 ml de agua y se sometio6 a la accion de
un desintegrador ultrasénico de alta intensidad
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durante 2 ciclos de 1,5 minutos cada uno (5 se-
gundos “encendido” y 2 segundos “apagado”,
60 % de amplitud). La concentracién de clotri-
mazol en la mezcla final fue de 0,5 mg/ml.

2.2. Caracterizacion de los liposomas

La formacion de las vesiculas liposomales y su
morfologia se evaluaron mediante microscopia
electronica de transmision (TEM). El didmetro
medio (DM), el potencial zeta (PZ) y el indice de
polidispersion (IP) se obtuvieron con un equipo
Malvern Nano ZS Zetasizer.

2.3. Estudio antimicrobiano

El estudio antimicrobiano consistié en la evalua-
cién de las curvas de crecimiento de C. albicans
en presencia de diferentes formulaciones de clo-
trimazol. Para ello, se utilizaron viales que con-
tenian 500 pl de clotrimazol en dispersion acuo-
sa, liposomas o Canesten®. La concentracion de
clotrimazol fue, en todos los casos, 100 pg/ml.
Seguidamente, se adiciond a los viales 500 ul de
in6culo de C. albicans (1-5 x 104 UFC/ml), por lo
que la concentracién de clotrimazol en el medio
final fue de 50 ug/ml. Ademas, se preparé un
control de crecimiento positivo, en ausencia de
clotrimazol, y se evaluo el efecto de los liposo-
mas vacios (sin clotrimazol) en la curva de creci-
miento. Los viales se incubaron a 36 °C, toman-
dose muestras a diferentes tiempos prefijados
(9, 24, 33 y 48 h). Las muestras se sembraron en
placas Petri con agar dextrosa Sabouraud (SDA)
y se incubaron a 36 °C durante 48 h. Después de
este periodo, se realizd el recuento de las colo-
nias observadas.
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3. Resultados y Discusion

3.1. Preparacién y caracterizacion de liposomas

Tanto los liposomas cargados con farmaco como
los vacios presentaron una estructura multilami-
nar. Ademas, los cargados presentaron una for-
ma ligeramente esférica, mientras que los vacios
fueron mas irregulares (Fig. 1).

Fig. 1. Micrografia de TEM de liposomas cargados con
clotrimazol (A) y liposomas vacios (B). Las barras corres-
ponden a 50 nm.

La caracterizacion de los liposomas mostrd un
ligero aumento, no significativo, en el tamano
promedio de los liposomas al incorporar el far-
maco, de 90,6 nm a 102,2 nm (Tabla 1). Ademas,
el valor de IP indic6 cierta homogeneidad del
sistema. Sin embargo, no puede predecirse una
gran estabilidad fisica de los liposomas formula-
dos, ya que el valor de PZ no se situ6 fuera del
intervalo +30 a -30 mV, que es lo requerido habi-
tualmente para predecir una buena estabilidad
fisica [4].

Tabla 1. Potencial Z (PZ), didametro medio (DM) e indi-

ce de polidispersion (IP) de liposomas vacios y cargados
con clotrimazol. Media + D.E., n=6.

Muestra DM (nm) 1P PZ (mV)
Liposomas o) 0 48 0304001 -4320,89
vacios

Liposomas

con clotri- 102,2+12,4 0,32+0,04 0,07+0,03
mazol

p* NS NS P <0,001

*Significacion estadistica (prueba ANOVA).
NS: No significativo.

3.2. Curuvas de crecimiento de C. albicans

Las curvas de crecimiento de C. albicans en pre-
sencia de los distintos preparados de clotrimazol
ensayados se muestran en la figura 2.
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Fig. 2. Curvas de crecimiento de C. albicans obtenidas en
ausencia (control) y en presencia de diferentes formula-
ciones de clotrimazol (50 ug/ml). Media + D.E., n=6.

Los liposomas dieron lugar a una mayor inhibicién
del crecimiento de C. albicans que el Canesten®,
aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. La mayor inhibicién del crecimien-
to se obtuvo con la dispersion del clotrimazol en
el medio de cultivo. No se detecté una diferencia
estadisticamente significativa entre los liposomas
y la dispersion. Sin embargo, la diferencia entre la
dispersion y el Canesten® si que fue significativa.

El estudio realizado con liposomas vacios mos-
tré que el crecimiento de C. albicans no se veia
afectado por los mismos (Fig. 3).

Fig. 3. Curvas de crecimiento de C. albicans correspon-
dientes al control (sin clotrimazol), liposomas vacios y
dispersion de clotrimazol. Media + D.E., n=6.

4. Conclusiones

La formulacién de clotrimazol en liposomas no
da lugar a un incremento significativo en la acti-
vidad antifiingica del mismo frente a C. albicans
en comparacion al producto comercial Canes-
ten®. Sin embargo, una dispersién acuosa simple
del clotrimazol puede resultar ligeramente mas
efectiva que el Canesten®.
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