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CAPITULO I: INTRODUCCION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2011) la medicina tradicional representa
una parte trascendental de los servicios sanitarios a nivel mundial, y con frecuencia es subestimada
en los servicios de salud, debido a que se les da prioridad a los medicamentos convencionales y
costosos, sin considerar que la medicina alternativa es una forma de tratamiento natural, de bajo
costo, y que trae multiples beneficios para las personas que la consumen y utilizan en el tratamiento
de las diversas patologias que las aquejan en su vida cotidiana.

Sin embargo, en la actualidad, la medicina tradicional esta considerada, en el campo de la
salud, como parte del enfoque intercultural que se fundamenta en los conocimientos tradicionales
y en practicas ancestrales, que permitan curar y prevenir diversas patologias en el proceso de salud
y enfermedad. En este contexto, se establece que las plantas medicinales representan, a nivel
mundial, un tesoro popular que ha sido utilizado desde tiempos muy remotos, donde la medicina
alternativa y tradicional se encuentra ocupando un lugar preponderante en muchos paises, el arte
curativo de manera natural cumple con brindar el minimo de riesgos para las personas que utilizan

este tipo de tratamiento. (Braga, Sasso y Engelbertz, 2008).

Por ello, es conveniente mencionar que la medicina tradicional, desde una perspectiva
tedrica, es conceptualizada como la suma total de los conocimientos, destrezas, habilidades,
capacidades y practicas basadas en la aplicacion de diversas teorias, experiencias y creencias
propias de diversas culturas, y que son utilizadas para conservar el estado de salud, prevenir,
diagnosticar, curar o tratar enfermedades bioldgicas, fisicas y mentales. Dentro del conjunto de
patologias que afectan a la poblacién, un lugar preponderante lo ocupan las infecciones
respiratorias agudas (IRAs) que en los Gltimos afios se han constituido en uno de los principales
problemas de salud en los nifios menores de cinco afios, representando una de las primeras causas

de atencién médica y de morbilidad infantil a nivel mundial (Engelbertz, 2010).

La Organizacién Mundial de Salud, en el afio 2012, menciona que las enfermedades de la
cavidad bucal son la cuarta causa méas costosa de tratar. Costa Rica se encuentra entre uno de los

paises con mayor demanda de atencion en los servicios basicos de emergencias. En paises de altos
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ingresos, la carga de la enfermedad oral se ha abordado, mediante la creacién de avanzados
servicios de salud bucodental, que ofrecen principalmente el tratamiento a los pacientes. La
mayoria de los sistemas se basan en la demanda de atencion recibida por los médicos privados. En
la mayoria de los paises de bajos y de ingresos medios, la inversion en el cuidado de la salud oral
es baja, y los recursos se asignan principalmente a la atencion oral de emergencia y alivio del dolor.

Las infecciones respiratorias superiores son mas frecuentes en la poblacion infantil, en los
paises desarrollados las infecciones en las vias respiratorias superiores agudas contabilizan el 20%
de todas las consultas médicas, y el 75 % de todas las recetas de antibi6tico. (Baugh, 2011). En el
2010, segun datos de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), dichas infecciones
representan del 30 al 50% de las consultas de pediatria, y del 20 al 40% de las hospitalizaciones.
Se estima que, en la mayoria de los paises, los nifios menores de 5 afios presentan de 4 a 8 episodios

de infecciones por amigdalitis. (Valdés, Gémez y Béez, 2011).

Segun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), publicados en el 2017, se
estima que en la actualidad las IRAs provocan el deceso de mas de 6,6 millones de nifios
anualmente. Por su parte, segln datos estadisticos presentados por la Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS), en el afio 2015, las infecciones respiratorias agudas representaron la primera
causa de morbimortalidad en la poblacion infantil de América Latina, siendo los dolores de
garganta como uno de los sintomas de laringitis y amigdalitis en un 37% en nifios, y en adultos

entre un 5% y un 15%.

Las enfermedades de la cavidad oral tienen alta prevalencia en la poblacion infantil, por lo
que su estudio ha llamado la atencion de muchos especialistas en el campo de la salud, para mejorar
sus sintomas y para darles una mejor calidad de vida a las personas que lo padecen, también muchos
especialistas apuntan a la importancia de crear conciencia en el uso desmedido de antibi6ticos que
generan, razén por lo cual, sugieren el uso de antibi6ticos naturales, para tratar dichas patologias.
(Ubeda, Murcia, Garcia, Asensi y Manz6, 2013).

Muchos de los tratamientos en estas patologias representan mucho gasto para las mismas
familias de los pacientes por lo que es de suma importancia buscar alternativas que complementen
el tratamiento de los medicamentos convencionales, razon por la cual la medicina natural es una
buena opcion, ya que no solo ayuda en el cuidado y curacién de los problemas de salud, sino
también a la presencia de evidencia cientifica comprobada respecto a su seguridad eficacia, y



efectividad, fundamentalmente por ser productos naturales, que por su misma condicion y
naturaleza biol6gica, ya que producen menos efectos adversos que los medicamentos
convencionales. (Newary, Shaffie y Omer, 2017).

Por lo tanto, nacen algunas interrogantes como: ¢El aceite esencial del tomillo podria ser
utilizados como inmunoestimulador?, -del-sistema-inmune2—;Podria una formulacion de aceite
esencial de tomillo —ser una nueva opcion terapéutica para tratar enfermedades del tracto
respiratorio?, ¢Podrian el uso de hierbas medicinales mejorar el efecto del tratamiento
convencional si se administran juntos?, ;De qué manera mejorarian la calidad del vida del paciente

si utiliza aceite esencial de tomillo como profilaxis?

Por consiguiente, se plantea la siguiente pregunta central:

¢Un colutorio a base de aceite esencial de tomillo puede usarse como coadyuvante para el
tratamiento de enfermedades de la cavidad oral como la laringitis y la amigdalitis bacterianas?



OBJETIVOS
Objetivo General
1. Desarrollar tres preformulaciones en forma de colutorio a base de aceite esencial de tomillo

para tratar afecciones de la cavidad oral como la laringitis y la amigdalitis_bacteriana.-

Objetivos Especificos

1. Extraer el aceite esencial de tomillo a partir de las partes aéreas de las plantas mediante la técnica
de hidrodestilacion.

2. Determinar las caracteristicas quimicas del aceite esencial de tomillo mediante el uso de UV
visible, cromatografia de capa fina, y de gases, con el fin de obtener una cuantificacion relativa
que permita la identificacion de los componentes de la droga vegetalseleccionar-el-disefio-para-la

L - ial o
3. Proponer 3 formulaciones con base en excipientes que garanticen la calidad del producto, las

propiedades organolépticas, fisicoguimicas y la eficacia antibacteriana de estos.

Con formato: Normal, Con vifietas + Nivel: 1 +
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JUSTIFICACION

A través de los afios ha existido un avance positivo y de gran magnitud en el campo de la
salud, ha habido méas investigaciones acerca de enfermedades y de sus tratamientos, se ha
descubierto el uso de medicamentos naturales que tienen una accién sobre el organismo, conocida
como accion principal, que ademas puede tener otros efectos adicionales, que coexisten y pueden
0 no estar relacionados, y que pueden ser indeseables o beneficiosos para el tratamiento de
multiples patologias. Lo maravilloso de la medicina natural, radica en el poderoso efecto de
sinergismo por potenciacion, que se produce al mezclar varios medicamentos naturales para tratar
una sola patologia, y la cantidad minima de efectos secundarios que estos producen. (Castafieda,
Mufioz y Martinez, 2017).

Aungue a menudo los efectos nocivos de las sustancias sintéticas no son extrapolables a la
especie humana, los consumidores perciben que las sustancias naturales son mas inocuas que las
sintéticas y, por ello, las prefieren. Ante esto, varias investigaciones estan buscando, en las fuentes
naturales, nuevas sustancias con propiedades beneficiosas para la salud, que puedan reemplazar a
los productos sintéticos cominmente utilizados, claro esta, después de un estudio exhaustivo de
sus propiedades fisicoquimicas y toxicologicas. (Tafurt, Martinez y Stashenko, 2005).

En los paises en desarrollo como Costa Rica, una parte de la poblacion no tiene acceso a
medicamentos industrializados, constituyendo, por esta razén, el uso de medicamentos naturales,
incluidos aceites esenciales, como el Unico recurso terapéutico disponible para la poblaciéon mas
pobre en estos paises, ademas, dichos medicamentos son consumidos por recomendacion de

personas, por lo general creyentes de la medicina oriental, (Dhatapin, 2010).

Las plantas aromaticas, como el tomillo, han sido utilizadas durante siglos en perfumeria,
alimentos y medicamentos; en la vida culinaria se utilizan de forma seca como condimentos y
especias, ademas, en industria se utilizan como aromatizantes en productos de higiene como
jabones y cremas, también en componentes de formulaciones veterinarias y farmacéuticas, y como
antimicrobianos, repelentes, insecticidas y antiflngicos, por lo tanto, es importante investigar la
extraccion de aceites esenciales y su aplicacion en diferentes productos comerciales. (Sharapin,
2010).

No se debe olvidar que los remedios a base de plantas medicinales presentan una inmensa

ventaja con respecto a los tratamientos quimicos. En las plantas, los principios activos se hallan



siempre biol6gicamente equilibrados por la presencia de sustancias complementarias, que van a
potenciarse entre si, de forma que en general no se acumulan en el organismo, y sus efectos
indeseables estan limitados. Sin embargo, a pesar de que han aumentado las investigaciones y
estudios cientificos de las plantas medicinales, todavia no se conocen muchos de los principios
activos a los que deben las plantas sus extraordinarias cualidades. (Estrada, 2011).

Las hojas de tomillo se utilizan para dar sabor a los alimentos como condimento. Desde la
Antigiiedad, el tomillo se ha utilizado en la medicina popular para multiples condiciones médicas.
Este se ha utilizado como antiespasmaodico, ya que favorece la eliminacion de mucosidades del
tracto intestinal, sirve para tratar la indigestion, incrementar la secrecion de bilis, combatir parasitos
intestinales y facilitar los procesos digestivos, también funciona en el alivio de trastornos
respiratorios. A su vez, tiene propiedades desinfectantes, antisépticas y cicatrizantes, que lo
vuelven Util para tratar heridas. (Romeu, Botta y Diaz, 2007).

El conocer acerca de posibles tratamientos no convencionales tiene un alto impacto en la
sociedad, ya que muchos de estos tratamientos se podrian llegar a utilizar como profilaxis y, como
es el caso de las enfermedades de la cavidad oral, como lo son la faringitis y la amigdalitis, ya que
podrian evitar el rapido progreso de estas, e incluso mejorar considerablemente los sintomas de las
mismas, para mejorar la calidad de vida del paciente. (Breysen,2010).

Las preparaciones farmacéuticas con base en productos naturales han despertado el interés
de muchos profesionales en el campo de la salud en los Gltimos afios, basando su interés en los
multiples mecanismos de accién que poseen los principios activos de las hierbas medicinales en el
organismo de las personas, realizando investigaciones para lograr combinar dichos principios
activos con moléculas sintéticas para el desarrollo de nuevos farmacos en la industria farmacéutica.
(Meléndez, Pino y Stashenko 2010).

También se ha demostrado el bajo porcentaje de efectos secundarios que los principios
activos de plantas naturales poseen, razén por la cual la industria farmacéutica ha centrado su
atencion en combinar la droga vegetal con la droga sintética, para, de esta forma, crear moléculas
nuevas que generen avances significativos en tema de salud pdblica. Por sus multiples aplicaciones,
el tomillo es una planta que debe ser investigada para corroborar las multiples aplicaciones que se
le achacan, y descubrir otras que atn no se han descubierto. (Newary, Shaffie y Omer, 2017).



El conocer acerca de los posibles efectos del aceite esencial de tomillo despierta la
curiosidad de investigar més, y poder utilizarlos en el tratamiento de otras enfermedades, como lo
son la Candida, por sus propiedades antiflngicas y antibacterianas, el tratamiento del herpes virus
por su accidn antiviral, y cuadros gripales por ser un potente estimulador del sistema inmunolégico.
(Santana, Cabrera y Gonzalez, 2012). Asi mismo, permite investigar sus efectos en canceres, por
ser un potente antioxidante, eczema de la piel, al tener propiedades antiinflamatorias, o, infeccion
por Helicobacter pylori, salud urinaria y vaginal, halitosis y enfermedades del higado, por
mencionar algunas enfermedades. (Martinelli y Pamparo, 2005).

Segun Reyes, Saavedra, Zufiiga y Salguero (2014) mencionan:

Se ha demostrado que el aceite de Thymus vulgaris muestra actividad antifingica y
antimicrobiana, por su componente mayoritario que es el 1,8-cineol en un 21.5%, seguido del B-
pineno con el 20% vy el o-cimeno con un 17.9%, variando su composicién de acuerdo con el
genotipo, localizacion geogréfica, periodo de cosecha y método de extraccion. Diversos estudios
demuestran su accion contra Streptococcus pyogenes que causa la amigdalitis.

El aceite esencial de tomillo podria ser utilizados para el tratamiento profilactico, no solo
de enfermedades de la cavidad bucal, sino también para muchas patologias que no tienen relacion
con padecimientos de cuadros respiratorios, ya que este aceite regula muchas funciones bioldgicas
y metabdlicas, y aunque muchas de estas investigaciones estan en proceso, no cabe duda de que
estos representan una muy buena opcion terapéutica para las distintas poblaciones. (Sanchez,
2012).

HIPOTESIS
¢Las formulaciones a desarrollar poseen actividad antibacteriana capaz de inhibir el

crecimiento del Streptoccocus Pyogenes?



ANTECEDENTES

Antecedentes Histdricos

Segun Santamaria Hernandez (2011), desde la Antigiiedad hasta el presente, exponentes de
la flora han sido utilizados en funcién del tratamiento y erradicacion de multiples enfermedades
que han aquejado a los seres humanos, todo ello, a partir de sus comprobadas propiedades curativas.
Se consideraron el tomillo y el romero por su efectividad en colutorios, sobre todo ante la
faringoamigdalitis y los resultados de estudios con base en las propiedades antimicrobianas frente
a microorganismos anaerobios, respectivamente. Y con base en Partiende—de—ahi—y—de las

concentraciones empleadas en dichos estudios, se desestimé la posibilidad real de obtencién de un

compuesto que sirviese como medicina alternativa.

Segun Cruz Suérez (2012), indica que el poder curativo de una especie medicinal viene
dado por uno 0 mas componentes que se encuentran en esa parte de la planta, los yerberos le llaman
“sustancia” 0 “alma de la planta”. Cientificamente, se denomina “principio activo” a la sustancia
responsable de la actividad farmacol6gica o medicinal. Cruz Suérez indica que las primeras
referencias historicas al tomillo se remontan al Antiguo Egipto, donde era empleado como
ungiiento en embalsamamientos y quemado como purificador del aire durante las epidemias. No
obstante, las propiedades medicinales de esta planta eran conocidas también por el pueblo griego,
utilizdndolo como antiséptico o contra los dolores articulares, segun escritos del médico y fil6sofo

Galeno.

Segun el libro “Los grandes remedios naturales”, entre las primeras referencias historicas,
Plinio el Viejo, en su historia natural, relata las excelencias de la mezcla compuesta por miel y
aceite de tomillo, ya que estos productos naturales protegen las vias respiratorias, en el catarro
comun, en la tos bronquial, facilitan la expectoracién y calman la irritacion de la garganta, faringitis

y laringitis.

Segun Buechi y Vogelin (2005) mencionan que la esencia del tomillo, fundamentalmente
por sus componentes fendlicos, timol y carvacrol, tiene una actividad antibacteriana frente a los
gérmenes. Este efecto es debido a su accién sobre la membrana bacteriana. La eliminacién del
timol y carvacrol por via respiratoria produce una actividad antiséptica respiratoria. Por su
actividad antibacteriana, el tomillo también tiene interés como antiséptico urinario y de la cavidad
bucofaringea, asi como para el lavado de heridas. Ademas, el timol y el carvacrol tienen una accién

antimicotica, efectiva frente a distintos tipos de hongos en las mucosas.
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Cuenta Stranburger (2010) que antes de que fuese considerada una planta medicinal, el
tomillo sobresalia solo por su caracter aromatico. En la antigua Roma se aprovechaba para
perfumar quesos y vinos. Indagaciones llevadas a cabo por Lopez (2006) y Gerdens (2010) han
constatado que su nombre genérico, Thymus, proviene del vocablo thymon, con el cual los griegos
reconocieron a esta planta. A juicio del autor, podria derivar a su vez de la palabra thyein, cuyo
significado es “aroma, olor”, en alusion directa a una de las caracteristicas méas distintivas de la
especie. Su potencial medicinal se remite al mismo Egipto, donde argumenta que dicha civilizacion
not6 bien pronto sus beneficios, de modo que no solo devino parte de los rituales, sino que también
se aplico en la momificacion, al embalsamar los cuerpos de los ciudadanos fallecidos. En el
presente, su uso va més alla de la cocina o la belleza. En virtud de las tantas otras propiedades que
se le atribuyen, despunta por el aporte a la salud del hombre.

Segun Estrada y Guagua, (2005) desde hace muchos afios, la medicina tradicional o
complementaria se ha constituido en una parte fundamental de la atencién sanitaria en la mayoria
de los paises del mundo, que ha ido avanzando de acuerdo con la evolucién de los pueblos, y que
se presenta como producto de muchos siglos de experiencia, y que han sido transmitidos
ancestralmente, de generacion en generacion, hasta la actualidad. En este contexto, se resalta que
el tratamiento alternativo, mediante el uso de plantas medicinales, representa una forma
costumbrista de medicina tradicional, debido a que existen suficientes evidencias cientificas y
empiricas que garantizan las propiedades beneficiosas y curativas de las plantas medicinales en el
tratamiento de las diversas patologias, tanto cronicas como leves, y por ende, su amplio uso se
atribuye a su fécil accesibilidad y asequibilidad, constituyéndose muchas veces en la Gnica fuente
que tienen para su atencion sanitaria las personas con menores recursos econémicos.

Antecedentes Internacionales

En la revista espafiola “Fitoterapia ambito farmacéutico” los autores Cafigueral,
Vanoclocha y Bruneton (2000) publicaron un estudio titulado” Eficacia del tomillo”, ellos discuten
cémo, a pesar de ser una planta medicinal de amplio uso tradicional, son pocos los estudios clinicos
publicados sobre su eficacia terapéutica, tanto de los extractos como del aceite esencial. Dichos
autores comentan la actividad antiséptica y antiinflamatoria que presenta el tomillo, donde
recomiendan el uso de este en enfermedades de la cavidad bucal, como aftas y piorrea; también

mencionan que para estos casos se pueden usar colutorios con infusién de tomillo, o con el extracto
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fluido diluido al 50%; también dictan que puede aplicarse puro en formas de toques o pinceladas

en gargarismos para tratar la faringitis y la amigdalitis.

Los autores Fuentes, Le6n y Matiz (2015) dentro de un estudio clinico sobre las
actividades bioldgicas y organolépticas de los aceites esenciales, realizado en Colombia, llamado
“Microencapsulacion de aceite esencial de tomillo (thymus vulgaris) en matrices poliméricas de
almidoén de fiame”, discuten como su empleo suele verse limitado por su alta volatilidad y tendencia
a degradarse, y proponen que la microencapsulacion es una estrategia valida para superar estos
inconvenientes. En dicho trabajo se emple6 almidén de fiame, el cual fue sometido a procesos de
hidrolisis y lipofilizacion, esto incrementé significativamente la capacidad captadora de aceite y
emulsificante del almidén nativo, el cual se empled para microencapsular el aceite esencial de
tomillo, que en estudios previos demostré potente actividad antibacteriana en las cepas que
producen la amigdalitis.

Por lo tanto, dentro del estudio clinico, los autores sefialaron la importancia de realizar la
microencapsulacion por medio de la microparticulacién lipidica sélida, seguida de emulsificacion,
donde esta técnica presenta una eficiencia superior al 98%, y el producto obtenido, desafiado en
diversas pruebas, demostrd capacidad de retener mas del 90% del aceite esencial en condiciones
de evaporacion, evitando su oxidacion y el cambio en su perfil de composicion. Finalmente, las
microcapsulas de aceites esenciales de tomillo, al ponerse en contacto con las bacterias de la
amigdalitis, mantuvieron su actividad bactericida. Los resultados de este trabajo aportan al
desarrollo de formulaciones farmacéuticas, cosméticas y alimentarias estables y funcionales de
aceites esenciales, al protegerlos de la evaporacion y degradacion. (Salcedo, 2006)

Dentro de un estudio clinico sobre el tomillo realizado en México, llamado “Eficacia
antiinflamatoria del aceite esencial del tomillo (Thymus vulgaris)”, los autores los autores Castro
et al. (2006) midieron la eficacia antiinflamatoria de los extractos de tomillo, donde este se ha
verificado en diferentes modelos in vitro e in vivo, concluyeron que el aceite esencial de tomillo,
por su componente carvacrol, inhibe la biosintesis de prostaglandinas. Por su parte, el timol se
comporta como un inhibidor de la liberacion de elastasa de neutréfilos, por lo que podria ser Gtil
en los procesos inflamatorios que se producen en algunas infecciones. Este compuesto es, ademas,
antiinflamatorio tépico. También, observaron otros componentes del extracto, como el &cido

rosmarinico y una arabino-galactana, donde determinaron que poseen actividad antiinflamatoria.
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Solano, Alvares y Arellano (2006), dentro de un estudio clinico sobre el crecimiento in vitro
de Streptococcus pyogenes B-hemolitico del grupo A, realizado en México, llamado “Efecto del
aceite esencial de los extractos acuoso y etanélico de Thymus vulgaris L, proponen un tratamiento
alternativo de bajo costo, para conocer la efectividad del tomillo Thymus vulgaris sobre la
faringoamigdalitis bacteriana. Al aceite esencial obtenido por destilacion, extracto etanélico e
infusion de tomillo, se les evalud su actividad biol6gica sobre el crecimiento de Streptococcus
pyogenes R-hemolitico del grupo A de Lancefield, principal causante de la faringoamigdalitis.

Por consiguiente, a dicho estudio se le realizaron pruebas de sensibilidad y se midieron las
zonas de inhibicion in vitro. El aceite esencial destilado, registrd el mayor halo de inhibicion (3.2
cm), incluso superd a la penicilina (2.4 cm). Con el extracto etandlico, la inhibicion fue menor y
con la infusién no hubo inhibicion. El aceite esencial y el extracto etanélico fueron analizados por
medio de cromatografia en capa fina y cromatografia de gases, para determinar su concentracién y
pureza, en comparacion con el aceite esencial puro de tomillo, obteniéndose la presencia de timol

y en menor grado carvacrol, agentes activos que producen inhibicion en el crecimiento bacteriano.

Bermidez, Oliveira, y Veldsquez (2015) en su trabajo titulado “La investigacién
etnoboténica sobre plantas medicinales. Una revision de sus objetivos y enfoques actuales”,
exponen que, segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud, méas del 80% de la
poblacion mundial, especialmente en los paises en desarrollo, utiliza tratamientos tradicionales a
base de plantas, pues estas constituyen un recurso valioso para sus necesidades de atencién primaria
de salud, y también en el aspecto econémico. No obstante, en esos paises ha ocurrido una pérdida
importante del conocimiento tradicional sobre el uso de plantas medicinales, transmitido de padres
a hijos y, ademas, su disponibilidad se ha visto reducida por la degradacion de los ambientes
naturales. Por esa razén, es necesario hacer esfuerzos para evitar la pérdida definitiva de esos
conocimientos, tanto para preservar la herencia cultural como para continuar con el registro de

informacion de nuevas fuentes vegetales de medicamentos.

Antecedentes Nacionales
En el caso de los antecedentes nacionales, se encuentran tres investigaciones, las cuales se

relacionan con el tema de estudio.

En el afio 2013, en la Universidad de Costa Rica, se realizaron dos investigaciones en torno

a las diferentes plantas que el folclore popular considera poseen propiedades medicinales, en las
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cuales se hizo un estudio con las plantas de gliizaro y juanilama, donde ambas presentaron una
actividad antimicrobiana minima. En una segunda etapa del trabajo de investigacion, en el afio
2014, se utilizaron alternativas no tradicionales para el control de afecciones bucales; se trabajo
una muestra de macadamia y tomillo. Se concluy6 que el extracto de macadamia no presenta
propiedades como desinfectante de cavidades orales, por otro lado, el extracto de tomillo resulté
tener una alta capacidad antimicrobiana, a diferencia de las otras plantas. Por ende, se concluy6
que el aceite esencial de tomillo es la hierba que presenta mayor capacidad antimicrobiana, que
sirve como desinfectante de la cavidad oral.

En el 2016, en la Universidad de Costa Rica, se realiz6 una investigacion cientifica
nombrada “Evaluacion de las condiciones experimentales para la extraccion de aceite esencial de
romero y tomillo para su uso como antioxidante en aceites comerciales”, donde determinaron las
diferentes técnicas de extraccion de los aceites esenciales. Dicha investigacién logré determinar
las caracteristicas antioxidantes que poseen dichas hierbas y cdmo el uso de diferentes métodos de
extraccion favorece el estudio de las caracteristicas quimicas de estas plantas, en dicho estudio se
concluyé la importancia de que una hierba posee actividad antioxidante, ya que estas caracteristicas
evitan los radicales libres que dafian las células.

Garcia y Garcia (2014) estudiaron de forma experimental la actividad antimicrobiana del
tomillo, donde realizaron una propuesta de formulacién que actiia a nivel de la piel, esta tesis fue
realizada en la Universidad de Iberoamérica, la cual estudié experimentalmente la actividad
antimicrobiana del aceite esencial del tomillo contra sepas de Salmonella typhimurium,
pseudomonas aeruginosa, klebsiella pneumoniae y staphylococcus aureus. Este trabajo demostrd
la funcionalidad antimicrobiana del aceite esencial contra los microorganismos antes mencionadas,
lo cual refleja la importancia para el trabajo de investigacion.
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PROYECCIONES
Esta investigacion va dirigida al desarrollo de 3 colutorios a base del aceite esencial de
tomillo, que cumplan con estandares altos de calidad, donde cumpla con las normas establecidas
por el RTCA para soluciones farmacéuticas.

Mediante la caracterizacion quimica del aceite esencial de tomillo empleando la técnica de
cromatografia de gases, cromatografia de capa fina y espectrometria UV se pretende obtener una
cuantificacion relativa de los componentes caracteristicos de la droga vegetal, también mediante el
uso de la cromatografia de gases (Head Space) se pretende identificar el PA (aceite esencial de
tomillo) en las formulaciones a desarrollar, también se pretende medir el porcentaje de alcohol en

una de las formulaciones.

Se busca desarrollar colutorios que cumplan con atributos criticos de calidad tanto en las
propiedades organolépticas como en las fisicoquimicas, para esto se pretende consultar la USP
especificamente capitulos generales para verificar si existen pruebas de calidad para emplear en

colutorios.

Para este trabajo de investigacion se requiere elaborar un andlisis de riesgo de procesos y
un plan de mitigacion de estos riesgos, para de esta forma garantizar altos estandares de eficacia y

seguridad al paciente.

Se pretende medir la actividad antibacteriana del aceite esencial de tomillo en las
formulaciones a desarrollar, para esto se pretende aplicar diluciones de estas en placas que
contengan el microorganismo de estudio y observar la formacién de halos de inhibicion.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

Origen de los aceites esenciales

Los aceites esenciales provienen de las plantas de todo el mundo, especificamente de_las

regiones calidas, ya que la mayoria de ellas necesitan mucho sol y calor Estos se forman en las

vesiculas oleosas y se acumulan en diversos tejidos y érganos de las plantas, semillas, tejido lefioso,

raices, piel de los frutos, hojas, flores e inclusive_en toda la planta, mas la composicién puede 0 no

ser _diferente, tal como es el caso de las flores del naranjo, mejor conocidas como azahar, que

contienen substancias muy diferentes a las que se encuentran en la esencia de las naranjas. Algunos

aceites esenciales se encuentran en la planta en forma de precursores no volétiles, frecuentemente

glicosidos, la descomposicion es enzimatica 0 en medio acido diluido. (Werner, 2006).

Aceite esencial

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de sustancias aromaticas responsable de las

fragancias de las flores. Se caracterizan por poseer numerosas acciones farmacoldgicas, por lo que

constituyen la base de la aromaterapia, pero ademas son ampliamente utilizados en perfumeria y

cosmética, en la industria farmacéutica y en la industria de la alimentacién. Son productos que

contienen los principios volatiles de los vegetales que se extraen de diferentes partes de las plantas,

también se puede decir que es una mezcla de varias sustancias quimicas donde son_biosintetizadas
por las plantas. (Edris, 2007).

Dichos aceites son sistemas naturales, complejos y multicomponentes compuestos

principalmente de terpenos, ademéas de algunos otros componentes no terpenos, también son

metabolitos secundarios de las plantas, por lo gue un metabolismo mas activo puede asociarse con

una_mayor produccién de aceites. En un aceite esencial pueden encontrarse hidrocarburos

aliciclicos y aromaticos, asi como sus derivados oxigenados. (Arcilla y Loarca et al., 2004).

La Comision Nacional Forestal (2005) define a los aceites esenciales como: “productos

obtenidos a partir de una materia prima vegetal, por arrastre con vapor, o _por procedimientos

mecanicos a partir del epicarpio de los citrus, incluso por_destilacion seca”. El aceite esencial se

separa posteriormente de la fase acuosa por procedimientos fisicos en los dos primeros modos de

obtencidn, puede sufrir tratamientos fisicos que no originen cambios significativos en su

composicion. Esta definicion establece claramente las diferencias que existen entre los aceites
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esenciales oficinales y otras sustancias aromaticas, empleadas en farmacia y perfumeria, conocidas

vulgarmente como esencias.

Caracteristicas generales de los aceites esenciales

Los aceites esenciales, en general, constituyen del 0,1 al 1% del peso seco de la planta. Son

liquidos con escasa solubilidad en agua, solubles en alcoholes y en disolventes organicos. Cuando

estan frescos, a temperatura ambiente, son incoloros, ya que al oxidarse se resinifican y toman un

color amarillento oscuro, lo que se previene depositandolos en recipientes de vidrio de color ambar,

totalmente llenos y cerrados. La mayoria de los aceites son menos densos que el agua. Cabe

destacar que los aceites esenciales son mezclas de un nimero variable de sustancias organicas con

olores, también son el resultado de complejos procesos bioguimicos gue se desarrollan en las

plantas, principalmente en las glandulas secretoras estas estructuras se encuentran en todos los

6rganos vegetales, tales como flores, semillas, raices, entre otros. (Toledo, 2005).

Propiedades terapéuticas

Las propiedades de los aceites esenciales son muy variables, esto se debe a la

heterogeneidad de sus componentes. Algunas de las moléculas presentes en los aceites esenciales

de ciertas plantas poseen gran interés terapéutico, lo que ha dado origen a la aromaterapia. Algunas

de estas acciones, por sus efectos sobre la piel, han encontrado también su aplicacion en cosmética.

Por otro lado, desde el punto de vista toxicoldgico, los aceites esenciales son potencialmente

toxicos, a pesar de estar considerados en el ambito popular como productos naturales poco

peligrosos, ya que facilmente puede darse una sobredosificacion, incluso con aceites esenciales de

plantas que en si mismas son muy poco toxicas. Por otro lado,_algunos muestran una toxicidad

especifica por tener componentes que atraviesan la barrera hematoencefalica y que afectan al

sistema nervioso central, como ocurre con la tuyona, que abunda en las esencias de ajenjo, tuya y
salvia. (Lopez, 2004).

Ecologia de los aceites esenciales

De acuerdo con la funcién ecoldgica de los aceites esenciales, existen estudios que afirman

que los aceites esenciales intervienen como hormonas en la polinizacién, es decir, sirven de

atrayente de insectos, requlan la transpiracion y son productos de desecho metabdlico. Se asegura

también que los aceites esenciales protegen a las plantas de posibles enfermedades causadas por
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hongos o0 bacterias. Ademas de luz y nutrientes, una planta necesita proteccion y autocuracion,

proporcionadas de forma natural por los aceites esenciales. (Werner, 2006).

Conservacion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se pueden deteriorar por medio de reaccién de oxidacion,

polimerizacién o hidrolisis de ésteres, estas reacciones pueden ser causadas por aumento de

temperatura, presencia de oxigeno, altos porcentajes de humedad y de luminosidad. El hierro es

otro factor que causa deterioro, ya que este actla como catalizador de varias reacciones de

descomposicidn. Es por esta razon, que todos los aceites esenciales deben ser tratados antes de ser

almacenados, donde_se deben remover impurezas metalicas, humedad y materia suspendida. Los

envases deben quedar completamente llenos, ser ubicados en un lugar fresco y protegidos de la luz.

(Santa Cruz, 2005).

METODOS DE EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales se pueden obtener por distintos métodos, entre los cuales estan los

siguientes:

Arrastre por vapor
Este proceso se lleva a cabo con vapor caliente, este atraviesa_la materia vegetal a presion

donde la presion rompe las células de la planta y arrastra los volatiles que se condensan al atravesar

el medio refrigerante que es el condensador. Esto se logra mediante_la inyeccion de vapor de agua

directamente en el seno de la mezcla, pero la principal funcién no es la de solo arrastrar_los

compuestos volatiles, sino que se condesa y forma una fase inmiscible que cede calor a la mezcla

a destilar. En este proceso se tiene la presencia de dos fases inmiscibles a lo largo del condensador,

una acuosa y otra organica. La condicién mas importante para que este proceso se lleve a cabo es

que el componente volatil sea insoluble en agua, para que el producto destilado forme dos fases al

condensarse. (Stashenko, 2009).

En la destilacién por arrastre de vapor, los factores como el tamafio de particula del material

vegetal, el factor de empaquetamiento y el tiempo de extraccién influyen en la composicion y

rendimiento de los aceites obtenidos. Al estudiar el efecto del tamafio de particula y el tiempo de

extraccién en el rendimiento del aceite esencial, se ha observado un mayor rendimiento cuando se

trabaja con menores tamafios de particulas y tiempos de extraccion prolongados. (Arango, Hurtado,
Castillo y Santacruz, 2009).
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En este método se emplea vapor himedo proveniente de agua en ebullicion, que traspasa el

material suspendido encima, y apoyado sobre una malla, se puede utilizar para hojas, tallos, y

raices. Al trabajar cerca de 1os100 °C el rendimiento es bueno, al cargarse el material a una

temperatura menor a la de trabajo, se producen condensaciones sobre él, y esta humedad origina

cierta dificultad en la operacion, especialmente en el paso y distribucion del vapor por la muestra.

Por su sencillez, bajo costo y rendimientos, esta técnica es la mas usada en la industria de aceites

esenciales. Donde varias farmacéuticas la recomiendan como el método éptimo de obtencién de
esencias._(Stashenko, 2009).

Extraccién con solventes

Es un método en donde se emplea el calor, este se utiliza empleando solventes con puntos

de ebullicién bajo, para evitar la degradacion de la muestra. Es preferible usarla para obtener los

extractos crudos de las plantas. EI material previamente debe de ser molido, macerado o picado,

para permitir mayor area de contacto entre el sélido y el solvente. Para el proceso, se debe_buscar

que el sdlido, el liquido, 0 ambos, estén en movimiento continuo (agitacion), para lograr mejor

eficiencia en la operacion. Este se realiza preferiblemente a temperatura y presiéon ambientes. Los

solventes mas empleados son: etanol, metanol, isopropanol, hexano, ciclohexano, tolueno, xileno,

ligroina, éter etilico, éter isopropilico, acetato de etilo, acetona, cloroformo, no se usan clorados ni

benceno por su peligrosidad a la salud. Los solventes se recuperan por destilacién y pueden ser
reutilizados. (Peredo et al., 2009).

Hidrodestilacion

Este es el método utilizado en el presente trabajo, el cual es uno de los métodos mas

sencillos, donde se aprovecha la propiedad que tienen las moléculas de agua en estado de vapor de

asociarse con moléculas de aceite esencial a partir del material vegetal o mas fresco posible, si un

liquido organico es insoluble en agua y tiene una presién de vapor apreciable a la temperatura de

ebulliciéon de aquella, puede destilarse arrastrandolo con vapor de agua. Este método permite la

maxima difusion del vapor a través del material vegetal, reduciendo los dafios que pudiesen sufrir

los componentes de las esencias extraidos de otros métodos. Los aceites esenciales son sustancias

volatiles e insolubles en agua por lo que pueden ser_arrastrados por una corriente de agua.
(Lamarque et al.,2008, pp. 49-50).




Extraccién con solvente

Tabla 1. Resumen tipos de extraccion
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Este método permite la

maxima__difusién del

Hidrodestilacion vapor a través del

material vegetal,

reduciendo los dafios

que pudiesen sufrir los

componentes de las

esencias extraidos de

otros métodos.

Fuente: (Elaboracion propia, 2020) +— | Con formato: Centrado, Sangria: Izquierda: 0 cm,
Primera linea: 0 cm

Caracteristicas del disolvente de extraccion

Segun Wankat, 2008 la extraccién de un componente en especifico de una mezcla disuelta

en un determinado disolvente se puede consequir afiadiendo otro disolvente que cumpla las

siguientes condiciones:

e Que no sea miscible en el otro disolvente.

e Que el compuesto de interés sea mas soluble en el otro disolvente que en original.

e Que las impurezas no sean solubles en el disolvente de extraccion.

e Que no sea toxico e inflamable.

Tabla 2. Algunos disolventes organicosPrepiedades-guimicas

Nombre Formula Densidad (g/ | Punto de ebullicién
ml) (C)

Eter dietilico (CH3CHo),° 0.7 35

Hexano C6H14 =07 >60

Benceno CeHs 0,9 80

Tolueno CeHsCHs 0.9 111

Acetato de CH3COOCH,CH3 0.9 78

etilo

Fuente: (Elaboracion propia, tomado_de Pasto y Johnson 2003).
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Tabla 3. Disolventes de extraccién con densidades mayores que el agua cominmente

utilizados.
Nombre Férmula Densidad | Punto de | Peligrosidad
(a/mL) ebullicion (°C)

Diclorometano CH2CI2 13 41 Toxico
Cloroformo CHCI3 15 61 Toxico,
Tetracloruro CCl4 16 77 Toxico,
de carbono

Fuente: (Elaboracion propia, 2020)
Hidrolatos

El hidrolato es el agua que se recoge al finalizar un proceso de destilacién. En ella queda

retenida, de una forma totalmente natural, una pequefia cantidad de aceite esencial, asi como

metales, mucilagos y oligoelementos. Debido a esto, algunos de estos hidrolatos poseen

propiedades terapéuticas interesantes. El hidrolato es el agua residual que se forma por

condensacion del vapor gque ha atravesado la materia vegetal, durante el proceso de obtencion de

un_aceite esencial por destilacién por arrastre de vapor. Se le Ilama hidrolato por el color

blanguecino que tiene antes de la decantacién, este contiene alrededor del 0,1% de las moléculas

hidrosolubles del aceite esencial, también contiene la fraccion molecular hidrosoluble de la
planta-irfermacion. (Ratajc, 2018).

El hidrolato no presenta necesariamente las mismas propiedades atribuidas al aceite

esencial, y siempre su actividad serd menor;_sin embargo, queda mucho por descubrir, pues los

hidrolatos no se estan estudiando, ni tampoco se utilizan a gran escala a nivel terapéutico. (Ratajc,

2018).
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Fitoterapia
La fitoterapia es la ciencia que estudia el manejo de los productos de origen vegetal con
fines terapéuticos, ya sea para prevenir o curar una enfermedad, donde la medicina tradicional
valida su uso popular mediante métodos quimicos con pruebas de laboratorio. En salud publica, se
considera un tipo de medicina alternativa, en la que la automedicacién con hierbas es comdn, y
existe una falta de garantia de calidad de los productos a base de hierbas, mas sin embargo, la
Organizacion Mundial de la Salud propone estrategias para incluir terapias complementarias y

alternativas como herramientas de salud publica. (Avello y Cisternas, 2010).

Fitofarmacos

Son medicamentos cuya sustancia activa contiene_la parte desecada de una determinada
planta, a diferencia de un farmaco quimico que proviene de una molécula quimicamente
sintetizada. En otras palabras, los fitofarmacos son productos medicinales acabados y etiquetados,
cuyos ingredientes activos estandarizados estan formados por partes aéreas de las plantas o por las

partes subterraneas de plantas u otro material vegetal. (Hernandez, 2013).
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017) define a los fitofarmacos como:
Productos que se obtienen mediante procesos especializados en el que se emplean
materias primas de origen vegetal que tienen como finalidad profilaxis, curacion, paliativo

o diagndstico que se caracterizan por el conocimiento de su eficacia y de los riesgos que
puede desencadenar su uso, asi como la reproductibilidad y constancia de su calidad.

A

Ventajas y desventajas de la medicina natural.

Con formato: Fuente: Color de fuente: Negro, Borde: :
(Sin borde), Contorno de texto
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En la mayoria de los casos, la medicina natural, cuenta con la ventaja de ser
mayoritariamente buscada por la poblacién, ya que es muy accesible en cuanto a lo econémico,
también, por que producen menos efectos secundarios que los medicamentos sintéticos. Si
hablamos de validacion cientifica, en el espectro de la investigacion médica, se le pone bastante
énfasis ya que por medio de las entidades de salud, ya sea la FDA (Administracion de Medicamento
Alimentos), o la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), y otras entidades, confirman que la
manera adecuada en cuanto al tema de medicamentos, estos deben ser primeramente validados
cientificamente de cierta forma en el que aquel medicamento que no cumpla con la validez de
eficacia y seguridad, no debe ser aceptado. Esta es una de las principales razones, por la cual
muchos de los medicamentos basados en medicina natural cuentan con desventaja al no contar con
los ensayos adecuados, en los que su eficacia no ha logrado ser demostrada mediante ensayos

aleatorios controlados de doble ciego. (Gonzalez & Cardentey, 2016).

Droga vegetal

Es aquella parte de la planta medicinal (raiz, tallo, corteza, hojas, entre otras) o aquellas
secreciones 0 excreciones particularmente ricas en determinadas sustancias biol6gicamente
activas, y que no han sufrido ningun tipo de transformacion, excepto recoleccion y secado u otros
procesos fisicos 0 mecanicos. Es toda materia, ya sea de origen humano, animal, vegetal, quimico
o0 de otro tipo, a la que se atribuye una actividad apropiada para constituir un medicamento.
(Kuklinkski, 2000).

Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos sintetizados a partir de excedentes
del metabolismo primario. Los productos provenientes del metabolismo primario llamese:
aminodcidos, carbohidratos, lipidos, &cidos nucleicos participan directamente en el crecimiento y
supervivencia de las plantas, pero los metabolitos secundarios como fenoles, terpenos, alcaloides,
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actlan como mediadores aleloquimicos, interviniendo en las funciones de la planta o de los
organismos con los que interaccionan, ya que estos participan en las respuestas a innumerables
variables. Cabe destacar, que la variacion de las condiciones ambientales, incidencia de luz,
precipitacion, interacciones bidticas herbivoras, ataque por microorganismos, competencia por el
espacio en suelo, los nutrientes o la luz influyen en la sintesis de metabolitos secundarios. (
Nakabayashi y Saito, 2015).

TOMILLO (THYMUS VULGARIS L.)

Reino Plantae
Sub Tracheobionta
Reino
Super Spermatophyta
division
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Sub clase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Genero Thymus L
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Tabla 4. Especie Thymus
Clasificacion sistémica Vulgaris de Tymus
Vulgaris

Fuente: Plants Database (2017).

Nombrado cientificamente como Thymus vulgaris, su etimologia proviene de la raiz griega
que significa fumus, palabra que hace alusion a hacer humo, exhalar y aroma. El tomillo pertenece
a la familia Lamiaceae. Es una planta aromatica, vivaz, lefiosa, muy polimorfa, de 10 a 40 cm de
altura, con numerosas ramas lefiosas, erectas, compactas, parduzcas o blanco-aterciopeladas. Las
hojas de 3 a 8 mm son lineares, oblongas, sentadas o brevemente pediceladas, opuestas,
tomentosas, sin cilios, con el peciolo o sus margenes revueltos hacia abajo y blanquecinas por su
envés. Las flores son axilares y agrupadas en la extremidad de las ramas, formando una especie de

capitulo terminal, a veces, con inflorescencia interrumpida. (Gil, 2002).

Descripcion botanica

Esta especie forma una mata de un palmo de altura 0 poco més, muy poblada de hojas, a

lo sumo de 1 cm incluido el rabillo, de figura entre aovada y lanceolada, pero por lo comun

aparentando ser mas estrechas, porque la sequedad suele hacer que se arrollen por sus bordes hacia

el reverso, que es blanquecino, por los muchos pelos blancos que lo recubren, y acopladas y

enfrentadas en cada nudo. En el extremo de las ramas,_las flores se agrupan en una especie de
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cabezuelas y tienen el caliz de color rojizo vinoso, de una sola pieza, con la garganta obstruida por

pelos blancos, dividido en dos labios, el labio superior tiene tres dientes cortos y casi iguales, el

inferior queda dividido en dos largas y estrechas lacinias. (Caceres, 2004).

Taxonomia

De acuerdo con Prasanth, Ravi, Varsha y Satyam (2014) su taxonomia se describe en
pertenecer al reino plantae, el tomillo es una planta que pertenece a la familia de las labiadas, la
cual puede ser distribuida en muchas partes del mundo. Tiene diferentes usos, tanto culinarios, para
saborizar alimentos, como medicinales, con fines curativos. En su estado silvestre, el tomillo puede
crecer sin mayores dificultades en un suelo calcéreo.

Habitat y suelo

Originaria del sur de Europa, esta planta aromatica y medicinal es cultivada en climas de
tipo montafioso, templado y subtropical de América y el Caribe. Esta se cultiva en el altiplano
central y occidental, en lugares secos y soleados. Crece a partir de semillas o por division de raices,
florece en primavera, a partir de marzo. Se cria en los pasos de montafia, cabezos y laderas
expuestas al sol, en matorrales de las tierras bajas calcareas o arcillosas, con mucha menor
frecuencia en las tierras siliceas. Se encuentra en una altitud entre 0 y 2.000 m. Sus especies
perviven bajo temperaturas muy variadas, e incluso extremas. Resiste bien las heladas y sequias,
pero no el encharcamiento ni el exceso de humedad ambiente. Aunque se adapta bien a los suelos
ricos en aluvion y calcareos, se adapta a los arcillosos, ligeros y siliceos. Prefiere la exposicion a
mediodia. Normalmente, se disponen en forma de matorral bajo en zonas de sol directo e intenso,

que soportan gracias a la impregnacion oleosa de sus hojas. (Fuentes, 2005).
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Figura 1. Tomillo

Origen

El tomillo se hall6 por primera vez en el Mediterraneo Occidental, también se presume que
su primer cultivo fue visto en Inglaterra. Otras investigaciones manejan que la planta medicinal
radicé en Los Alpes desde el afio 859 hasta aproximadamente el 1250. Aunado a ello, Newman se
encargd de extraer el aceite vegetal para usos farmacéuticos en el afio 1725. (Fernandez y Ulate,
2000).

Propiedades y usos medicinales
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El aceite esencial de tomillo ofrece una amplia multitud de propiedades antisépticas y
bactericidas, asi como tonificantes y estimulantes. Ademas, refuerza los sistemas defensivos del
organismo Yy, en la medicina herbolaria tradicional, se emplea contra la bronquitis, laringitis,
resfriados comunes, sinusitis o el tratamiento de lombrices, antibacterianos, entre otros. (Gimeno,
2001).,

Thymus vulgaris como droga vegetal

Sumidad florida de tomillo (Thymi herba). Segun la Farmacopea Europea, consiste en las
hojas y flores, enteras, separadas de los tallos previamente desecados de Thymus vulgaris, con un
contenido minimo de 12 mL/Kg de aceite esencial, respecto a la droga seca. Al menos un 40% del
aceite esencial debe corresponder a la suma de contenidos de timol y carvacrol Existe una Norma
Internacional (1ISO 6754:1996), que prescribe necesidades de calidad para el tomillo seco. La
calidad prescribe necesidades del producto terminado. Las hojas deben contener un minimo del
0,5% de aceite esencial, es decir, 5 ml/ kg de hierba seca, y el tomillo molido debe contener un
minimo del 0,2%

Partes medicinales de las planta_de tomillo s
Segun Cimed (2002), el producto medicinal es el aceite extraido en fresco de la hierba
florecida, en sintesis, las hojas secas y la parte etérea fresca de la planta. La esencia del tomillo
presenta atributos tonificantes, estimulantes del apetito, eupépticos, espasmoliticos expectorantes,
antisépticos, antihelminticos y antiflngicos, también una de las propiedades masmas atractivas de
la hierba es su potencial antibacteriano.

Farmacognosia
La materia médica es la de_las hojas y las flores secas. A nivel macroscépico, presenta

tallos cuadrangulares, hojas ovadas, flores axilares, rosa claro, olor y sabor aromatico.

Microscopicamente, presenta células epidérmicas prolongadas en tricomas unicelulares, 60um de

largo, tricomas glandulares abundantes, tallo unicelular, cabezuelas esféricas unicelulares de 20

um de diametro. La ceniza no debe ser mayor de 12%, ceniza insoluble en acido no méas del 4% y

no mas del 15% de tallos menores de 1mm de diametro. El aceite esencial tiene una gran

heterogeneidad en cuanto a sus componentes es un liquido rojo de olor caracteristico, que se extrae

por destilacion de las hojas y flores frescas (2%), presenta una densidad de 0.910-0.935, indice de
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refraccién 1.4950-1.5050, es soluble en etanol, tiene propiedad antiespasmédica, carminativa,

antiséptica, aperitiva, eupéptica, colerética, antitusiva y expectorante. (Aceituno,2010).

La actividad antiséptica se atribuye al timol y flavonoides. El carvacrol y el timol presentan

actividad neurotrépica y musculotrdpica, por reduccion de la disponibilidad de Ca+2 estos poseen

una débil actividad relajante de la trdquea, que no es resultado de la excitacién de receptores B2, el

valor terapéutico depende de los fenoles del aceite esencial. El extracto aumenta la secrecién

bronquial, y es espasmolitico. Los flavonoides le confieren propiedad diurética. La planta contiene

moderadas cantidades de &cido rosmarinico (2.6% del peso seco) y derivados hidroxicinamicos

totales (3.8% del peso seco), los cuales son_responsables de su moderada actividad antioxidante
(Aceituno,2010).

COMPOSICION QUIMICA

Analisis del aceite esencial de tomillo

Segun Shabnum y Wagay (2011) pudieron identificar treinta compuestos por la destilacién
hidraulica de las partes aéreas de Thymus vulgaris. Algunos componentes del aceites esencial_de
tomilloes sonHessiguientes: timol y terpineno, p-cimeno, mirceno, alfa-pineno, eugenol y carvacol.
Generalmente, el aceite vegetal se caracteriza por el alto porcentaje de fenoles monoterpenos. El
aceite también muestra niveles relativamente abundantes del contenido fendlico, particularmente
de timol, sustancia de la cual se le atribuye la actividad bioldgica de su aceite.

Los autores Hudaib, Speroni y Di Pietra (2002), pudieron identificar los distintos grupos
funcionales del aceite esencial de tomillo, utilizando sus indices de retencion, obtenidos a partir de
dos columnas cromatogréaficas no polar y polar diferentes, en combinacién con sus datos en el
espectro de masas por captacion de iones. El analisis GS-MS de los aceites gener6 la separacion
de cuarenta y seis componentesaceites; de los cuales cuarenta y cinco estructuralmente fueron bien
identificados, usando sus datos de espectro de masas y de indice de retencién.

Tabla 5. Componentes de la droga vegetal Thymus Vulgaris
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Total Retention

No. Compound ol % indices
1 2-Thujene 0.6 932
2 2-Pinene 19 936
3 Camphene 1.2 950
4 Oct-T-en-3-0l 1.0 962
5 B-Pinene 03 978
6 Myrecene 11 987
7 p-Cymene 291 1,015
8 1.8-Cineole 21 1024
9 Limonene 02 1025
10 r-Terpinene 52 1,051
1 pLCymenene 0.1 1075
12 Terpinolene 01 1,082
13 Linalool 3.7 1,086
14 Camphor 05 1123
15 Borneol 19 1,150
16 Terpinen-4-ol 1.3 1,164
17 a-Terpineol 03 1,176
18 Thymol methyl ether 1.3 1,215
19 Carvacrol methyl ether 1.0 1226
20 Bormeol acetate 03 1270
21 Thymol 381 1,267
2 Carvacrol 23 1,278
23 Thymol acetate 02 1329
24 African-1-en 0.1 135
25 2-Copaene 02 137
26 B-Burbonene (18] 1386
z f-Caryophyllene 31 1421
28 Thymohydroquinone 01 1,509
2 2-Humulene 0.1 1455
30 7-Muurolene 03 1474
3 cis-f} Guaiene 01 1488
32 Cuparene 01 1498
3 r-Cadinene 0.6 1,507
M Calamenene B 02 1517
k%) 6 Coadinene 03 1,520
% 2-Cadinene 01 1534
7 Caryophyllene oxide 05 1578
a8 r-Fudesmol 0.1 1618
» Eudesm-3-en-7-ol 01 1,650
40 Cadalene 01 1659

Fuente: Microbial drug resistance (2012).

éstes-Composicion cualitativa y cuantitativa de compuestos de Thymus_Vulgaris

Segun Alfaro, Correa y Rivas (2013), el tomillo posee en sus hojas distintos principios

activos, los cuales alcanzan su concentracion maxima durante la época de floracion, entre estos se

encuentran:

——e Monoterpenos: como timol (20-55%), p-cimeno (14-45%), carvacrol (1-10%), gamma-

‘e { Con formato: Titulo 2

/ {

terpineno (5-10%), borneol (8%), linalol (8%). Fimel-carvacrolretilchavicol-cineolborneol);
[ )

—_—

——fFFlavonoides:_Luteolina, _apigenina, naringenina, _eriodictol, cirsilineol,

salvigenina, cirsimaritina, timonina, timusina.{apigeninatuteotina),

|
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——s-Minerales: aluminio, calcio, cobalto y magnesio (hojas), hierro (planta).

—_—

e eAcidos orgéanicos: 4cido nicotico, cafeico, acido ursolico (1.9%), oleandlico (0.6%). eleanélico;

A

Acidos fenélicos derivados del 4cido cindmico. Acido cafeico, rosmarinico (0.15-1.35%).

Triterpenos. saponinas y taninos.

Todos estos principios activos poseen una actividad farmacolégica especifica, la cual puede
ser aprovechada al méaximo si se aprende a elaborar fitofarmacos destinados a una determinada
enfermedad, apareciendo distintos componentes que le confieren distintas propiedades segln la
zona de recoleccidn, altitud, composicion del suelo, pluviosidad, y segun la época de recoleccion.
(Zambrano, 2016).

Timol

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es una sustancia cristalina incolora, con un olor
caracteristico, que esté presente en la naturaleza en los aceites esenciales del tomillo o del orégano.
El timol pertenece al grupo de los terpenos, un isémero del timol es el carvacrol, el timol se
caracteriza por su poder desinfectante y fungicida. Por su sabor agradable, esta presente en la
formulacion de diversos enjuagues bucales, pastas de dientes, entre otros. Una disolucion del 5%
de timol en etanol se utiliza para la desinfeccion contra hongos. En veterinaria, se aplica igualmente
contra infecciones dermales y para estimular la digestién. En apicultura se usa para combatir un
acaro parasitario de la abeja llamado varroa. (Loarca, 2004).
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Figura 2. Estructura Quimica del Timol

CHs

OH

HsC CHs

Fuente: Gutiérrez (2019).

. . Gutiéerez (20

Tabla 6. Datos fisicoquimicos del Timol
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Formula C10H140
Masa molecular 150.22 g/mol
Punto de fusion 49-51°C
Punto de ebullicion 232°C

Punto de inflamacion 107 °C
Presion de vapor 25Paa25°C

Densidad de liquido

0.97 g/cmé (20 °C)
0.93 g/ cmé (70 °C)

Solubilidad

0.98 g/L en agua a 25 °C
1000 g/L en etanol
1428 g/L en cloroformo

[Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm

Con formato: Ninguno, Espanol (Costa Rica), Revisar la
ortografia y la gramatica

|
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LD50 980 mg/kg

Fuente: (Elaboracion propiiaa, 2020)

Figura 3. Masa molecular del Timol

thymol
cieHiao (Mass of molecular ion: 15@)

100 —

ME—NW-1452

=0 —

0 —

a0 —

Relative Intensity

z0 —

Source Temperature: 258 =C
Sample Temperature: 178 °C
Reserwvoir, 75 =V

Fuente: Spectral Database for Organic Compounds (1999).

Figura 4. Espectro IR del Timol



Loo

TRRFSHTTTARCET %

HIT-HD=196! |SCORE=  1|S0BS-ND=2404 | IR-NIDA-00242 : KBR DISC
THYHMOL
EIDH14O

50—

o T T T T T T

4000 3000 2000 1500 1000

KAVENUHBERI -11

3Z36 16 1G22 42 142z 14 1186 B7 1006 T4 CH
30e7 &2 1EL3 &7 1380 48 lled &SB Q45 22 / 3
jase 52 1588 S5 1361 41 1158 21 855 44 H CH
2969 4 1632 54 1346 44 1109 64 a7 B j:
£9z27 33 1516 48 1333 57 1091 28 73 83 \
2469 135 1509 62 1287 13 1053 4B T34 B4 CHsy
2788 17 1461 2B 1248 13 104z 72 E29 31 oH

Fuente: Spectral Database for Organic Compounds (1999)

Figura 5. NMR molecula Timol

il

coeseoma— g

Fuente: Spectral Database for Organic Compounds (1999).
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Carvacrol
El carvacrol ({3-isopropil-6-metilfenol) }también-Hamado-cymophenol-C6H3CH3{OH)
{€3H%)—es un fenol de monoterpenoide. Esto tiene un olor caracteristico a acre,_provoca una

sensacion como a -caliente, tiene un olor -parecido al orégano de-erégane y un sabor guste-parecido

comnerel
a una pizza. {-(Loarca, G,2004).

Figura 6. Estructura Quimica del Carvacrol

CHs
OH

HsC~ “CHs

Fuente: Correia y Pinto_ (2013).

El carvacrol esta presente en el aceite esencial de Origanum vulgare, en el aceite de tomillo
y en el aceite bergamota salvaje. El aceite esencial de subespecies de tomillo contiene entre el 5%
y el 75% de carvacrol, mientras la subespecie Satureja (sabrosa) tiene un contenido entre el 1% y

el 45%. La especie Origanum majorana y Dittany de Creta es rica en carvacrol. (Loarca, 2004)

: {Con formato: Centrado

{Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm
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Tabla 7. Datos Fisicoquimicos del Carvacrol
Formula C10H140
Masa molecular 150.22 g/mol
Punto de fusion 1°C
Punto de ebullicion 273.7°C

Solubilidad en agua

Ligeramente soluble

Densidad de liquido

0.977 glcme (20 °C)

Solubilidad

0.98 g/L en agua a 25 °C

etanol

Fuente: Elaboracién propia (2021)

Figura 6. Masa del carvacrol
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Figura?. IR de la molécula carvacrol
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Tabla 8. Apariencia del aceite esencial de Thymus Vulgaris

Aspecto Liquido transparente.

Color De incoloro a amarillo palido.

Olor Aromatico, toque fendlico,
toque ligero a especias.

Fuente: Elaboracidn propia (2021)

Tabla 9. Informacion fisicoquimica del aceite esencial de Thymus Vulgaris

Densidad 0.900-0.950
Refraccion 1.490-1.505
Rotacién (-5/+5%

Fuente: Elaboracién propia (2021)

PROPIEDADES MEDICINALES DEL TOMILLO

Diversas especies del género son ampliamente utilizadas en medicina tradicional. Sin duda,

la méas conocida y estudiada, utilizada en distintos campos, es Thymus vulgaris. Se ha empleado

para tratar afecciones del aparato respiratorio como tosferina, laringitis, bronquitis, asma, entre

otros. lgualmente, el aceite esencial obtenido por destilacion de las partes aéreas de la planta y

diversos extractos han mostrado su eficacia en casos de dolor de garganta, amigdalitis,

enfermedades en las encias e infecciones de la cavidad bucal, reumatismo y artritis, debido a sus

propiedades antisépticas, antiespasmédicas, antiinflamatorias, antitusigenas, expectorantes y

antioxidantes. (Engelbertz et al., 2010).

Actividad antifingica y antibacteriana

Muches-Entre las cualidades de la mayoria de de-tes-aceites esenciales, cabe destacar

censervangue poseen efectos inhibidores, que han sido estudiados por su conocido uso
antimicrobiano, antifungico_y --antiviral, ya que hay numerosos estudios cientificos que confirman
esta actividad,; por lo tanto, esto ha permitido su uso en preparaciones farmacéuticas, ya sea como
conservantes o como farmacos. Entre ellos se encuentran el aceite de orégano el clavo de olor y el
tomillo. (Labib y Aldawsari, 2015).

Como bien se sabe, los aceites esenciales son metabolitos secundarios producidos por las

hierbas como fuente de defensa para su supervivencia; son mezclas de compuestos volatiles,
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principalmente los terpenos y sus derivados oxigenados, producidos en pequefias cantidades y con
un gran potencial biol6gico, ya que poseen un efecto sinérgico, en el cual la accién de uno potencia
la accion del otro, teniendo asi un efecto de accién muy poderoso en el organismo. (Manou,

Bouillard, Devleeschouwer y Barel, 1998).

Actividad Antiinflamatoria

Segun afirma Sancho (2014) en aplicacidn topica, el aceite esencial es rubefaciente y ayuda
en los procesos antiinflamatorios. Lopez (2006) menciona que principalmente el carvacrol inhibe
la biosintesis de prostaglandinas, blogueando el proceso inflamatorio, razén por la que se aprecia
la esencia como uno de los componentes, en productos comerciales, que son usados para el
tratamiento de dolencias musculares y osteoarticulares. Lagos (2012) menciona que el acido
rosmarinico también actda bloqueando la accién del complemento, de esta manera interviene,

asimismo, inhibiendo procesos de inflamacion.

Actividad antiespasmodica y expectorante

El tomillo es usado para aliviar los sintomas de la gripe y el resfriado, de manera que exhibe
accion espasmolitica sobre las vias respiratorias y, ademas, actda también como relajante sobre el
musculo liso bronquial, justificandose como antitusivo. Segun lo afirman Folcara y Vanaclocha
(2000), presenta un dinamismo expectorante, ya que su aceite esencial provoca la fluidificacion de
las secreciones bronquiales de esta manera favorece a su eliminacién. Lopez (2006) menciona
también que el incremento en la actividad de los cilios bronquiales se debe a la presencia del aceite
esencial, ademas, que el efecto irritante incrementa la produccion de secrecién bronquialveolar; de

este modo, provoca la fluidificacion y eliminacion de las secreciones.

Actividad antiséptica

Presenta accidn contra las infecciones microbianas e impide que se desarrollen, utilizando
compresas puede aliviar en casos de contusiones, hematomas, dolor de muelas y molestias en
problemas reumaticos, en bafios locales o completos para algunos tipos de dolor o inflamaciones
(Sancho, 2014). La esencia de tomillo resulta un antiséptico con acciéon mayor, en comparacion
con el del fenol y el del agua oxigenada, cuya propiedad se evidenci6 a mediados del siglo XIX,
donde se desconocian los antibidticos y el tomillo era considerado como un fuerte desinfectante.

(Martinez, Lopez y Solis, 2011). Folcara y Vanaclocha (2000) mencionan que debido a sus

{Con formato: Portugués (Portugal)
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componentes timol y carvacrol, el aceite tiene accion antibacteriana frente a Gram positivos y gram
negativos, ya que los componentes antes mencionados acttian sobre la membrana de las bacterianas

y flingicas, de manera que presenta también actividad antifiingica frente a Candida albicans.-

Otros Usos y Actividad biolégica del tomillo

La utilidad principal que le ha otorgado a la humanidad es como uso de condimento
culinario, favorece la conservacion de los alimentos y til en los procesos de elaboracién de los
licores. Se usa también en infecciones por bacterias y hongos, de igual manera en el cuidado de las
encias y dientes, siendo de uso externo, empleado infusiones de tomillo. Los extractos de tomillo
tienen actividad viral contra el virus del herpes simple tipo uno y tipo dos. Por su actividad
diurética, estd indicado para personas con retencion urinaria, reumatismo, gota y distintos

problemas con la vejiga o rifion. (Inlago, 2014).

Contraindicaciones
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Efectos Secundarios
Resulta no viable el uso del aceite de tomillo por via oral en especial mencion durante la etapa
de embarazo, lactancia, ademas, en infantes menores de seis afios, por otra parte, no se recomienda en
pacientes con insuficiencia renal o cardiaca. Se debe tener precaucion con las esencias, ya que se pueden
presentar alergias. En cuanto a la toxicidad, se establece que estd contraindicado en caso de
hipersensibilidad a algunos de los componentes de los preparados a partir del tomillo. (Cimed, 2002), p.
100.

IDENTIFICACION DE COMPUESTOS QUIMICOS

Al obtener los aceites esenciales, por medio de la técnica de hidrodestilacion, se debe

realizar_una serie de pruebas de identificacion, como, por ejemplo: cromatografia de gases (Head

Space), Cromatografia de capa fina, Espectroscopia del infrarrojo ( IR ), para las cuales se realizd

una revision de los conceptos fundamentales, utilizando como principal referencia articulos

cientificos y el libro Andlisis y control de medicamentos (2005).

Cromatografia de gases

La cromatografia de gases por si sola representa un problema para la identificacion de los
componentes de una muestra ya que el Gnico dato que proporciona es el tiempo de retencién de los
correspondientes picos cromatograficos; de igual forma ocurre con la espectrometria de masas que
puede identificar cualquier sustancia pura, pero no es capaz de identificar los componentes
individuales de una mezcla sin separar previamente sus componentes. Por tal razén se utiliza una
técnica combinada GC-MS que permite tanto la separacién como la identificacion de mezclas
complejas. Esta técnica consiste en inyectar una mezcla de compuestos en el cromatografo de gases
donde se separa en la columna cromatografica obteniendo la elucién sucesiva de los componentes
individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrémetro de masas. Al final cada
componente se registra en forma de pico cromatografico y se identifica por su espectro de masas.
(Gutiérrez & Droguet, 2002).
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La técnica de cromatografia de gases acoplada con la espectrometria de masas es de gran
utilidad para determinar los componentes de los aceites esenciales, asi como la cantidad de los
mismos y de esta forma revisar la calidad de los aceites esenciales (Stashenko & Martinez, 2010).

Cromatografia de gases por método (Head Space)
Se ha desarrollado una técnica directa de extraccién de &cidos grasos volatiles (AGVS),

técnica Head space basada en la volatilizacion de estos_hacia el espacio superior existente entre la

muestra (fase liquida) y la tapa del tubo. Una vez volatilizados, los AGV gue componen la muestra

son retirados e inyectados directamente al cromatdgrafo de gases. La técnica Head space elimina

la necesidad de utilizar solventes para la extraccion, es simple, rapida, sensible, y permite el analisis

de componentes volatiles como los AGV a partir de soluciones 0 mezclas complejas sin la

interferencia de otros compuestos no volatiles. (Boe, 2007).

Cromatografia de capa fina.

Seqgun Salazar (2005), la cromatografia de capa fina es una de las técnicas mas antiguas,

que se desarrolla a partir de la columna de silica_gel, que luego se traslada a la cromatografia sobre

papel. El papel es celuloso, con una funcionalidad limitada, y siempre himedo de agua, con lo que

las separaciones guedan limitadas a compuestos polares de baja masa molecular; el empleo de una

de una capa de gel de silice sobre un soporte rigido como el vidro, y mas tarde con la adicién de

sulfato calcico,_conduce al incremento del empleo de la técnica, para que se puedan ya separar

compuestos de mayor complejidad molecular, y la técnica se populariza. Se sigue_hablado de una

fase estacionaria hidréfila, sobre la que se desplaza una fase mdvil rica en disolventes organicos,

tamponados con sustancias inorganicas u organicas. La utilizacién de esta técnica en el control de

medicamentos ha quedado principalmente como técnica de identificacion y semicuantitativa, salvo

en el estudio de productos naturales, en su mayoria plantas y sus extractos. (p. 165).

Espectroscopia del infrarrojo (IR)

Cuando se obtiene un compuesto de interés de una fuente natural, deben determinarse por

completo sus estructuras, de ahi la importancia de la guimica orgéanica, asi, mientras la

espectroscopia UV-VIS se ha aplicado al anlisis cuantitativo a causa de su importante sensibilidad,

la_espectrometria IR se ha utilizado fundamentalmente en la identificacién de los compuestos

quimicos a causa de su selectividad. Se clasifica segln la region del espectro electromagnético en
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la que se utiliza para hacer la medicion, la cual se extiende de la radiaciéon de menor longitud de

onda hasta la de mayor longitud, estos son: rayos gamma, rayos X, rayos ultravioletas, infrarrojo,

microondas y radiofrecuencias. (Salazar, 2005, p. 131).

La espectrometria de infrarrojo es un tipo de espectrometria de absorcién, que utiliza la

region infrarroja del espectro electromagnético, se basa en la vibracién de los enlaces, y

proporciona evidencia de los grupos funcionales presentes. La frecuencia de la vibracion de la

molécula dependera de la masa atémica y de rigidez del enlace; los &tomos mas pesados vibran de

forma maés lenta que los ligeros, donde los enlaces mas resistentes son mas rigidos, y requieren

mayor esfuerzo para estirar o comprimirse; los enlaces mas fuertes generalmente vibran mas rapido
gue los débiles. (Skoog, 2011, pp. 570-574).

Tabla 10. Frecuencia aproximada donde se encuentra algunos grupos funcionales

Grupo Absorcion Intensidad
Funcional

Alcano (C-H) 2850-2960 Media
Algueno(C=H) 3020-3100 Media
c=C 1640-1680

Alquino (=C-H) 3300 Fuerte
Cc=C 2100-2260 Media
Haluro de 600-800 Fuerte
Alquilo (C-CI)

Alcohol (O-H) 3400-3650 Fuerte
C-0 1050-1150 Fuerte
Amina (N-H) 3300-3500 Media
C-N 1030-1230 Media
Anillo 1660-2000 Débil

<
@
==
>

aromatico 1450-1600




50

Acido 2500-3100 Fuerte
Carboxilico Amplia
Compuesto 1670-1780 Fuerte
Carboxilo

Nitrilo (C=N) 2210-2260 Media
Nitro NO2 1540 Fuerte

Fuente: Elaboracidn propia, con datos tomados de_ Mc Murry (2008).

(IR) infrarrojo

Constituye una de las mejores herramientas para identificar compuestos, tanto organicos

como inorganicos. En el analisis cualitativo la espectroscopia de infrarrojo puede usarse para la

identificacion de sustancias puras o para la absorcién, localizacion e identificacién de impurezas.

Para localizar una impureza en una sustancia, se hace una comparacién en el espectro de las

sustancias que se estudian_y una muestra de la sustancia pura. Las impurezas causan bandas de

absorcién adicionales, que aparecen en el espectro. En el IR también estan encontrando uso cada

vez mayor en el andlisis cuantitativo, el principal campo de aplicacién de este tipo de analisis se

halla en la cuantificacién de contaminantes atmosféricos que provienen de procesos industriales.

Una parte del espectro electromagnético, que se extiende desde 0.8 a 1000 um, que corresponde al

numero de onda comprendidos entre los 12800 y los 10 cm-1, se considera como la region del

infrarrojo, la cual se divide en IR (cercano), IR (Medio) e IR (Lejos). (Skoog, 2011, p. 361).

Tabla 11. Resumen de los instrumentos de caracterizacion quimica
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detectar
compuest
0s

volatiles.

Identifica
compuest
0s

quimicos,
mediante

Cromatografia
de capa fina

una__fase
movil _y
una__fase

estacionar
ia de
silica_gel;
para__ver
estos
compuest
0s se debe
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un
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molecular
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de grupos
funcional
es
presentes
en las

moléculas

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

Cavidad Oral

Para hablar de la cavidad oral, primero se debe describir como esta constituido el tubo

digestivo, el cual estd integrado: por la boca, faringe, eséfago, estbmago, intestino delgado,

intestino grueso, cavidad oral. La cavidad oral se ubica en la primera parte del tubo digestivo,

exactamente en la parte inferior de la cara, entre las fosas nasales y el cuello, es recubierto por una

mucosa cuya estructura esta formada por: epitelio, membrana basal y extracto conectivo. (Martini
y Timmons, 2009, p. 662).

Figura 9. Cavidad Bucal

| Nasofaringe

Faringe— Orofaringe

. Hipofaringe

Tréquea—L

Fuente: West (2012).

[ Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm
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Rinofaringe
Es la Unica porcién puramente aérea de la faringe. Situada por delante del raquis cervical y

por debajo de la base del craneo, tiene una forma aproximadamente hexagonal en el adulto; en el

nifo se reduce a una simple hendidura, cuyo diametro anterosuperior es netamente mayor que el

didmetro vertical. La superficie de la nasofaringe es en promedio de 249,6 a 289,9 mm2. Presenta

seis paredes, las paredes superior y posterior forman un plano éseo continuo; a pared superior,

también denominada boveda o férnix, se encuentra por debajo del esfenoides y esta inclinada abajo

y atrés, formando una curva armoniosa con la pared posterior que se vuelve vertical. Su unién esta

representada por una linea horizontal que pasa por el tubérculo faringeo del occipital. (Suérez,
Nieto y Carcedo, 2008).

Orofaringe
Funcionalmente, es la subdivision faringea mas compleja. Es el requlador del pasaje de aire

y del alimento a través de la faringe. Debe tener la capacidad de limitar el reflujo faringonasal,

propulsar el bolo, facilitar el pasaje de aire y participar de la fonacién. Su limite superior esta dado

por el velo del paladar, a posterior, la columna y los musculos prevertebrales junto con la

confluencia de los constrictores, hacia los laterales, las fosas amigdalinas y por debajo, esta

limitada por un plano imaginario que pasa por el borde superior de la epiglotis (Suarez, Nieto y

Carcedo, 2008).

Laringofaringe
La porcion més baja de la faringe corresponde a hipofaringe o laringofaringe,_que se

extiende desde el borde superior de la epiglotis hasta el borde inferior del cartilago cricoides.

Groseramente descripta, esta region presenta dos recesos laterales y una apertura medial. El hiato

laringeo o aditus laringeo es el orificio de entrada a la via respiratoria. A los laterales se extienden

los senos piriformes, como depresiones en la mucosa, que alojan entre ambos la eminencia laringea;

su eje mayor es vertical oblicuo y adquieren el aspecto de una semiluna de concavidad medial.

Hacia superior finaliza con el replieque faringoepiglético, un desdoblamiento mucoso que se

extiende desde el borde lateral de la epiglotis hasta la pared lateral y separa el seno piriforme a

posterior de la vallécula hacia anterior. (Suarez, Nieto y Carcedo, 2008).
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Faringitis y la amigdalitis

La faringitis es el enrojecimiento, dolor e inflamaciéon de la garganta (faringe). La

amigdalitis es una inflamacién de las amigdalas. Las amigdalas son un par de masas de tejido que

se encuentran a cada lado de la parte trasera de la garganta. Forman parte del sistema inmune, la

parte del cuerpo que lucha contra las infecciones y otras enfermedades. (Alvez Gonzalez y Sanchez,

2016).

Fisiopatologia de la amigdalitis

Los microorganismos penetran en la cavidad oral, se fijan a epitelio tonsilar y lo colonizan,

se fagocitan y procesan por los macréfagos;_la hipertrofia linfoide se produce por infiltrados de
neutrdfilos, se estimula la respuesta inmune celular y humoral, los antigenos vencen a los

anticuerpos, v se produce una intensa inflamacion del tejido linfoide con acumulos de leucocitos,

y en las criptas se producen exudados, el estadio evolutivo se determina por_la inflamacion y

enrojecimiento de las amigdalas vy, claro, el nivel de infeccién (Yildirim, Sahan y Karslioglu,

2008).

Fisiopatologia de la laringitis

Es una inflamacién de la mucosa de las cuerdas vocales y de la laringe que dura menos de

tres semanas, las cuerdas vocales se vuelven edematosas y eritematosas, afectando la vibracién, se

produce inadecuada fonacién, por lo tanto,_provoca ronquera y afonia,_porque la infeccion

comienza en la nasofaringe, se disemina al epitelio respiratorio de laringe y traguea, ocasiona

inflamacién difusa, enfisema, edema en las paredes tragueales, y deteriora la movilidad de las

cuerdas._(Fuentes, Pefia y Vinet, 2014).

Etiologia y epidemiologia de la faringoamigdalitis

La etiologia de la faringoamigdalitis se relaciona con la edad. Entre los nifios menores de

tres afios, los patégenos mas habituales son los virus. Practicamente, todos los virus que afectan al

aparato respiratorio pueden producir amigdalitis. Los mas frecuentes son: adenovirus, virus de

Epstein-Barr, virus coxsackie, rinovirus, coronavirus y virus influenza y parainfluenza. Entre los 5

y 10 afos, los gérmenes mas frecuentes son las bacterias, y en especial el estreptococo

betahemolitico del grupo A (Streptococcus pyogenes 0 SBHGA). Este puede llegar a constituir el

40% de todos los casos de faringoamigdalitis en las consultas de pediatria. Otras bacterias menos

frecuentes que se encuentran_son: estreptococos de los grupos C y D, Neisseria gonorrhoeae,
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Mycoplasma pneumoniae, C. pneumoniae, estafilococos, bacterias anaerobias. También se ha

comunicado la presencia de bacterias mucho mas raras, como Actinomyces. (Sanchez y Alvarez,

2010).

Manifestaciones clinicas

La faringitis es causada por la inflamacién de la mucosa que reviste la faringe, y suele ser

repentina. Esta puede ser de origen viral, la cual es la mas frecuente, asociada a gripe;_también

puede ser de origen bacteriano (principalmente por Streptococcus pyogenes y Haemophilus

influenzae), alérgico, por una accién directa de alérgenos o por goteo nasal en rinitis alérgica,

irritativo, porque_puede ser provocada por la sequedad ambiental, frio o inhalacién de
contaminantes como humo, polvo, entre otros. (Montequi, 2006).

La laringitis es la inflamacién de la membrana mucosa de la laringe, la cual afecta a las

cuerdas vocales, provocando disfonia o afonia, y puede acompafiarse de tos perruna, sobre todo en

pacientes pediatricos. Suele deberse a un uso inadecuado de la voz, a la exposicién a alérgenos e

irritantes, a enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE), a la presencia de infeccion, nédulos

0 polipos, especialmente en fumadores, 0 presentarse como un efecto secundario de corticoides

inhalados.

La amigdalitis, es una inflacién de las amigdalas, afecta a las amigdalas palatinas y se

extiende al resto de la faringe. Tiene mayor prevalencia durante la edad escolar. Pueden ser viricas

0 asociadas generalmente a un cuadro catarral que no suele provocar fiebre, como mucha febricula,

0 bacterianas; la causa mas frecuente son los estreptococos, que suelen provocar fiebre de hasta 39
°C 0 més. (Medina, 2005).
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Figura 10. Laringitis de la Cavidad Oral

Con formato: Ninguno, Fuente: Negrita, Espafiol (Costa
Rica), Revisar la ortografia y la gramatica

Fuente: Bailey (2006).

Figura 11. Amigdalitis de la Cavidad Oral

Con formato: Ninguno, Fuente: Negrita, Espafiol (Costa
Rica), Revisar la ortografia y la gramatica

Fuente: Bailey (2006).

Diagndstico amigdalitis

La amigdalitis se caracteriza por fiebre, odinofagia y malestar general. Los hallazgos

clinicos son poco especificos en cuanto a la etiologia de la enfermedad. Clasicamente, se han

descrito dos grandes grupos de amigdalitis, las bacterianas y las viricas, donde se producen

exudados. (Camper y Canter, 2011).
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Tratamiento farmacoldgico

Los tratamientos de sostén incluyen la analgesia, la hidratacion y el reposo. Analgésicos

sistémicos o tépicos, los AINE son analgésicos sistémicos eficaces. Algunos médicos también dan

una dosis Unica de un corticosteroide (dexametasona 10 mg IM), que puede ayudar a acortar la

duracion de los sintomas, sin afectar las tasas de recidiva o los efectos adversos. Los analgésicos

topicos estan disponibles como aerosoles, sus ingredientes incluyen benzocaina, fenol, lidocaina y

otras sustancias. Estos analgésicos tdpicos pueden reducir el dolor, pero deben utilizarse con

frecuencia, y suelen afectar el sentido del gusto. La benzocaina utilizada para la faringitis rara vez

ha causado metahemoglobinemia. Para amigdalitis causada por bacterias, como en el

caso de la faringitis, la antibioterapia es a base de penicilina G benzatina intramuscular, penicilina.

(Guerra, 2010).

Para la realizacion de esta tesis, se ha escogido al Streptococcus Pyogenes. La seleccion de
este microorganismo se ha basado en la importancia que este tiene en la produccién de algunas

enfermedades comunes en la poblacién como: amigdalitis y la faringoamigdalitis.

Streptococcus pyogenes
Antecedentes y caracteristicas generales

El estreptococo beta hemolitico del grupo A es conocido también como Streptococcus
pyogenes, y “es uno de los patdgenos bacterianos de mayor importancia en el ser humano.” Es un
coco gram positivo, anaerobio facultativo, crece en pares o en cadenas en medio liquido, inmdviles,
capsulados, requieren medio nutricionalmente rico y una baja tension de oxigeno para crecer, son
catalasa negativa y sensibles a la bacitracina. El rango de temperatura de su crecimiento varia entre
25 a 45 °C, siendo 37 °C la temperatura éptima. EI S. Pyogenes es parte de la flora normal de la
cavidad bucal, este es el causante del 15 al 30%, de las faringoamigdalitis bacterianas, otras
bacterias que pueden producir faringitis son: estreptococos B—-hemoliticos grupo C y G, anaerobios,
Corynebacterium diphteriae, Neisseria gonorrhoeae. (Afianca, 2010).

La faringoamigdalitis ocurre principalmente en nifios y adolescentes de edad escolar (5-15
afios), con una gran incidencia en los primeros afios escolares. Es importante recalcar que todas las
edades son susceptibles a esta enfermedad, y no existe ningun tipo de predileccion por el sexo. La
incidencia de esta es mayor en climas templados y frios, debido al contacto cercano entre las
personas. La transmision del agente causante, S. pyogenes, es mayor durante la fase aguda (3-5
dias) sin tratamiento, y disminuye durante la etapa de colonizacion. Durante la fase aguda de la
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faringoamigdalitis, el S. pyogenes se encuentra en grandes cantidades en la nariz y garganta, y si

no existe un tratamiento adecuado, este microorganismo persiste durante algunas semanas, pese a

que desaparecen los sintomas y signos en pocos dias. (Savio, 2010).

Tabla 12. Determinante de patogenicidad de S Pyogenes

Determinante patogenicidad

Mucopeptido (peptidoglicano)

Proteina M
Factor de opacificacion del suero (Fo)

Capsula mucoide

Peptidasa
Proteina F

Enzimas
DNAasas A, B,CyD
Hialuronidasa
Estreptoquinasa
Proteinasa, Amilasa y Esterasa
Productos extracelulares (toxinas)
Hemolisinas O
Hemolisina S
Exotoxina (SPE)

Propiedades

Activacion complemento, antigénico,

aumenta patogenicidad
Aumenta virulencia SGA, anti fagocitica
Antigénicos
Dificulta fagocitosis, envuelve
microrganismo
Inhibe quimiotaxis
Aumenta adherencia SGA
Propiedades
Antigénicos, degradan DNA
Degrada el cido hialuronico
Disolucién coagulo
Antigénicos
Propiedades
Antigénica
No antigénica, dafia membrana leucocitos
RASH (fiebre escarlatina), pirogenicidad,

citotoxicidad

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

. 5
"ot

Figura 12. S. Pyogenes
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Fuente: Marin (2013).

Formulacion

Principio activo

Sustancia pura, principal responsable de las acciones y efectos farmacol4gicos que posee la
droga y, por tanto, de su uso terapéutico, que puede servir para la elaboracion de medicamentos.
Es el componente responsable de la actividad del medicamento, y es el que alcanza el lugar diana,
es decir, donde tiene que hacer su accion. Es toda materia de origen humano, animal, vegetal
quimico o de otro tipo, a la que se le atribuye una actividad apropiada para constituir un
medicamento. Un mismo medicamento puede contener uno o varios principios activos. Es la

sustancia que actlia por si misma en el organismo. (Garcia et al., 2010).
Excipientes

Segln la farmacopea de los Estados Unidos de América (USP), los excipientes son como
cualquier componente que se agrega intencionalmente a la formulacion de una forma farmacéutica,
el cual es diferente del principio activo. La comisién internacional de los excipientes los define
como sustancias aparte del principio activo, que se encuentran en una forma de dosificacion las
cuales ya han sido evaluadas de forma apropiada con respecto a la seguridad y que son incluidos
en un sistema de suministro de fArmacos para ayudar en su procesamiento, con la finalidad de

proteger, apoyar y mejorar la estabilidad, biodisponibilidad o aceptabilidad por el paciente.
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(Villafuerte, 2011).

Estabilidad del principio activo

Vargas, 2013 recomienda que los productos farmacéuticos comerciales, cuenten con un
periodo establecido de caducidad de 3 afios como tentativo, donde la potencia de ellos no debe
bajar del 95% en las condiciones de conservacion recomendadas y el producto debe representar el
mismo aspecto y con el mismo accionar que el dia de fabricacién, un farmaco puede degradarse
por condiciones de hidrdlisis, oxidacion, solvolisis, fotolisis, por lo que el principio activo debe
someterse a condiciones de tencion las cuales son utilizadas para valorar la estabilidad en la fase

de la preformulacion.

Compatibilidad principio activo — excipiente

Un preparado farmacéutico que pretenda ser estable y eficaz, siempre va a depender que se
lleve a cabo una cuidadosa seleccion de cada uno de los excipientes por utilizar para de esta forma
facilitar la administracion, conseguir una liberacién y una biodisponibilidad mantenidas en el
tiempo, asi como proteger el farmaco de posibles panoramas que causen degradacion. De la misma
forma en analisis de compatibilidad, se puede recurrir a analisis térmico para investigar y predecir
las interacciones fisicoquimicas entre los componentes de un preparado, y de esta forma seleccionar
los excipientes adecuados y compatibles quimicamente para evitar todo tipo de interaccion.
(Vargas, 2013).

Preformulacion

Es la investigacion de las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de un principio
activo, solo o cuando se combina con excipientes, para de esta manera, generar informacion util
para la formulacion en el desarrollo de una forma farmacéutica. Las actividades de preformulacion
van desde la identificacion de los nuevos agentes activos descubiertos, hasta la caracterizacion de

las propiedades fisicas necesarias para el disefio de las formas farmacéuticas. (Ryman, 2015).

Desarrollo de Formulacion
Segun escribano et al (2015) las formulaciones son los estudios requeridos para que la

combinacion entre el principio activo, los excipientes y el envase, resulten en un producto con las
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caracteristicas fisicas y quimicas requeridas, también se debe realizar un resumen describiendo el
desarrollo de la formulacion, incluyendo la identificacion de los atributos criticos de calidad del
principio activo en el producto, dicho autor menciona que otra cosa que se debe de tener en
consideracion es el uso y la via de administracion. Por consiguiente, el desarrollo de la formulacién
suministra la informacion bésica sobre el principio activo, la formula y el impacto de los

excipientes sobre el producto.

Enjuague bucal

Los enjuagues bucales o colutorios son soluciones que se emplean después del cepillado
con el fin de eliminar gérmenes y bacterias. Existen diferentes enjuagues, cuyo efecto varia en
funcién de su composicion. Asi, podemos encontrar colutorios ricos en fldor, para la prevencion
de la caries, especialmente eficaz durante la calcificacion del diente. Otros enjuagues estan
especificamente indicados para combatir y eliminar la placa bacteriana y la halitosis. Hay que
destacar que la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, Food and
Drug Administration), ha clasificado los enjuagues bucales como de tipo cosmético, terapéutico o
la combinacién de ambos y admite que algunos productos no hacen nada para detener o disminuir
el proceso de la enfermedad Carlos, G (2006).

Reglamento técnico centroamericano

Son los respectivos Comités Técnicos de Normalizacion a través de los entes de
normalizacion de los paises centroamericanos, son los organismos encargados de realizar el estudio
o la adopcion de las normas. Donde se encargan de definir la calidad, las caracteristicas
organolépticas, especificaciones, estabilidad durante el tiempo de uso, forma farmacéutica,
medicamento, y muestra de retencién. También se encargan de realizar una evaluacion técnica
mediante el etiquetado y pruebas especificas.

Este trabajo de investigacion se realiz6 conforme al reglamento del RTCA sobre las

soluciones farmacéuticas.

Tabla 13. Pruebas Soluciones, Suspensiones y Emulsiones segun RTCA
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Soluciones, Suspensiones y Emulsiones

® Caracteristicas Organolépticas

® Volumen de entrega

[ H

® Densidad

® Identificacion general o especifica
® Contenido alcohdlico
[ )

:

Recuento microbiano

(Reglamento Técnico Centroamericano, 2013)

Pruebas de calidad de medicamentos para mucosas

Los atributos de calidad de las formas farmacéuticas para mucosas deben reflejar requisitos

aceptables para los productos que se hallan en el mercado. Existen una serie de pruebas que se les

debe realizar de manera general a todas las formas farmacéuticas destinadas para administracion

de mucosas Yy estas son: definicion, identificacion, valoracion e impurezas tanto orgénicas como

inorgénicas. (USP capitulos generales, 2019).

Tabla 14. Medicamentos administrados por la via orofaringea (pruebas especificas)

Forma farmacéutica

Pruebas especificas del
producto

Parches bucales

Ver capitulo 3 para requisitos de
prueba comunes para parches

Peliculas En la actualidad no existen
pruebas especificas (pueden
aplicarse requisitos adicionales
de las monografias)
Geles (753)
Gomas En la actualidad no existen

pruebas especificas (pueden
aplicarse requisitos adicionales

de las monografias)




29

Tableta de disolucion bucal En la actualidad no existen
pruebas especificas (pueden
aplicarse requisitos adicionales

de las monografias)

Ungtientos (755)

Soluciones En la actualidad no existen
pruebas especificas (pueden
aplicarse requisitos adicionales

de las monografias)

Esprais (5)

Tabletas (5)

Fuente: Elaboracion propia, tomado de la USP capitulos generales (2019).

Control microbiol4gico

Presencia y analisis de microorganismos en productos farmacéuticos y cosméticos.

La contaminacion microbiana de los productos farmacéuticos y cosméticos ha sido extensamente
estudiada. Las preparaciones farmacéuticas y los cosméticos pueden contaminarse con hongos
filamentosos, levaduras y bacterias. Las materias primas naturales, el equipo, el agua, el aire, y el
material de empaque pueden ser fuentes de contaminacion de dichos productos. Donde la presencia
de microorganismos puede alterar la calidad, eficacia y seguridad del producto. Por esta razén, el
producto debe llegar al consumidor con un contenido bajo o nulo de microorganismos. Por
consiguiente, se deben realizar tres procedimientos: control microbiol6gico de las materias primas,
donde hay que prestarle atencion al agua, buena higiene en la fabricacion y envasado, y utilizacién

de conservantes. (Elsevier, 2008).

Hay que destacar que los conservantes antimicrobianos son sustancias afiadidas a los productos

farmacéuticos y cosméticos, para evitar el desarrollo microbiano o de microorganismos que se
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introducen sin ser advertidos durante el proceso de fabricacion o después de este, ya que dichos
productos son una fuente excelente de nutrientes para bacterias, hongos y levaduras. Por lo tanto,
es dificil, encontrar el tipo de conservante, que satisfaga todo criterio de conservacion y seguridad
toxicolégica. Es importante considerar que los conservantes antimicrobianos no deben emplearse
en lugar de las buenas practicas de manufactura o simplemente para disminuir la poblacion
microbiana. (USP-36, Pruebas microbioldgicas. Prueba de eficacia antimicrobiana, 2013)

Microorganismo de prueba.

Tabla 15. Caracteristicas de los microorganismos de prueba. Prueba de eficacia
antimicrobiana USP-36
Microorganismo caracteristicas
Streptococcus Pyogenes e Bacilo gram positivo
e Anaerobio facultativo
Fuente: Elaboracién propia, tomado de USP 31 (2013).

Prueba de eficacia antimicrobiana.

El principio fundamental del andlisis de los conservantes consiste en inocular envases
separados del producto con concentraciones conocida (1x105 y 1x106 ufc/mL de producto) de los
microorganismos de prueba, a continuacién, tomar muestras de cada envase en intervalos de tiempo
determinados de acuerdo con la categoria del producto y determinar la proporcion del inéculo que
sobrevive, mediante el recuento en placa. Empleando las concentraciones calculadas de ufc/mL
presentes al inicio de la prueba, se calcula el cambio en valores en log10 de la concentracion de
ufc/ml en los intervalos de prueba correspondientes y se expresan los cambios en términos de
reduccion logaritmica, los cuales son comparados con los criterios para microorganismos

evaluados (USP-36, Pruebas microbioldgicas. Prueba de eficacia antimicrobiana, 2013).

Tabla 16. Categoria de productos farmacopeicos

Categoria Producto farmacéutico
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1 Inyectables, parenterales incluyendo emulsiones, productos

6ticos, productos nasales estériles y productos oftalmicos

2 Productos empleados de manera topica preparados con bases o
vehiculos acuosos, productos nasales no estériles y emulsiones,

incluyendo aquellos que se aplican a membranas mucosas

3 Productos orales a excepcion de antidcidos, preparados con bases

o vehiculos acuosos.

4 Antiécidos preparados con una base acuosa

Fuente: Elaboracién propia, tomado de USP- 36, Pruebas Microbioldgicas <51> (2013).

Tabla 17. Criterios para microorganismos evaluados. Pruebas de eficacia antimicrobiana

(USP)

En producto de la categoria 1
A los 7 dias una reduccion logaritmica de no menos de 1,0
desde el recuento calculado en el inicio; a los 14 dias, una

Bacterias: reduccion logaritmica de no menos de 3,0 del recuento
inicial; y a los 28 dias ningun incremento del recuento de los
14 dias.
Levadurasy
Hongos Ningln incremento a los 7,14 y 28 dias respecto al recuento
filamentosos: inicial.

En producto de la categoria 2

A los 14 dias, una reduccion logaritmica de no menos de 2,0
Bacterias: desde el recuento calculado en el inicio; y a los 28 dias
ningun incremento del recuento de los 14 dias.
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Levaduras y
Hongos Ningun incremento a los 7,14 y 28 dias respecto al recuento
filamentosos: inicial.

En producto de la categoria 3

A los 14 dias, una reduccién logaritmica de no menos de 1,0
Bacterias: desde el recuento calculado en el inicio; y a los 28 dias
ningun incremento del recuento de los 14 dias

Levadurasy
Hongos Ningun incremento a los 14 y 28 dias respecto del recuento
filamentosos: inicial
En producto de la categoria 4
Levadurasy
Hongos Ningun incremento a los 14 y 28 dias respecto del recuento
filamentosos: inicial

Fuente: Elaboracién propia, tomado de UPS-36. Pruebas microbiolégicas
<51>prueba de eficacia antimicrobiana 2013)

MICROBIOLOGIA PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos. La
diversidad metabolica de estos es tan grande, que la variedad de medios de cultivo es enorme, no
existiendo un medio de cultivo universal adecuado para todos ellos, ni siquiera refiriéndonos a las
bacterias con exclusividad. (Bonifaz, 2015, p. 1000).

Para permitir el crecimiento de microorganismos en el laboratorio, es necesario aportarles

un medio con nutrientes y condiciones fisicoquimicas adecuadas para su desarrollo.

Con formato: Sangria: Izquierda: 0 cm, Primera linea: 0
cm
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El medio de cultivo es aquel que contiene agua y una serie de nutrientes, necesarios para su
metabolismo. Normalmente, se utilizan placas de Petri con agar mas nutrientes especificos (segln
el microorganismo que se desea aislar), aunque también existen medios de cultivo en tubo.
(Bonifaz, 2015, p.1000).

En placa de Petri anterior, se determin6 un medio de cultivo en tubo, y sobre la placa de
agar se pudo apreciar crecimiento microbiano (&reas de color rosa intenso). En la placa, las zonas
de crecimiento aisladas son masas de células que han crecido a partir de una célula original y se
denominan colonias. No todos los microorganismos son cultivables en el laboratorio, pero si una
enorme cantidad de ellos. Podria hablarse de cultivos bacteriol6gicos, porque en la mayoria de los
casos las que se cultivan en el laboratorio clinico son bacterias, pero también lo pueden hacer otro
tipo de microorganismos, como es el caso de los hongos. Debido a esto, es mejor hablar de cultivo
de microorganismos. La gran diversidad metabdlica, que tiene este conjunto de organismos, explica
la amplia gama de medios de cultivo que existen en el mercado. (Brum, 2010).

Medios de cultivo utilizados habitualmente en un laboratorio de microbiologia, segin
Barrero (2015) existen diferentes tipos de medios de cultivos pero para este TFG solo se utilizé el
medio de agar sangre, el cual permite el crecimiento de la mayoria de las bacterias con importancia
clinica, estd compuesto por un medio base rico en nutrientes mas un suplemento de sangre
desfibrilada animal en una proporcién del 5-10 %. Es un medio diferencial porque permite
comprobar si las bacterias son hemoliticas, es decir, si tienen capacidad para romper los glébulos
rojos presentes en el medio donde existen tres tipos de hemolisis, betahemolisis, alfahemolisis, y
gammahemolisis.

Figura 13. Agar sangre
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CAPITULO I1l: MARCO METODOLOGICO

ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

La investigacion es de caracter cuantitativo, segiin Hernandez, Fernandez y Baptista
(2014). Este es secuencial y probatorio; cada etapa procede a la siguiente, y no se puede
“saltarbrinear” 0 eludir pasos; se intenta probar una hip6tesis con base en el andlisis de resultados
obtenidos (con frecuencia utilizando métodos estadisticos), y se establece una serie de conclusiones
respecto de la hipétesis planteada. (p. 4).

La razon de esto es porque se pretende realizar una extraccion del aceite esencial de

Thymus Vulgaristemite; mediante la técnica de hidrodestilacion, por medio de la técnica de

cromatografia de gases se pretende determinar cualitativamente los componentes de la droga
vegetal y mediante el uso de excipientes se pretende desarrollar 3 formulaciones que posean efecto

antibacteriano.

,//{ Con formato: Fuente: Cursiva




TIPO DE INVESTIGACION

VARIABLES DE LA INVESTIGACION
Tabla 11. Tabla de Variables
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Objetivos

Variables

Definicién

Conceptual

Indicadores

Instrumento

Extraer el aceite esencial
de tomillo, mediante la
técnica de

hidrodestilacion

Aceite esencial.

Son las fracciones liquidas volatiles,

generalmente destilables por

hidrodestilacidnarrastre-con-vaper-de

agua; que contienen las sustancias

responsables del aroma de las plantas.

(Cruz, 2012)

% porcentaje de
rendimiento del aceite

esencial.

Hidrodestilacion.

<

[Tabla con formato




4

Determinar las
caracteristicas quimicas
del aceite esencial de
tomillo mediante el uso
de UV visible,
cromatografia de capa
fina, y de gases, con el fin
de obtener una
cuantificacion relativa de

aceite esencial de tomillo.

Caracteristicas

quimicas.

Es una cualidad o rasgo distintivo que
describe a una persona o0 a algo, sea un
objeto, un conjunto de objetos, un
lugar o una situacion, y lo destaca
sobre un conjunto de semejantes.
(Fernandez, 2010).

Identificar compuestos

quimicos de la droga
vegetalPercentajes-en
| .
. |
compuestos:

Cromatografia fina y de

gases.
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Proponer 3 formulaciones
con base en excipientes

gue garanticen la calidad

del producto, las
propiedades
organolépticas,
fisicoquimicas y la
eficacia antibacteriana de

estos.

Son aquellas
Sustancias inactivas que se mezcla con

Excipientes los medicamentos para darles consisten
Propiedades cia, forma, sabor u otras cualidades y a
organelépticas. | si facilitar su administracion.Sen-tedas

(Garbayo, 2002).

Visualizacion
homogénea de la

formulacion.

Handbook.de excipientes

Fuente: (Elaboracion propia, 2020)
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Método de anélisis

Consiste en la ejecucion y observacion de los procedimientos y técnicas realizadas en el
laboratorio de la Universidad Internacional de las América, en una industria nacional y en el
laboratorio de Microlabs, donde, a través las técnicas y conocimientos de métodos quimicos se
aplica, mediante la extraccion e identificacion de las sustancias en analisis, la preparacion de la
férmula fitofarmacéutica, ademas del analisis microbiol6gico para demostrar el posible efecto

antibacteriano, y lograr cumplir los objetivos de estudio.

Instrumentos y técnicas de recoleccién
En este apartado se describen las técnicas y los instrumentos necesarios para el desarrollo

de la investigacion, que se separan mediante fases.

Fase I. Adquisicion de la materia vegetal

Esta fue obtenida en la empresa de Hierbas Aromaticas Mynis Costa Rica, con las
especificaciones necesarias de pureza del material; se excluyeron cualquier otro tipo de planta y
las partes que fueran distintas de las hojas de tomillo.

Fase 11. Extraccion del aceite esencial
Esto se realiz6 mediante la técnica de hidrodestilacion, y se procedi6 a describir el equipo
utilizado y el método empleado para el desarrollo experimental del presente trabajo de

investigacion.

Método por hidrodestilacion
Material y equipo

e Tomillo fresco 100 gramos.

e Soportes.

e Prensas.

e Mangueras.

e Calentador eléctrico.
e Balon 1L.

e Condensador.

e Beaker 500 ml.
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e Pastilla de agitacion.

e Balanza electronica digital.
e Agua destilada.

e Pizeta.

e Termdmetro.

e Alargadera.

e Erlenmeyer.

e Soporte.

e Espatula.

e Embudo separador.

e Kitasato.

Procedimiento del método de hidrodestilacion

Se pes6 en una balanza granataria el material vegetal, aproximadamente 100 gramos de
tomillo; en un beaker de 500 ml se colocé en un balén de fondo plano de 1L seguido de la adicion
de 500 ml de agua destilada medidos en una probeta de 500ml. Se procedié a colocar el equipo de
destilacion, se ensamblé el baldn y se asegurd que las mangueras de entrada y salida estuvieran
donde correspondian; posterior a eso, se reviso que las prensas aseguraran bien.

Se gradud la temperatura a 400 °C y a 100 revoluciones por minuto, llevandolo a una
temperatura de ebullicion a entre-100-y 90 °C; debido que, a esta temperatura, se observo la primera
destilacion; posterior a eso, se bajé la temperatura a 300 °C y se procedio a que continuara por un
tiempo de tres horas. Se recogi6 el destilado (hidrolato) en un beaker de 300ml; al trascurrir el

tiempo se apago el equipo.
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Figura 14. Proceso de Hidrodestilacion

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)
Figura 15. Recoleccion del Hidrolato

Fuente: (Elaboracion propia,2021)



46

Concentracion y recoleccion del aceite esencial
Se coloco el embudo separador en la base; al destilado se le realizaron tres lavados con
cloroformo; para esto se colocaron aproximadamente 235 ml del destilado en el embudo separador

de 250ml con 15 ml de cloroformo, la razén de usar cloroformo fue porque presenta un bajo punto

de ebullicion de tan solo 61°C.- Se agito el contenido y se dejé reposar por diez minutos, hasta

observar cémo se separa el agua del cloroformo por diferencia de densidades; la fase organica se
sita en la parte inferior. Se recogio el cloroformo con el aceite esencial, ya que el aceite es miscible
con la sustancia orgénica, y se vertié en un embudo que contenia algodén con un gramo de sulfato
de sodio, con el objetivo de retirar agua residual en la muestra para ser concentrada en un rotavapor,
con el agua a 61 °C de temperatura (punto de ebullicién del cloroformo) hasta que todo el
cloroformo fue separado, para esto se procedid a oler el extracto y verificar asi gue no contenia

restos de cloroformo.- Posterior a esto, se observo un residuo oleoso y de color caracteristico del

aceite. Se recogi6é la muestra del aceite esencial en viales de 15 ml; posteriormente pesado, se

procede a calcular el porcentaje de rendimiento.

Figura 16. Separacion de fases
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Figura 17. Obtencion del aceite esencial mediante el rotavapor

7

3 0

Fuente: (Elaboracion propia,2021)

Figura 17. Apariencia del extracto de esencial del aceite

)

Fuente: (Elaboracion Propia,2021)

Fase I11. Pruebas de identificacion de compuestos

Son necesarios para determinar la presencia de grupos quimicos con posible actividad
antibacteriana en el aceite esencial. Esto se realiz6 mediante cromatografia de gases_acoplado a
masas, cromatografia de capa fina, y espectroscopia infrarroja (IR).—y—espectrefotometria—V
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Cromatografia de gases (Head Space)

Se hicieron correr muestras del extracto de aceite esencial de tomillo vs. el estandar de
aceite esencial de tomillo;_dicho estdndar fue donado-facititade por un laboratorio nacional;_se
utilizo ta-industria—Zepolpor—el cromatograma de gases en las condiciones especificadas en la

siguiente tabla.

Tabla 19. Cromatografia Head Space

Horno de muestra 120°C
Temperatura de la linea de 150 °C
muestreo

Temperatura de la linea de 160 °C
transferencia

Nivel de agitacion 5

Tiempo de equilibrio 1 minutos
Tiempo de presurizacion 0,5 minutos
Tiempo de presurizacion y 60,1 minutos
equilibro

Tiempo de carga 0,5 minutos
Tiempo de carga y equilibrio 0,1 minutos
Tiempo de inyeccion 0,8 min
Tiempo de descarga de la aguja 0 minutos
Tiempo del ciclo del GC 25 minutos

Fuente: (Elaboracion propia,2021)
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Figura 18. Viales de aceite esencial de tomillo y patrdn del aceite

Fuente: (Elaboracion propia,2021)
Figura 19. Cromatografia de gases Head Space

Fuente: Elaboracion propia.
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Cromatografia de capa fina
Se analizaron comparativamente las muestras obtenidas; se utiliz6 como fase estacionaria
silica gel por ser polar, considerando que el extracto esté compuesto por sustancias-re polares, las

cuales se adhieren facil a esta fase.

Para la preparacion de la solucidn se usé como referencia un articulo cientifico de Plant

Drug Analysis, en el cual se indica cuales son las fases moviles a utilizar y en qué proporcién, para

identificar el timol y el carvacrol de la droga Thymus vulgaris. Para esto se utiliz6_un beaker de 2L,

y se le adiciond la fase mévil, que consistié_en acetato de etilo y tolueno en relacién de 93:7, y se

revelé con vainilla sulfurico.

Se aplic6_una gota del extracto y otra gota del estandar de tomillo, un centimetro arriba de

la fase movil, tolueno-acetato de etilo en relacion (93:7) los cuales se taparon con vidrio de reloj.
Se hicieron correr muestras del extracto de aceite esencial de tomillo vs. el patrdn de aceite esencial
de tomillo; se dejé que la fase movil se desplazara ascendentemente por capilaridad 13 cm antes
del borde superior de la placa. Se retiraron y se dejaron secar al aire las placas. Por &ktimeultimo,
se reveld con vainilla -sulfarico, logrando observar la separaciéseparacionn de sustancias mediante
gluy,

Tabla 20. Condiciones cromatograficas capa finapara-marcader,

Marcador Fuente de Fase movil Fase Revelador | Deteccion
informacion estacionaria
Thymi herba Plant Drug Tolueno: Acetato de Silica gel Vainillina 366nm
Analysis Etilo 93:7 sulfdrico

Fuente: Elaboracidn propia

{Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm

{Con formato: Color de fuente: Automatico
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Materiales equipo y reactivos utilizados

. Beaker 2000ml.

. Placas de silica gel.

o Tolueno.

. Acetato de etilo.

. Vainilla- &cido sulfarico.
. TLC.

Figura 21. Fase Movil

Fuente: (Elaboracion propia,2021)
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Espectroscopia IR

Se utilizo-un-espectrofotémetro-infrarrojo-Cary-630-FFR;-se-coloco la muestra liquida de

los aceites entre una placa transparente a la radiacion infrarroja.

e Utilizar el equipo de Espectroscopia infrarroja de la marca Agilent Cary 360.

e Acondicionar el sistema.

e Ingresar al Software y programar.

e Para el anélisis colocar una gota de forma directa en el equipo, de la muestra.

e Limpiar el equipo una vez que se obtenga el IR, y proceder a colocar otra muestra para

analizar y asi sucesivamente.

e Procesar los resultados obtenidos.

Espectrofo

Figura 22. tometro infrarrojo

Espectofotometro YR
Marca: Agilent
ies

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)
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“~ | Con formato: Sangria: Izquierda: 0 cm, Primera linea: 0
cm
* | Con formato: Justificado, Sangria: Izquierda: 0 cm,

Primera linea: 0 cm

Fase 1V. Pruebas Microbiolégicas

En este caso, se efectuaron pruebas del microorganismo de estudio en el laboratorio
microbiol6gico Microlabs, situado a 125 metros sur de la escuela Pilar Jiménez, en Guadalupe._El
cual consistié en medir los halos de inhibicién de las disoluciones a distintas concentraciones de

los colutorios A,B y C.
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Materiales, equipo y reactivos utilizados en la prueba microbioldgica
Medio de cultivo de la cepa de Streptococcus Pyogenes.
321 placas Mueller Hinton.
Hisopos.
Micropipeta 10-100ul.
Diluciones de los colutorios piloto laceite-esencial-de-tomille-al 100%, 75%, 50%, 25%.

Tubos de ensayo.

Céamara de flujo laminar.

Incubadora.

Regla.

.
Procedimiento de la prueba microbiol6gica

Se realizaron las diluciones de_los colutorios A, B y Claceite-esencial-de-tomitHo al 100%,

75%, 50% y 25% utilizando como diluyente etanol_para el colutorio A, ; -los cuales se colocaron

en frascos ambar._Para los colutorios B y C se realizaron diluciones con diluyente agua. En la placa

de Mraueller Hhinton se realiz6 un pequefio hoyo, y se procedié a inocular con un hisopo toda la
placa con el medio de cultivo que contenia el microorganismo. Con la micropipeta se recogio una
muestra aproximadamente de 5ul de cada una de las concentraciones, y se procedi6 a colocarlas
en cada uno de los hoyos. Se sell6 la placa y se coloco en la incubadora por un periodo aproximado
de 48h. Con una regla, se midieron los halos formados de inhibicién._Cabe destacar gue la cepa

proviene del banco mundial de cepas y genes (ATCC) Streptococcus Pyogenes R 4607000.
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Figura 23. Diluciones de_los colutorios-aceite-esencial-de-temille sobre la cepa de S.
Pyogenes

UL

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

Fase V. Formulacién del producto

Es la Gltima fase experimental de la investigacion, donde se procedi6 a elaborar 3 un
colutorios antibacteriales para esto se tomoé en cuenta el RTCA, la USP especificamente capitulos




generales y se verifico en la AEMPS.

Material y equipo utilizado para la preparacion del colutorio A antibacteriano
Balanza electronica digital.
Beakers.

Probeta 25 y 100MI.
Agitador de vidrio.
Espatula.

Acido bérico.

Tymol.

Eucalipto.

Salicilato de metilo.
Aceite esencial de tomillo.
Aceite de cocoMentek
Alcohol etilico 95%.
Agua tridestilada.

Figura 24. Equipo empleado para la elaboracion del colutorio antibacteriano

= - =,

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)
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formulacion At

o—Tymol-0-1g
S Sweniote DEg
o—Mentel-0-1g
Agua destilada
Tabla 21. Formulacion para 100g del colutorio A al 0,1%
Excipientes Porcentaje en gramos Usos
Acido bérico 1.00g Conservante antimicrobiano
Eucalipto 0.59 frescura
Salicilato de metilo 0.1g Frescura
Aceite esencial de Thymus 0.1g Agente antibacteriano
Vulgaris
Alcohol etilico 409 Disolvente
Aceite de coco 0,209 Emulsificante
Agua 57.679 Diluyente

. (Elaboracién propia, 2021)

Procedimiento

e Disolver el 4cido borico en el 60% del agua, y los demés ingredientes en el 40% del
alcohol.

e Verter la solucion acuosa en la solucidn alcohdlica,

o Dejar reposar la mezcla con agitacion ocasional durante cuarenta y ocho horas

o Filtrar el resto del alcohol y el agua

e Afiadir un colorante al gusto.

. . . i Bref acién.

{Con formato: Color de fuente: Rojo
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formulacion 2B

Tabla 22. Formulacién para 100g de colutorio B al 0,2%

EXxcipientes Cantidad administrada Usos
Propilenglicol 12¢ Disolvente oconservante
Glicerina 12q Disolvente
Metilparabeno 01g Agente antimicrobiano
Propilparabeno 01g Agente antimicrobiano
Lauril sulfato de sodio 0,2g Emulsificante
Sacarina sédica 0.06g Agente edulcorante
Citrato de sodio 0.08g Agente alcalinizante
Agua 7549 Diluyente
Aceite esencial de Thymus 0,29 Agente antibacteriano
Vulgaris

(Elaboracién propia, 2021)
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Procedimiento

1) Pesar cada una de las materias primas liquidas como las sélidas.

2) Adicionar los solventes, preservantes y excipientes.

3) Adicionar cosolventes para mejorar solubilidad del aceite esencial.

4) Adicionar el aceite esencial seguido del solubilizante seleccionado para la incorporacién de
este.

5) Adicionar correctores organolépticos.

6) Realizar andlisis de pH

7) Adicionar el colorante seleccionado para la formulacion.

Formulacién C

Tabla 23. Formulacién para 100qg del colutorio C al 0.5 %

Excipientes Porcentaje en gramos Usos < Con formato: Centrado, Sangria: Izquierda: 0 cm,
. Derecha: 0 cm
Eucalipto 0.1g Frescura
Borato de sodio 29 Agente alcalinizador
Glicerina 9¢g Disolvente < Con formato: Centrado, Sangria: Izquierda: 0 cm,
- . Derecha: 0 cm
Sacarina sodica 0,059 Agente edulcorante <
Con formato: Centrado, Sangria: Izquierda: 0 cm,
Bicarbonato de potasio 29 Agente alcalinizador « Derecha: 0 cm
Agua 86g Diluyente « Con formato: Centrado, Sangria: Izquierda: 0 cm,
B Derecha: 0 cm
Aceite esencial _de thymus 0.59 Agente antibacteriano * Con formato: Centrado, Sangria: Izquierda: 0 cm,
vulgaris Derecha: 0 cm
i j i Emulsifican
Aceite rojo de Turquia 0.4 ulsificante {Con formato: Centrado, Sangria: Izquierda: 0 cm,
(Elaboraci6n propia, 2020) Derecha: 0 cm

Procedimiento colutorio C
Disolver el borax y el bicarbonato de potasio en el 50 % de agua.
Disolver el aceite de tomillo, el aceite rojo de Turquia junto con la glicerina y el resto del agua.
Agregar el eucalipto.

Mezclar la solucién durante 2 horas y luego filtrar la solucién.
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Método para identificacion del aceite esencial de tomillo en los colutorios A, By C

PROCEDIMIENTO:
A-Prepare una disolucién utilizando el patron secundario de Aceite Esencial de

Tomillo pesando 0.12 a 0.15 gramos, ll1évelo a un balén de 10 mL con etanol al
95%.
B- Prepare una disolucion de muestra, pesando 0.12 a 0.15 gramos, llévelo a un

balén de 10 mL con etanol al 95%.

C- Pese exactamente 1.5 g de cada disolucién (patron y muestra) en viales

{

apropiados para el equipo Headspace. Cologue el septum y el sello metalico a cada vial, asegurese

gue estos quedan bien cerrados (la tapa no debe girar), para ello

utilice la herramienta apropiada.

D- coloque las muestras en el carrusel del head space y cargue el siguiente método de trabajo:

Tabla 24. Condiciones especificas del equipo Head Space para la determinacion del PA

Modo de Inyeccion Split
Relacion de Split 20
Flujo de Columna 1ml/min
Temperatura de la Columna 80 (°C)
Rate | Temperatura | Tiempo
0| -- 80.0 0.00
Rampa de Temperaturas 1| 7.00 125.0 0.00
2(20.00 225.0 4.00
3| 0.00 0.00 0.00
Tiempo Programado 15.43min.
Temperatura del detector 250 °C
Temperatura de la linea de la muestra 150 °C
Temperatura de la linea de transferencia 150 °C
Tiempo de equilibrio 5 min
Presurizacion 0.5 min
Equilibrio de Presurizacion 0,10 min
Carga 0.50 min
Equilibrio de carga 0.10 min
Tiempo de ciclo GC 25 min
Nivel de agitacion 0
Conteo de multi-inyecciéon 1
Presurizacion del gas presurizado 10 kPa

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)
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Meétodo para identificacion de % de alcohol en el colutorio A

Procedimiento

Para el etanol, las condiciones cambian:

A-Pese exactamente 1.5 g de muestra en viales apropiados para el equipo Headspace. Coloque el

septum y el sello metalico a cada vial, asegurese que estos quedan bien cerrados (la tapa no debe

girar), para ello utilice la herramienta apropiada.

B- Coloque las muestras en el carrusel del equipo Headspace y cargue el siguiente método de

trabajo:
Tabla 25. Condiciones especificas del equipo head space para la determinacion del % de alcohol

Modo de Inyeccion Split
Relacién de Split 20
Flujo de Columna 1ml/min
Temperatura de la Columna 80 (°C)
Rate Temperatura Tiempo
0 - 80.0 0.00
Rampa de Temperaturas 1 7.00 125.0 0.00
2 20.00 225.0 0.00
3 0.00 0.00 0.00
Tiempo Programado 15.43min.
Temperatura del detector 250 °C
Temperatura de la linea de
la muestra 150 °C
Temperatura de la linea de
transferencia 150 °C
Tiempo de equilibrio 5 min
Presurizacion 0.5 min
Equilibrio de Presurizacion 0,10 min
Carga 0.50 min
Equilibrio de carga 0.10 min
Tiempo de ciclo GC 25 min
Nivel de agitacion 0
Conteo de multi-inyeccién 1
Presurizacion del gas
presurizado 10 kPa

Fuente: Elaboracion propia, 2021



CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

Esquema de proceso de extraccion del aceite esencial de tomillo

Esquema del proceso de hidrodestilacién

Montar el equipo de
hidrodestilacion

Tomillo

Peso de las hojas de tomillo

=100g

Encenderlabomba de flujo + el
cal entador llevar el balon a una
temperatura de 90a 100 ° C wna
vez obtenida esta temperatura se
observa el primer destilado, este

destilado se llama hidrdlato.

Se utiliza el rotavapor para
extraer el acelte esencial y
volatilizar los restos de
cloroformo presentes en el

extracto.

A

Agregar al balon de destilacion las

hojas de tomillo + 300 m| de Agua

destilada

Una vez obtenido el hidrolato, se
vierte en un embudo separador con
cloroformo y se le realiza 3
lavados, una vez hecho esto se
vierte la parte organica en un
embudo con algodén v sulfato de

sodio, para ayudar en 1a desecaci on

del agua.
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Una vez finalizado el proceso de extraccion del aceite esencial de tomillo, mediante la

técnica de hidrodestilacion, se obtiene el resultado mostrado en la tabla 26.

Tabla 26. Porcentaje de rendimiento

Método de extraccion

Promedio % de rendimiento

Hidrodestilacion

0.56:5%

Fuente: (Elaboracion propia,2021)

El rendimiento de los aceites esenciales se define como la relacion de gramos de aceite

esencial obtenido con respecto a la cantidad en gramos de material vegetal utilizado y se calcula

ma.e

mediante la siguiente ecuacion: x =—n X 100

MV

Donde

m a.e masa de aceite esencial en g

| Con formato: Sangria: Izquierda: 0 cm, Primera linea: 0
cm

Con formato: Ninguno, Fuente: (Predeterminada) Times
New Roman, 12 pto, Sin subrayado, Color de fuente:
Negro, Espafiol (Espafia - alfabetizacion tradicional), Sin
Elevado / Disminuido

Con formato: Ninguno, Fuente: (Predeterminada) Times
New Roman, 12 pto, Color de fuente: Negro, Espafiol
(Espana - alfabetizacion tradicional), Sin Elevado /
Disminuido
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m M.v masa de material vegetal en g

Segun  McGimpsey, (1993) para cumplir los requerimientos de los estandares

internacionales de calidad, el contenido minimo en aceite esencial determinado en plantas

desecadas de Tymus Vulgaris debe alcanzar el 0,5 % (5ml/ kg) si el aceite se extrae de la planta

intacta, y el 0,2 % si procede de tomillo molido. También manifiesta que el aceite obtenido es de

color amarillo palido y en general, los rendimientos alcanzados oscilan entre el 0,7 % vy el 2 % de

la droga vegetal. Estos valores dependeran de muchos factores, como: el origen, la especie, las
condiciones ambientales, climaticas, y del crecimiento de la planta, también, como la técnica de

extraccion empleada. _Por lo tanto, para este trabajo de investigacion se obtuvo un porcentaje de

rendimiento de 0,2 % que se refleja a continuacion:

10g

0.20 =
%= S000g ©

100

Por lo general, las destilaciones por hidrodestilacion duran entre tres, cuatro o més horas,
segun la hierba que se trate, obteniéndose muy poca cantidad de esencia. Esto se debe a que el
contenido en aceites de las plantas es bajo, y por ello hace falta destilar abundante cantidad de
hierbas para obtener un volumen que justifique el gasto de destilacion. Los rendimientos suelen ser
menores al 1%; es decir destilando 100 kg. de hierba fresca, se obtendrd menos de 1 kg. de aceite
esencial. Esto no solo obliga a optimizar la destilacion, sino a contar con muchas toneladas de

hierba a destilar, inclusive con muchas personas que la provean.

razones principales del porqué se extrae el aceite esencial de tomillo de las partes aéreas de las

hojas es porque, de acuerdo con normas internacionales de calidad, que para el caso del tomillo es
la 1ISO 6754:1996, que fija: las hojas frescas de tomillo deben contener un minimo de 0.5% de

aceite esencial y molidas al menos 0.2%, y el timol debe ser el componente mayoritario.-_(Alpaslan,

2013).

Se obtuvieron_bajos porcentajes de rendimiento de aceite esencial comparados, con los de

la bibliografia; esto es debido a gue el porcentaje de aceite esencial, en las plantas de la especie del

{Con formato: Espafiol (Costa Rica)
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tomillo, deben recolectarse cuando se inicia la floracién; ademas, influyen que cuando en el area

de cultivo hay periodos secos y lluviosos muy definidos, la recoleccién se debe hacer durante el

periodo seco, lo gue permite que la planta se regenere durante el periodo de las lluvias. Ademas,

los expertos en aceites esenciales refieren que, después de las lluvias, el porcentaje de aceite

esencial aumenta, y ademas los aceites esenciales alcanzan su maxima concentracién alrededor del

mediodia. (Sharapin, 2000). Todos estos factores no se pudieron controlar, debido a que los

proveedores de la materia prima, para la presente investigacion, manifestaron que el producto era

fresco, pero no recién sacado de la tierra.

Cromatografia de gases (Head Space)

Los andlisis de calidad para los aceites esenciales se realizan cominmente por
cromatografia de gases. Aun cuando este método es considerado el mas adecuado para analizar
estos compuestos, el equipo y reactivos necesarios tienen un alto costo, y no siempre se cuenta con

ellos ni con el presupuesto necesario para implementarlo—Es-impertante-tomartambién-en-cuenta

La cromatografia de gases por Head Space, basicamente, lo que hace es el estudio de los
componentes volatiles presentes en las plantas; una de las ventajas que presenta esta técnica es que
hay tiempos cortos del analisis, y que no requiere el uso de disolventes organicos. La extraccion se
realiza dentro de un vial sellado, el cual se calienta a una temperatura constante, en este se introduce
un jeringa, que contiene una fibra de silice fundida, recubierta de una fase absorbente polimérica,
en el que cubrira la primera etapa de la extraccion, la cual consiste en un reparto de los analitos
entre el recubrimiento polimérico y la matriz de la muestra, mediante un equilibrio entre las fases
existentes dentro del vial. La segunda etapa consiste en la adhesion de los analitos contenidos en

la fibra polimérica al inyectarse en el cromatdgrafo.

Figura 25. Caracterizacion Quimica de Tomillo (Extracto) por Head Space
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Tabla de Datos
C:Data_LABSOLUTIONS\HS\Materias_Primas\2020\Aceite de Tomillo\Jorge UlA\Tomillo Puro.ged

FID1
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Name

12728 2940358 1997094 0,000 Tomillo S
< 2940358 1997094 0,000 e

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)
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Con formato: Ninguno, Espafol (Costa Rica), Revisar la
ortografia y la gramatica
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Figura 26. Caracterizacion Quimica de Tomillo (Patron) por Head Space
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Tabla de Datos

FIDI

Peak# Ret. Time Arca Height Conc. Name
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Fuente: (Elaboracion propia,2021)
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Con las condiciones especificadas en la tabla 12, del cromat6grafo de gases mencionado en
la parte metodoldgica, a una temperatura de 250 °C se realizaron tres corridas a ocho minutos cada
una, donde el primer vial era una gota del blanco; el segundo vial era una gota de la solucién patrén
de tomillo y el tercer vial era una gota del extracto de tomillo. Se visualiza ebtuve-una relacion de
particién de 100 a 1; esto quiere decir que lo que se inyecta se divide en 100 partes, se desechan
99 y se inyecta solo una parte; a esto se le conoce como relacion de particion del equipo. Después
se eomparecompard una muestra con la otra, sobreponiendo las inyecciones, y se obtuvo para el
patron de timoleritte un tiempo de retencion de 2,729 y para el extracto de tomillo un tiempo de
retencion de 2,728, evidenciando asi que el extracto de tomillo posee, al igual que la sustancia,
patron, el pico caracteristico del Thymus Vulgaris: en este caso, ese pico evidencia la presencia de

timol, el cual se encuentra en mayor proporcién segin la monografia de la OMS sobre el Thymus

Vulgaris.

- [Con formato: Justificado, Sangria: Primera linea: 0 cm J
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Cromatografia de capa fina

En una placa de silica gel de 3x10 cm, se aplicé una gota del estandar y una gota del aceite
esencial de tomillo. La placa se colocé en una camara con un eluyente compuesto de tolueno-
acetato de etilo (93:7), y poder observar a luz ultravioleta, para marcar las manchas
correspondientes a los compuestos del aceite esencial. Posteriormente, las placas se pusieron en
beaker con un revelador de vainillina-acido sulfarico, y se calenté durante 5 min a 100 °C. Para
obtener el valor de retencién (Rf) se calcul6 el cociente de la distancia recorrida, desde el centro
del origen, por el compuesto, entre la distancia recorrida desde el origen por el frente del eluyente.
La distancia recorrida por el compuesto se midi6 desde el centro de la mancha. Se realizo la
comparacion correspondiente con los estandares elegidos de acuerdo con la literatura.

Los resultados revelados en las placas de silica gel mostraron similitud en las manchas y en
los valores de retencion (Rf).—para-tedes—tes—tratamientes: Bajo luz ultravioleta, se observd la
presencia de un componente. Con la aplicacién de un revelador de vainillina-acido sulfdrico, se
revelaronacentuaren tres componentes mas. En esta prueba, para_ambas placas—tedes—tos
tratamientos, destaca una mancha azul-verdosa, la cual, de acuerdo con Wagner y Bladt (2001),
coincide con trazas de timol y carvacrol respectivamente. En la tabla 11 se describen los
valorestierapes de retencidon para cada mancha observada del extracto y del patrén de aceite
esencial de tomillo. Los valorestierpes de retencién obtenidos coincidieron con los que han sido

reportados en la literatura.

) {Con formato: Sangria: Primera linea: 1,25 cm
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Figura 27. Placa de Cromatografia patron del aceite esencial de tomillo vs. extracto

de aceite esencial de tomillo

RF

TIMOL

CARVA
CROL

INICIO

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

Tabla 27. Rf obtenidos para distintas corridas cromatogréficas utilizando el patrén
extracto de la droga vegetal con reactivo de vainilla-acido sulfarico como solvente

esencial de tomillo

Muestras RF

Patrén de aceite esencial 0,5
de tomillo

Extracto de aceite 0,5

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

. funcid ; ] fini :

Rt obtenidos por las distintas corridas cromatogréaficas utilizando el patrén de la droga

vegetal con reactivo de vainilla —acido sulfirico como solvente:
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R+ Patrdn del aceite esencial de tomillo = % =05

Ry obtenidos por las distintas corridas cromatogréficas utilizando el patrén de la droga
vegetal con reactivo de vainilla acido sulfirico como solvente.

R¢ Extracto del aceite esencial de tomillo = % =0,5

Espectroscopia IR + [ con formato: Titulo 1

Figura 28. Andlisis cualitativo por espectroscopia infrarrojo del aceite esencial de
tomillo (Patroén)

I W«A
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[ 12pels; 7021
=3
2959.5; 65,873 01052 LiisiTiesn
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Fuente: (Elaboracién Propia, 2021)
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Figura 29. Espectro IR obtenido de una muestra de (extracto) del aceite esencial de

tomillo
E A ’\__/J\ LA
'\-\ . fvw—"““'m" "\—f—\.-.__\”\
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&1 \f\\ /// \"‘ { \LQID
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Fuente: (Elaboracién propia, 2021)
De las sefiales obtenidas en el espectro FTIR, expuestas en las figuras, se procede a enlistar
las sefiales mas representativas en el caso del patron y el extracto de aceite esencial de tomillo,
segun el grupo funcional que corresponda.

Tabla 28. Sefiales Grupos Funcionales y Regidn Obtenidas en el espectro IR del patron de
Tomillo

TIPO DE SENAL GRUPOS REGION DE
MUESTRA DETECTADA CM1 FUNCIONALES ABSORCION CM?
PATRON DE 3380 Alcoholes OH 3400-3650
TOMILLO
2870 Alcano C-H 2850-2960
1617 Algueno C=C 1640-2000
1420 Aromatico 1450-1600

Fuente: (Elaboracion propia,2021)
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Tabla 29. Grupos Funcionales y Regién obtenidas en el espectro IR del extracto de Tomillo

TIPO DE SENAL GRUPOS REGION DE
MUESTRA DETECTADA CM* FUNCIONALES ABSORCION CM*
EXTRACTO DE 3362 Alcoholes OH 3400-3650
TOMILLO
2870 Alcano C-H 2850-2960
1513 Alqueno C=C 1640-2000
1420 Aromatico 1450-1600

Fuente: (Elaboracion propia,2021)

Segun los resultados obtenidos, en el espectro de infrarrojo de la muestra de aceite esencial
del tomillo, se observa la primera sefial de importancia en el caso del patrén de tomillo en 3380cm-
Ly del extracto en 3362cm?, la cual le corresponde a un hidroxilo, donde esto es caracteristico del
grupo fenol presente en las moléculas, ya sea de carvacrol o timol, encontrado en la planta de
tomillo. En cuanto a la regién, comprende aproximadamente entre 3400-3650cm 1. En el rango de
2850- 2960 cm " se encuentra la sefial que se puede establecer como un alcano C-H sp?, donde
ambos aceites revelan la sefial 2870 cm 1; ademas, se detecta una sefial del patrén en 1617 cm 1y
del extracto en 1513 cm X correspondiente de un C=C alqueno.

La region caracteristica de este es alrededor de los 1640-1680 cm L. Una de las sefiales
mas Utiles que se obtuvieron fue la del grupo isopropilo presente en ambos aceites, donde mostraron
una sefial en 1420 cm “1; esto se debe a que la region caracteristica para este grupo funcional es
cerca de 1450-1600 cm L. Interpretar el espectro del infrarrojo posee cierto grado de dificultad a la
hora de hacerlo, debido a que casi todas las moléculas organicas tienen distintos movimientos de

vibracion de enlace y movimientos de doblamiento; por lo tanto, maltiple cantidad de absorciones.

Para efectos de este analisis, no es necesario interpretar todas las necesidades mostradas en
los espectros, ya que basta con identificar los grupos funcionales mas representativos de la

molécula para establecer la presencia de los compuestos de interés. En este caso, los componentes
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que se necesitaba identificar son el carvacrol y el timol, donde, segun los resultados obtenidos en

el espectro de infrarrojo, las estructuras concuerdan al existir compuestos aromaticos y alcoholes.

“ {Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm
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Disefio para el desarrollo de las formulaciones

Para el desarrollo de las formulaciones se indagd, primeramente, el Reglamento Técnico

Centroamericano  RTCA 11.03.56:09, para productos farmacéuticos, productos naturales

medicinales para uso humano y verificacion de la calidad, el cual tiene como objetivo el

establecimiento de las pruebas analiticas que deben ser realizadas para verificar la calidad de los
productos naturales medicinales de uso humano por parte de la autoridad reguladora. (Reglamento

Técnico Centroamericano, 2016).

Las disposiciones de este reglamento son de aplicacion para todos los productos naturales

medicinales de uso humano importados y fabricados en los paises de la regién Centroamericana,

donde las directrices establecidas, deben ser aplicadas a todo producto de origen natural cuya forma

farmacéutica se administre por cualquier via excepto la oftdlmica y parenteral.

Para la realizacién de pruebas fisicas, quimicas y microbioldgicas, el RTCA 11.04.41:06

‘e { Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm
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establece gue deben cumplirse para formas farmacéuticas como soluciones, suspensiones y

emulsiones con las siguientes pruebas. (Reglamento Técnico Centroamericano, 2013).

Figura 30. Pruebas Soluciones, Suspensiones y Emulsiones seqiin RTCA

® Caracteristicas Organolépticas
® Volumen de entrega

Soluciones, Suspensiones y Emulsiones e pH

Densidad
Identificacion general o especifica
Contenido alcohélico

Recuento microbiano

(Reglamento Técnico Centroamericano, 2013)
EI RTCA 11.04.41:06, establece lo siguiente:

1. Estas pruebas se ejecutan cuando apliguen de acuerdo a las monografias oficiales, 0 en su
defecto a las aportadas por el fabricante.

2. Las especificaciones de las pruebas fisicas y quimicas mencionadas en la tabla seran
tomadas de los libros oficiales o de la literatura técnica reconocida, o en su defecto las que
establezca el fabricante.

1.3.Las pruebas identificadas con asterisco (*), seran realizadas a los productos naturales por
vigilancia sanitaria o denuncia recibida.

Diagrama de flujo para el disefio de las formulaciones

Revision ‘e { Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm }

bibliografica o { Con formato: Centrado, Sangria: Primera linea: 0 cm }
(Excipientes, 7
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Con formato: Parrafo de lista, Con vifietas + Nivel: 1 +
Alineacién: 1,89 cm + Sangria: 2,52 cm

Pruebas de calidad DI | [ Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm ]
Ensayo fisico- “— {Con formato: Centrado, Sangria: Primera linea: 0 cm }
Quimico | {Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm }
o H '_0r0mat09rafia : | | Con formato: Parrafo de lista, Izquierda, Con vifietas +
e _pa de gases N| Nivel: 1 + Alineacién: 0,63 cm + Sangria: 1,27 cm }

o Espectroscopia

IR
Formulaci . {Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm }
on de
colutorios
Anélisis pre- “ {Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm }
estabilidad
e Ph “

Con formato: Parrafo de lista, Con vifietas + Nivel: 1 +
Alineacién: 1,89 cm + Sangria: 2,52 cm

e Temperatua

e Propiedades

organolépti
cas

* | Con formato: Sangria: Izquierda: 2,52 cm, Sin vifietas
ni numeracién

Tabla 30. Atributos que se requieren en los colutorios a base de Tymus Vulgaris

Colutorio con Aceite de Tymus Vulgaris.
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Forma Farmaco: Enjuague bucal

Empaque primario: Frasco de 100 ml

Cateqgoria:

transparente

producto natural

Via de Administracién: Oral no

consumible.

Forma de dosificacién: Copa dosificadora

Perfil de producto

Caracteristicas Atributo Estandares Datos esperados
No irritante.
No picante.
Sabor Sensacién Tolerable
agradable  de
uso.
Desempefio- Aroma Caracteristico Caracteristico de tomillo
Apariencia Transparencia Transparente Traslucido
Color A qusto A qusto
Ausencia  de
particulas
Particulas extrafias |extrafias Ausencia de particulas extrafias
precipitaciones - Ausencia
Fisicos- pH 6-7.0 6-7.0
Quimicas Densidad A realizar A realizar
Pruebas )
microbioldgicas Aerobios 0 UFC 0UFC

(Elaboracién propia, 2021)

Andlisis de riesgos en formulaciones
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Tabla 34. Anélisis de riesgos de colutorios formulados (A, B, C)

Elementos del QTPP Objetivo (Esun Justificacion
CQA?
Atributos Apariencia Incoloros en las 3 NO No se relacionan
fisicos formulaciones, presenta directamente con la seguridad |
consistenciay forma eficacia del producto. Por lo tanto,
agradable. no representan atributos criticos
de calidad.
Olor Presentan un fuerte olor a No El _olor no se relaciona
tomillo directamente con la seguridad V|
eficacia, pero este puede afectar la|
laceptabilidad en el paciente. En
cuanto a la formulacién, los|
excipientes utilizados ng
presentan _mal olor, pero el
extracto de Tymus vulgaris si, no|
obstante, este se encuentra Io|
suficiente  diluido entre  los|
diferentes excipientes
utilizados.
Envasado Envase plastico Si Las muestras piloto al poseer
aceite esencial de tomillo y
mantenerse en envase plastico el
cual no protege al PA de sufrir
desnaturalizacién por la luz solar,]
uede afectar la eficacia
seqguridad del paciente, por lo
cual se considera un CQA
Identificacion Cromatografia gases: Si Al representar evidencia

de timol en

los
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Colutorio A: se colutorios de  tymus

evidencia la vulgaris, lo califica

existencia de como un CQA debido a

timol en la que representaria

muestra. sequridad vy eficacia
terapéutica en el

Colutorio B: se aciente.

evidencia la

existencia de

timol _en la

muestra.

Colutorio C: se

evidencia la

existencia de

timol _en la

muestra

IR: Espectro de SI Al coincidir el espectro de

absorcién del absorcién (Extracto) con el

extracto coincide con estandar de tomillo, lo

el espectro estandar de califica _como un A

hymus Vulgaris de debido a que podria

las muestras. representar seguridad y
eficacia terapéutica en el
paciente al contar con
contenido  de  Tymus
Vulgaris

Ensayos pH Si Presencia _de pH elevado
especificos: Colutorio puede representar atributos

Al criticos sobre el paciente

CBZF)Iutorlo al

gl o exponerse al

w producto.
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% de alcohol Si Porcentaje elevado de

alcohol puede representar

atributos criticos en la

seguridad y eficacia sobre

el paciente al
exponerse al producto.

Limites Si, ya que las
microbianos Si formulaciones al
presentar
microorganismos
presentes estos
pueden afectar la
sequridad del
paciente y la
eficacia de los

productos.

Concentracion del extracto utilizado: 0,1% 0,2 % 0,5 %

(Elaboracion propia, 2020)

Plan de mitigacidn de riesgos en las formulaciones
Elementos del QTPP Objetivo Esun Solucién
COA

Envasado Envase plastico Si Utilizar envases ambar para proteger el
PA de la luz solar ya que puede sufrir]
desnaturalizacion y asi afectar la|

sequridad y eficacia del producto
Identificacion Cromatografia de gases Si Verificar que los productos contengan
el PA para de esta forma garantizar|

sequridad y eficacia del producto
Ensayos especificos pH Si Asegurarse _que el pH de lag

formulaciones no sea muy acido ya que|

leste puede causar dafio en la mucosa oral

ly también el microorganismo de estudio

lvive_mayormente es ambientes &cidos,

proporcionarles a las formulaciones|

excipientes que ayuden a alcalinizar lag

soluciones.
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% de alcohol colutorio A si Asegurarse _que la composicion

alcoholica de las formulaciones no sea|

muy alto, ya que puede causar irritacion

de la_ mucosa oral, también asegurarse

que el porcentaje de alcohol sea menor

de 60 % ya que segln el handbook de

excipientes a esta concentracion el

etanol tiene efecto antibacteriano y de|

esta forma no puede garantizarle al

paciente que el efecto antibacteriano 10

posee el PA 'y no el alcohol, para esto se|

pretende utilizar un concentracién de|

alcohol al 46 % para garantizarle al

paciente sequridad vy eficacia

Limites microbianos Si Realizar a las formulaciones un

recuento de microorganismos aerobios Y|

anaerobios_para demostrar la seguridad

del producto.

Formulaciones
Eleccion de la forma farmacéutica y formula idonea

Se escogid el colutorio, ya que lo componen liquidos limpios transparentes, que alcanzan
un efecto refrescante y desodorante de forma no agresiva para la mucosa de la boca y los dientes,

con el fin de ejercer una accion local antiséptica, astringente o calmante; también porque esta forma

farmacéutica resulta facil a la hora de la preparacion.n,-y-es-relativamenterentable-ata-hera-de-a

. {Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm
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Estas formulaciones presentan las concentraciones de 0.1%, 0.2%—0:05%; y 0.5 %
respectivamente, de aceite esencial de Thymus Vulgaris. La cual segin la OMS Ademas, estas
concentraciones de uso cumplen con el criterio critico de sabor tolerable para su uso, sin dejar
sensacion desagradable en la cavidad oral. Otro aspecto importante que cumple ambas
formulaciones es que son traslucidas, lo cual es un indicativo de que los componentes de la formula
se han incorporado a la solucidn. Se logré darles a las formulaciones un color que familiarizara al
usuario con el origen del colutorio, un aroma caracteristico a tomillo, que orienta al usuario para

saber que el producto es de origen natural.

Eleccion y discusion sobre los excipientes utilizados

Se utilizé el Handbook of pharmaceutical excipients, en su sexta edicion (2009), como
referencia primordial para conocer los excipientes y las proporciones adecuadas de estos, para
formular el colutorio y obtener un producto homogéneo. En este manual se indican los usos y las
concentraciones de excipientes que se utilizan para dicho uso, ademas de incompatibilidades con
otras sustancias, estabilidad del excipiente y sus especificaciones de acuerdo con las diferentes

farmacopeas.

Un aspecto clave, que fue el punto de partida a la hora de pensar en desarrollar una
preformulacion, fue el tema de la solubilidad, ya que esta es importante para lograr una solucién
translicida, criterio critico a cumplir para que un colutorio sea adecuado para su uso; para esto se
consultaron las tablas de solubilidad de los excipientes en agua, ya que este este es el vehiculo para
utilizar mayormente. Un aspecto critico para lograr una solucién translicida es la incorporacién
del aceite en agua; para esto se utilizé un solubilizante o surfactante, que tuviera un HLB alto, ya
que esto significa proporcionar a la solucion un Balance Hidrofilico y Lipofilico estable. Todo esto
fue posible desarrollarlo mediante la consulta bibliografica de los excipientes del colutorio a
desarrollar.

formulacion 1

Se utilizoaren—mentel y—salicilato de metilo_y aceite de coco, como aromatizantes o
potenciador_es-del olor; también porque ofrecen_-una sensacion refrescante_y el aceite de coco
funciona como un sustituyente de un HBL natural ya que impide la separacion entre el agua y el

aceite de tomillo; se incorpor6 el acido bdrico como conservante antimicrobiano; también porque
posee buena capacidad amortiguadora para controlar el pH.Ph- El etanol se utilizé como vehiculo

disolvente de los principios activos, para que el etanol posea efecto antibacterial debe estar en un



rango de 60 a 90 % segun el handbook de excipientes, lo cual en esta formulacion se encuentra en

un 46 %, Sin embargo, se sabe que, al igual que otros productos, no esta exento de ciertos efectos

secundarios.

El alcohol a elevadas concentraciones puede tener efectos lesivos en la mucosa, por lo que
no se recomienda en pacientes con alguna patologia bucal; por esta razén se realizé una segunda y
una tercera formulacion libre de alcohol; en cuanto a la adicion del aceite esencial, se observé una

solucion trasllcida, lo cual significa que hubo buena solubilidad del principio activo con los
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excipientes; tampoco se observaron precipitados.

Tabla 31. Excipientes para formulacion del colutorio A

Excipientes

Funcién

Salicilato de
metilo y
eucalipto

Frescura

Acido_borico

Conservante antimicrobiano. (Handbook of PharmaceuticalExcipients, 2009, p.

68).

Alcohol etilico

Disolvente 0 como conservante antimicrobiano. Usos de alcohol.

Concentracion de uso (% v/v) Desinfectante 60-90% (Handbook of

Con formato: Color de fuente: Automético

{Con formato: Inglés (Estados Unidos)

| Con formato: Inglés (Estados Unidos)

Con formato: Derecha: 0 cm, Espacio Antes: 0 pto,
Interlineado: Exacto 13,75 pto, Punto de tabulacién: No
en 7,65cm

Aceite de coco

Emulsificante HLB natural, evita la separacién del aceite y el agua (Handbook of;

Pharmaceutical Excipients, 2009, p. 184)

Aceite esencial
de tomillo

Agente antibacteriano

Agua

Diluyente

(Elaboracién propia, 2020)

Con formato: Inglés (Estados Unidos)

'| Con formato: Espafiol (Costa Rica)

Con formato: Inglés (Estados Unidos)

Con formato: Inglés (Estados Unidos)

Con formato: Espafiol (Costa Rica)

‘ Con formato: Espafiol (Costa Rica)

Con formato: Espafiol (Costa Rica), Sin Expandido /
Comprimido

Con formato: Espafiol (Costa Rica), Sin Expandido /
Comprimido

Tabla con formato

Con formato: Espafiol (Costa Rica)

Con formato: Espafiol (Costa Rica)

Con formato: Espafiol (Costa Rica)

Tabla con formato

[
{
{
{
[
{
|
{Con formato: Espafiol (Costa Rica)
|
[
[
[
{
[

o 0 A A A 0 0 U A )
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Formulacion 2
La glicerina se incorpor6 como excipiente, por su propiedad de ser codisolvente y
levemente edulcorante. ;aproximadamente-0,6-veces-mas-dulee-gue-la-sacarosa—L0s preservantes
utilizados fueron el propilparabeno y metilparabeno, los cuales se encargaron de evitar la
proliferacion de microorganismo en la solucién, manteniendo conservado el producto, evitando asi
el crecimiento microbianosu-descemposicién; la razdn de usar estos conservantes juntos es porque,

segun el Handbook de excipientes (p. 441), menciona que la actividad antimicrobiana del
metilparabeno y otros parabenos es considerablemente reducida en presencia de tensioactivos no
idnicos, como resultado de la micelizacion por esta razon se decidié usar un agente tensioactivo
anioénico como el lauril sulfato de sodio. Se podréa incorporar propilenglicol, por su propiedad de
ser codisolvente, el cual ayudara a potencializar la accién antimicrobiana de los parabenos. Se
adiciond sacarina sddica como coadyuvante de la dulzura, ya que se desea garantizar un buen sabor,

para que su administracién sea méas agradable.

Como solubilizante, se utilizé_lauril sulfato de sodio—petiserbate—86 para obtener una
solucion thguida—transparente, y por ser un solubilizante de HLB alto, el cual es esencial para
obtener una solucién limpida, ya que ayuda a que el aceite y el agua permanezcan unidos, pero el
SLS puede ser irritante en caso de existir dos condiciones: Se presenta en altas concentraciones y
se deja en la piel durante un periodo prolongado. Por esta razon, solo se utiliz SLS en los niveles
necesarios (0,5%) concentracién minima segun el Handbook de excipientes para que cumpla con
su proposito previsto. El citrato de sodio se incorpord por ser necesario para modificar el pH, ya

que acttia como agente alcalinizante. Estas formulaciones se encuentran en la categoria de producto

natural, ya que presenta funciones farmacoldgicasesta-de.

Tabla 32. Excipientes para formulacién de colutorio B

Excipientes Funcién

Lauril sulfato de | Agente tensioactivo anionico, como agente emulsionante forma bases autoemulsionates

sodio, la concentracion de uso en soluciones orales es de 0.5 — 2.5 % (Handbook of

PharmaceuticalExcipients, 2009, p. 651).

Sacarina sédica Agente edulcorante su potencia edulcorante es aproximadamente 300- 600 veces la de la

sacarosa. La concentracién de uso en soluciones orales se utilizaen un rango de 0.075-

0.6%. (Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2009, p.608 ).

{
[
‘ {Con formato: Color de fuente: Rojo
{
{
{

i {Con formato: Sangria: Primera linea: 0 cm }

Con formato: Color de fuente: Texto 1 }

Con formato: Espafiol (Costa Rica) }

Con formato: Derecha: 0 cm, Espacio Antes: 0 pto,
Interlineado: Exacto 13,75 pto, Punto de tabulacién: No
en 7,65 cm, Posicion: Horizontal: 0,96 cm, Con relacion
a: Columna, Vertical: 0 cm, Con relacién a: Parrafo,
Horizontal: 0,25 ¢cm, Ajuste automatico

Con formato: Espafiol (Costa Rica)

Tabla con formato

Con formato: Derecha: 0,17 cm, Interlineado: 1,5
lineas, Posicion: Horizontal: 0,96 cm, Con relacion a:
Columna, Vertical: 0 cm, Con relaciéon a: Parrafo,

Con formato: Espafiol (Costa Rica) }
L Horizontal: 0,25 cm, Ajuste automatico
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Propilenglicol Disolvente o conservante. Es un disolvente mejor que la glicerina ya que disuelve con
facilidad fenoles la concentracion de uso en soluciones orales va de 10- 25 %. (Handbook
of Pharmaceutical Excipients, 2009, p. 592).
Glicerina En soluciones orales, la glicerina se utiliza como disolvente, edulcorante

agente, conservante antimicrobiano y agente que aumenta la viscosidad como

conservante microbiano a una concentracion de < 20 (Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 2009, p. 283).

Metilparabeno

Agentes antimicrobianos en formulaciones farmacéuticas debido a su eficacia en un

Propilparabeno

amplio rango de pH el uso de parabenos, representa eficacia contra levaduras y mohos

en soluciones orales y suspensiones para el propilparabeno a concentraciones de 0.02%,

en el caso también del metilparabeno, se establece su uso a nivel oral en

concentraciones de 0.015.-0.2%, (Handbook of

Pharmaceutical Excipients, 2009, p. 442 & 596),

Citrato de sodio

Agente alcalinizante, se utiliza para ajustar el pH de soluciones, su uso como agente de

almacenamiento de bufer se usa a una concentraciéon de 0.3- 2.0% (Handbook of

Pharmaceutical Excipients, 2009, p. 640).

Aceite esencial
de tomillo

Agente antibacteriano.

Agua

Diluyente

(Elaboracién propia, 2020)

Formulacion_3

Tabla 33. Excipientes para formulacién de Colutorio C

Excipientes Funcién
Glicerina En soluciones orales, la glicerina se utiliza como disolvente, edulcorante
agente, conservante antimicrobiano y agente gue aumenta la viscosidad como
conservante microbiano a una concentracion de < 20 (Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 2009, p. 283).
Eucalipto y Frescura
salicilato de

metilo

Con formato: Derecha: 0,16 cm, Interlineado: 1,5
lineas, Posicién: Horizontal: 0,96 cm, Con relacion a:
Columna, Vertical: 0 cm, Con relacién a: Parrafo,
Horizontal: 0,25 cm, Ajuste automatico

{Con formato: Fuente: Color de fuente: Automatico

[Con formato: Fuente: Color de fuente: Automético

Con formato: Sangria: Izquierda: 0 cm, Posicién:
Horizontal: 0,96 cm, Con relacién a: Columna, Vertical:
0 cm, Con relacién a: Parrafo, Horizontal: 0,25 cm,
Ajuste automatico

{Con formato: Fuente: Color de fuente: Automatico

{ Con formato: Color de fuente: Automético

{Con formato: Color de fuente: Texto 1

Con formato: Justificado, Derecha: 0,17 cm, Espacio
Antes: 0,05 pto, Interlineado: 1,5 lineas, Punto de
tabulacion: No en 7,65 cm
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Sacarina sodica Agente edulcorante su potencia edulcorante es aproximadamente 300- 600 veces < Tabla con formato

la de la sacarosa. La concentracién de uso, en soluciones orales se utiliza en_un
rango, de 0.075-0.6%. (Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2009, p.608,).

Con formato: Derecha: 0,17 cm, Espacio Antes: 0,05
pto, Interlineado: 1,5 lineas

Con formato: Sin Expandido / Comprimido

Borato de sodio | Agente alcalinizador; conservante antimicrobiano; agente de almacenamiento en Con formato: Sin Expandido / Comprimido

bufer, desinfectante; agente emulsionante; agente estabilizador. Uso en enjuagues Con formato: Sin Expandido / Comprimido

Con formato: Sin Expandido / Comprimido

bucales (0,3% w/v) (Handbook of

Pharmaceutical Excipients, 2009, p. 633).

Con formato: Sin Expandido / Comprimido

Bicarbonato de Agente alcalinizador; agente terapéutico. (Handbook of

Con formato: Sin Expandido / Comprimido

potasio Pharmaceutical Excipients, 2009, p. 570). Con formato: Sin Expandido / Comprimido

Con formato: Sin Expandido / Comprimido

Aceite esencial Agente antibacterial || Con formato: Sin Expandido / Comprimido

de tomillo - - —
Con formato: Sin Expandido / Comprimido

f
(
(
(
(
{Con formato: Sin Expandido / Comprimido
(
(
(
(
(
Aceite rojo de Emulsificante, impide la separacion del agua y el aceite. %

Con formato: Sin Expandido / Comprimido

o A A JC JC A A A A L)

turquia

Agua Diluyente

(Elaboracién propia, 2020)

Se utilizo elaren—mentel y—salicilato de metilo_y eucalipto, como aromatizantes o
potenciadores es-del olor; también porque ofrecen -una sensacion refrescante, se incorporé el borato
de sodio como conservante antimicrobiano, se utilizé el bicarbonato de potasio porque posee buena
capacidad amortiguadora para controlar el pH.Ph La glicerina se incorporé como excipiente, por
su propiedad de ser codisolvente y levemente edulcorante, se utilizé6 como emulsificante el aceite
rojo de Turquia ya que es un HLB natural al ser un sustituto natural del Tween 20, basicamente lo
que hace es mejorar la solubilidad del agua y el aceite esencial de tomillo, cabe destacar que el

color de la solucién en parte fue por este aceite rojo de Turquia que desprende un color rojizo.

Medicamentos para mucosas prueba de calidad del producto

Por otra parte, para los propésitos de distincién taxondmica de formas farmacéuticas por

via de administracion, la via mucosa de administracion de medicamentos se subdivide en siete

superficies de membrana, las cuales se caracterizan como 6ticas, oftalmicas, nasales, orofaringeas,

uretrales, vaginales y rectales. Cuando se pretende generar una accion local, por lo regular no se

desea la absorcion sistémica la cual ademas es innecesaria para el efecto terapéutico. No obstante,

en algunos casos, se usa la administracion de un medicamento por via mucosa para absorcion
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sistémica debido a que evita el metabolismo de primer paso, ya que provee una administracion

sistémica mas rapida, o representa una alternativa cuando la administracién oral no es posible

debido a una enfermedad.

Para esto se utilizé el reglamento general de pruebas de calidad de medicamentos para

mucosas de la USP capitulos generales, mediante el desarrollo de los colutorios se pretendid

utilizarlos para tratar la via orofaringea en la cual la USP indica gue en la actualidad no existen

pruebas especificas para realizarle a esta via. Las cuales se representan en la siguiente tabla.

Tabla 36. Medicamentos administrados por la via orofaringea pruebas especificas

En la actualidad no existen pruebas

especificas a realizar (pueden aplicar

Soluciones (enjuagues)

requisitos adicionales especificos de

las monografias)

(Elaboracion propia, tomado de USP capitulos generales cuadro # 3)

Analisis de calidad de formulaciones

Identificacion de PA en los colutorios A, By C

Mediante el equipo Head Space a las condiciones especificadas en la tabla 24, se logré identificar

el PA (Timol) en las formulaciones A, By C

Figura 31. Identificacién de Timol en el colutorio A
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1 2083 9733 5973 0,000 Tomilio

2 2,693 34210 20728 0,000

3 3,383 296 160 0,000
4 3,721 10518 4694 0,000 Tomillo
Total 4778 31555 0,000

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

Figura 32. Identificacién de Timol en el colutorio B
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Cromatograma
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‘Tabla de Datos
E‘I\.Jl:llam LABSOLUTIONS\HS \Materias_Primas\202 1\ TomilloWColutorio\Colutorio B.goed
Peak# HRet. Time Aren Height Cone. Mame
] 2,625 26339 15388 0,000
2 2,604 TO3I09 47064 2,000 Tomillo
3 3,723 [E469 8259 0,000 Tomillo
Total 24207 FOT10 0,000
Fuente: (elaboracién propia, 2021)
Figura 33. Identificacion de Timol en el colutorio C
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Peak# Ret. Time Ares Height Comng.
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2 7,250 0 0 0,000 Tomillo
Tatal 0 0 0,000
Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

Determinacion del porcentaje de alcohol en el colutorio A
Figura 34. Muestra estandar 1 de etanol al 40 % vs muestra 1 del colutorio A
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1o
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Wame

FID1
Pegi#  Ret. Time Arca Height Cone,
1 5,174 40104468 3182027 0,000 Alcobol Etilico
Taml 40104468 IngagaT 0000

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

Figura 35. Muestra estandar 2 de etanol al 40 % vs muestra 2 del colutorio A
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Height Come. Name
3047308 0,000 Aleohol Etilico
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Tabla de Datos
gl:gm_u\ BSOLUTIONSHS Materias_Primasi202 (\EtanolWColuteriotColutorio A-2.ged
Cone. Mame

Peakd Ret. Time Area Height
1 5,187 42443686 3290382 0,000 Aleohol Etilico
Total 42443686 3290382 0,000

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

Figura 36. Muestra estandar 3 de etanol al 40 % vs muestra 3 del colutorio A
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Tabla de Datns
C:\Data_LABSOLUTIONS\HS\Materias_Primas\202 1\ Etanol\Colutorio\Colutorio A-3.ged
FIl
Peak# Ret. Time Arca Height Cone. Mame
b 5,179 40496609 3195387 0,000 Aleohol Etilico
Total 40496605 3195387 0.000

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

Tabla 37. Calculos para determinar el % de alcohol del colutorio A



121

Estandar alcohol
Area 36054983
1
Area 36458041
2
Area 34448081
3
PROMEDIO 35653701,67
DESV 1063369,565
RSD 2,982494146
Muestras Area Porcentaje
Muestra colutorio A 40104468 45,0
1
Muestra colutorio A 42443686 47,6
2
Muestra colutorio A 40496609 45,4
3
Colutorio A Promedio % de 46,0
alcohol

Mediante el equipo Head Space a las condiciones especificadas en la tabla 25 se compar6

un estandar de etanol al 40 % y las muestra del colutorio A, donde se logra visualizar los distintos

tiempos de retencion obtenidos para las distintas muestras y mediante el calculo de las areas tanto

del estandar de etanol y las muestras (colutorios) se obtuvo un promedio de 35653701,67, un

porcentaje de desviaciéon estdndar de 1063369,565 y una desviacion estandar relativa de
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2,982494146, se obtuvo un promedio de 46 % en la composicion alcohdlica del colutorio A.

Figura 37. Recuento de microorganismos anaerobios en los colutorios A, By C

REPORTE DE LABO RAT.DRTD
MUESTRA (s) ) ANALISIS-DESCRIPCION RESULTADOS |UNIDAD OTROS

1. Colusorio A
Recienin todal Acrobico <10 UFCiml. BAM FDA
REPORTE DE LABORATORIO
MUESTRA (s) ANALISIS-DESCRIPCION RESULTADOS |(UNIDAD |OTROS
i. Colutario B
Recsento iolal Acrobleo =10 UFCimd BAM FDA
) REPORTE DE LABORATORIO
MUESTRA (s) ANALISIS-DESCRIPCION RESULTADOS |UNIDAD OTROS
1. Colutorio C

Recyent wotal Asobice = I UFC/ml BAM FDA

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

Determinacion de pruebas fisicoquimicas_de los colutorios A, By C

pH: Para la determinacién de este, se pretendia obtener soluciones con Ph mayor a 5 para

de esta forma garantizar que los colutorios no fueran medios &cidos ideales para el crecimiento

microbiano donde el pH normal de la saliva es de 7,4 por lo tanto, la saliva sana puede ser
ligeramente acida o ligeramente alcalina, por lo que se ubica entre 5.6 y 7.9, si desciende por debajo
de 5.6 genera un entorno en donde existe la falta de oxigeno lo que implica un riesgo porque el

Estreptoccocus Pyogenes prospera en este tipo de ambiente.

Valores de pH



Figura 38. VValores de pH
Colutorio A: 6 Colutorio B: 6 Colutorio C: 7

MColorpHast™

pH-indicator strips (non-bleeding)
pHO-14
Universal indicator
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Tabla 38.Caracteristicas de los colutorios elaborados Con formato: Fuente: Times New Roman, Negrita,

Color de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

Colutorio Colutorio Colutorio
A B C

Con formato: Fuente: Times New Roman, Negrita,
Color de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

Negrita, Color de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

| Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Sin
Negrita, Color de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

O
=
<)
S

verde claro Rojo

r
D
n
3
D

Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color
de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

A ; {Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Sin }

tomillo . .
lor SUTPTTH tomillo tomillo
—_— alcohdlico

Organolépticas,

Con formato: Fuente: Times New Roman, Color de
fuente: Automaético, Espafiol (Espafia)

Sabor Picante Picante Picante N
{Con formato: Fuente: Times New Roman, Color de }

fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

Aparienci Liquido Liquido Liguido
—p—a transparent transparent transparent
= e e €

Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color
de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

{Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color
{ Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color

Densidad, A realizar A realizar, A realizar, de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

o Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color
Fisico- de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

Quimicas

Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color
de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color
de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

{Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color
{de fuente: Automaético, Espafiol (Espafia)

Microbiolégicas Aerobios

o
[o
T
(@}
[N
(=
[
T
(@}
N
o
C
T
D

=

Con formato: Fuente: Times New Roman, Color de
fuente: Automaético, Espafiol (Espafia)

s totales

Con formato: Fuente: Color de fuente: Automético

de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color

{Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color
{de fuente: Automaético, Espafiol (Espafia)

Fuente: (Elab_oracic’)n propia,2021)_

Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color
de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

Con formato: Fuente: Times New Roman, Color de
fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)

|
|
|
|
|
|
|
Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color }
|
)
|
|
|
|
|

Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color
de fuente: Automatico, Espafiol (Espafia)
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Figura 39. Colutorios preparados

Fresco

COLUTORIO

ANTRACTERAL
ALTAFRECURA

TOMILLO

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

. 5. Proformulacién

Fuente-Elaberacion-propia-
Fi 50.p ion-final-detas £ laci

Fuente:ElaberaciénpropiaAnalisis de Pre-estabilidad de formulaciones “E {Con formato: Nivel 1, Espacio Antes: 4 pto

Para efecto de esta investigacion experimental, se analizaron pardmetros de calidad en los

3 productos elaborados, dado que la calidad de ellos cambia con el tiempo, dependiendo por

ejemplo de factores ambientales que pueden causar afectacién como lo es el caso de la temperatura,

humedad y la luz quienes logran en muchos aspectos incidir en las formulaciones de manera

negativa afectando su calidad.

Con el objetivo de analizar posibles cambios en las muestras de los productos, se analizé la
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exposicion de estos a la luz solar durante un lapso de 72 horas, esto con el fin de realizar inspeccion

visual de los posibles cambios organolépticos a los que se exponen los medicamentos.

Tabla 39 Resultado de analisis de Pre-estabilidad a la luz solar

Exposicién de Precipitaci - { Tabla con formato
muestras a luz solar Camblosr . Particulas - ones {COn formato: Sangria: Izquierda: 0 cm
durante Organolépticos en imprevista { - -
suspension s al cabo Con formato: Centrado, Sangria: Izquierda: 0 cm
72 horas
—_— de 72
horas
Colutorio A No se
presentaron Ausentes Ausentes {Con formato: Centrado
w {Con formato: Centrado
apariencia
consistencia ni
coloracion.
Colutorio B No se presentaron
cambios en su Ausentes Ausentes {c‘,n formato: Centrado
apariencia, consistencia {Con formato: Centrado
ni coloracion
Colutorio C No se presentaron {cm formato: Centrado
cambios en su Ausentes Ausentes {c‘,n formato: Centrado
apariencia,consistencia
ni_coloracién

(Elaboracion propia, 2020)

Aunque no se logré observar cambios especificos en las formulaciones cabe resaltar la

importancia de mantener estos productos lejos de la luz solar y del calor, ya que cuentan con

extracto de Thymus vulgaris y este es sensible a la luz solar y al calor por eso lo ideal seria mantener

estos productos en un envase ambar para asi proteger el PA de la luz solar.
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Prueba de sensibilidad antibacteriana de los aceites esenciales de tomillo frente al

Streptococcus Pyogenes

Figura 40. Cepa S. Pyogenes

Fuente: (Elaboracién propia, 2021)
Figura 41. ATCC Streptococcus Pyogenes R 4607000
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Fuente: (Elaboracion propia,2021)

Figura 42. Halos de Inhibicién obtenidos con diluciones al 100%6,75%,50% y 25%
del aceite esencial de Tomillo

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 40. Medidas de los halos formados por diluciones del aceite esencial de Tomillo
sobre la cepa del S. Pyogenes

Porcentaje del aceite Halos de inhibicién

esencial de tomillo debido a la dilucién del

aceite de tomillo/ mm

100% 20mm
5% 15mm
50% 13mm
25% 7mm

Fuente: (Elaboracidn propia, 2021)
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A partir de la figura 42, se logré demostrar la potente actividad antibacteriana del aceite

esencial de tomillo frente al Streptococcus Pyogenes, el cual produce el cuadro de faringitis y

amigdalitis en la cavidad oral; se puede observar y medir la formacion de los halos de inhibicion

presentes en la placa de agar sangre. Inicialmente, se realiz6 el andlisis en una placa de agar de

Mueller Hinton, pero el Streptococcus no crecid en dicho medio, por lo cual se utilizé una placa de

agar sangre, ya que este microorganismo requiere de condiciones especiales para crecer, y la sangre

es una condicién especial.

Los resultados obtenidos en la tabla 18 revelan que el Streptococcus Pyogenes es sensible

a la esencia del tomillo. El potencial antibacteriano va de acuerdo con las diluciones realizadas de

los aceites, donde los halos de inhibicion con didmetros menores a 8mm, segun la escala de

Duraffourd, mencionado por el autor Quintanilla (2016), se interpreta como una cepa de levadura

resistente; por esta razén se puede determinar que el valor aproximado de la concentracién minima

inhibitoria del tomillo es del 25%, ya que present6 un halo de inhibicion igual a los 8mm.

Se procedié a medir la actividad antibacteriana en las formulaciones desarrolladas donde

para el colutorio que contiene alcohol (A) se le realizo un blanco de etanol al 40 % donde en una

micropipeta se ajustaron los siguientes valores:

Halos de inhibicién formados por los colutorios A, By C

Colutorio A (Alcohdlico)
Posterior a las 48 horas de incubacion, a una temperatura de 35°C, se observé el desarrollo

de los halos de inhibicién microbiana en el medio de cultivo, cabe destacar que se utilizé un blanco

de etanol al 40 % para comprobar que el etanol no es el que produce el efecto antibacterial, se

coloc6 una microgota del blanco en el centro de la placa donde se pudo observar gue no hubo halo

de inhibicion de esta forma se puede garantizar que el alcohol a un 40 % no posee efecto

antibacterial.
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Figura 43. Halos de Inhibicién obtenidos con diluciones al 100%,75%,50% y 25%
del colutorio A

Fuente: (Elaboracion propia, 2021)

Tabla 41. Medidas de los halos formados por diluciones del colutorio A sobre la cepa del S.

Pyogenes
Porcentaje del colutorio Halos de inhibicién
A debido a la dilucién del
colutorio A
100% 10mm
5% 9mm
50% 7mm

[ Con formato: Centrado
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25%

No se form6é halo de

inhibicion

Se logro observar halos de inhibicién a distintas concentraciones, al 100 % del colutorio A

se obtuvo un halo de 10mm, al 75% se observé_un halo de 9 mm, al 50% se observé _un halo de

7mm vy al 25 % no se logré observar halo de inhibicidn cabe destacar gue el porcentaje de aceite

esencial que se utiliz6 para esta formulacién fue al 0.1 %.

Figura 44. Halos de Inhibicién obtenidos con diluciones al 100%6,75%,50% y 25%

Colutorio B

del colutorio B

Fuente: (Elaboracién propia, 2021)

Tabla 42. Medidas de los halos formados por diluciones del colutorio B sobre la cepa

del S. Pyogenes

Porcentaje del Halos de
colutorio B inhibicion debido a la

dilucién del colutorio B

100%

13mm

{ Con formato: Centrado
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75% 11mm
50% 9mm
25% 7mm

Fuente: (Elaboracién propia, 2021)

Se logro observar halos de inhibicién a distintas concentraciones, al 100 % del colutorio A

se obtuvo un halo de 10mm, al 75% se observd un halo de 9 mm, al 50% se observd un halo de

7mm vy al 25% se observd un halo de 7mm cabe destacar que el porcentaje de aceite esencial que

se utiliz6 para esta formulacion fue al 0.2 %.

Colutorio C

Para el colutorio C, no se logr6 medir la actividad antibacteriana debido a que hubo una

inhibiciéon muy grande o total del Streptoccocus Pyogenes en la placa de agar sangre. Cabe destacar

que la concentracién del aceite esencial que se utilizé para este colutorio fue al 1 %

Figura 45. Halos de Inhibicién obtenidos con diluciones al 100%6,75%,50% y 25%
del Colutorio C

Fuente: (Elaboracion propia, 2021).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

porcentajes de rendimiento muy bajo, ~dsegun los datos cientificos reportados de la parte aérea

de la planta que es la hoja fresca se debe obtener un % de rendimiento minimo de 0,5 esto para
cumplir con las normas de calidad de la planta, pero para obtener este porcentaje se debi6 utilizar
mas materia prima, para este trabajo de investigacion solo se utilizaron 5 kg de la droga vegetal
obteniendo 10 g de aceite esencial obteniendo asi un 0,2 % de rendimiento lo cual fue suficiente
para utilizarlo en las formulaciones y en las pruebas microbiolégicas, ya que se trabaj6 en su

mayoria en microgramos ya que el aceite esencial de tomillo es muy concentrado.

Mediante la técnica de cromatografia de capa fina se obtuvo un RF de 0,5 tanto para el aceite

esencial de tomillo como para el patron de tomillo, observandose en ambos unas manchas moradas

donde articulos cientificos mencionan que se trata de_las moléculas de timol y carvacrol que son

caracteristicas de Thymus Vulgaris.

El andlisis de infrarrojo demostré la presencia de grupos funcionales como anillos aromaticos,
grupos hidroxilos (O-H) y alquenos, lo que concuerda con las moléculas de interés, que son

carvacrol y timol.

Mediante el uso de la cromatografia de gases (Head Space) donde mediante los tiempos de
retencion, se logré determinar cualitativamente el pico caracteristico de la molécula timol, la cual
segun articulos cientificos se encuentra en mayor proporcion del aceite esencial de tomillo, también
gracias a esta técnica empleada se logro determinar la presencia de timol en las formulaciones A,
By C, y el porcentaje de alcohol del colutorio A donde este fue de un 46 %.
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Con respecto a las formulaciones desarrolladas cabe destacar el uso de dos sustitutos naturales al
Tween 20 que son el aceite de coco este para la formulacion A y el aceite rojo de Turquia para la
formulacion C donde se pueden catalogar como HLB naturales ya que estos impiden la separacion

del aceite y el agua. Obteniendo asi, una mayor homegenidad en la mezcla de PA y los excipientes.

Se pudo observar que las tres formulaciones desarrolladas se mantuvieron traslucidas y no se
observaron particulas suspendidas a pesar de que se expusieron a la luz solar durante 72 horas.

En cuanto al pH de las formulaciones se logré mantenerlas en el rango esperado (5.5 a 7) esto para
mantener el pH normal de la boca y también para que el microorganismo de estudio al ser anaerobio

no aumente su proliferacion en un ambiente acido.

Se logro comprobar que el etanol al 46 % no posee efecto antibacteriano, esto se comprobd
mediante el uso de un blanco de etanol al 46 % donde se le inyecto una gota a la placa de agar
sangre que contenia el microorganismo de estudio, donde este no formo halo de inhibicién
alrededor del sitio de aplicacion, comprobando asi que el aceite esencial de tomillo es el agente
antibacteriano, otro dato relevante que respalda este hecho se logra observar en la pagina 18 del
handbook de excipientes donde se menciona que para que el etanol posea efecto desinfectante este
debe estar en un rango de 60 a 90 %.

Se determind que, para la estabilidad del PA, es importante que su almacenamiento sea por medio
de la utilizacion de envasado que proteja la muestra de la luz, ya que, al ser un aceite esencial,
suelen ser inestables en presencia de la luz solar en tiempos prolongados y temperaturas elevadas.

Las tres formulaciones desarrolladas cumplieron con los estandares de calidad esperados, también
cumplieron con las propiedades organolépticas esperadas y se manifestaron libres de
microorganismos aerobios que son los que normalmente se encuentran en mayor proporcion en las

formulaciones farmacéuticas en general.

Las disoluciones del aceite esencial de tomillo a distintas concentraciones presentaron la
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano sobre el Streptococcus Pyogenes, con un nivel de
inhibicion mayor a las 48 horas de exposicion, con un halo de inhibicién que van desde los 13
mm hasta los 8mm.
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En cuanto al andlisis antibacteriano en los colutorios A, B y C se logré observar que todos

presentaron eficacia contra el Streptococcus Pyogenes, formando diferentes medidas en los halos

de inhibicion donde también se pudo observar que entre mayor uso en el porcentaje del PA (aceite

esencial de tomillo) mayor es el poder antibacterial.

RECOMENDACIONES

Al Futuro investigador

Analizar el aceite esencial de tomillo mediante el uso de cromatografia de gases acoplado
a masas para de esta forma tener una mejor visualizacién de las moléculas que se

encuentran en la droga vegetal Thymus Vulgaris.

Adquirir la droga vegetal en un establecimiento donde certifiquen el origen y la pureza

de la misma.

Utilizar estas formulaciones como objetivo de estudio en otras cepas de microrganismos
que afectan la mucosa oral para de esta forma verificar que tan eficaz es el poder
antibacteriano de estas.

Realizar un estudio de estabilidad a las formulaciones

Universidad Internacional de las Américas

Se recomienda a los docentes encargados de asignaturas como Farmacognosia, botanica
y quimica organica reforzar los programas de estudio, que permitan la realizacion de
nuevos experimentos que ayuden a incentivar la blusqueda de posibles alternativas
farmacoldgicas naturales que permitan la minimizacién de los efectos secundarios

causados por los medicamentos sintéticos.

Es necesario, que la universidad, valore contar con laboratorios de quimica mas amplios

y con equipos de alta calidad especializados para el desarrollo de investigaciones
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experimentables mas precisas, para las cuales se necesitan rotavapores, un equipo de

cromatografia de gases y un equipo de Uv visible mas moderno que realice un barrido de

forma automatica.
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ANEXOS

S Departamento de Calidad

Reporte de analisis

Nombre de la muestra: Tomillo Estandar 1
Tipo de muestra: Unknown

1D Muestra: Tomillo Estindar |

Sefial: Tomillo Estdndar 2.ged

Metodo: Tomillo_con_Nitrogeno_3.gem

Fecha de la Inyeccion: 13/10/2020 02:00:45 p.m. Analista: ASDRUBAL RUIZ
Fecha de prosesado: 13/10/2020 02:08:49 p.m. Analista: ASDRUBAL RUIZ
Cromatograma
w
[is s, je i gv = & 1FID1
1 5
3000000
1 LY
2000000
1000000 ;
o I SRR o I ) 4 1
1 7 i T 4 ] 6 7
min
| FIDI/
Tabla de Datos
C:Data_LABSOLUTIONS\HS\Materias_Primas\2020\Aceite de TomilloVorge UIA\Tomillo Estdndar 2.ged
FID!
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Name
1 2,729 5424641 3684414 0,000 Tomillo

Total 5424641 3684414 0,000 T R
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<c2 Departamento de Calidad

Reporte de analisis

Nombre de la muestra: Tomillo Puro
Tipo de muestra: Unknown

ID Muestra: Tomillo Puro

Seftal: Tomillo Puro.ged

Metodo: Tomillo_con_Nitrogeno_3.gem

Fecha de la Inyeccion: 13/10/2020 02:22:07 p.m. Analista: ASDRUBAL RUIZ
Fecha de prosesado: 13/10/2020 02:30:12 p.m. Analista: ASDRUBAL RUIZ
Cromatograma
uV
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min
1 FID1/
Tabla de Datos

C:\Data_LABSOLUTIONS\HS\Materias_Primas\2020\Aceite de Tomillo\Jorge UIA\Tomillo Puro.ged
FID!

peak# Ret. Time Area Height Conc. Name
1 2728 2940358 1997094 0,000 Tomillo e
Total = 2940358 1997094 0,000 -

Frecuencia aproximada de grupos funcionales
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Identificacion de Timol en los colutorios A, By C

- Departamento de Calidad

LABDRATERIAS

Reporte de analisis

Nombre de la meestra; Colwtorio A
Tipo de muestn: Unknown

10 Missstra: Colustorio A

Eeflal: Colutorie A.ped

Metodo: Teenille_con_Mitrogens_3_gem

Fecha de la Inyecclon: |0V03/2021 025705 pan Analistn: ASDRUBAL RUIZ

Pecha de prosesndo: 10032021 02:05:09 pom. Analistn; ASDRUBAL RUIZ
Cromatograma
uv
—T T T T - —T T I
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mim

1RO
Tabla de Datos
CiDam_LABSOLUTIONS HS Materias_Primasi 302 1\ TamillevCelutoretColutoris A ged
FIRl
Peakd  Ret Time Area Helght Cone. Mame

] 2623 9753 5973 0,000 Tomillo

2 2,643 M2 20728 000

3 3583 296 160 0000

4 3721 10518 4694 0,000 Tomilla

"ol 34T78 3555 0,000
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<< Departamento de Calidad

Lenrraraning
Ol

Mambee de la muestra: Colutorko B

de muestra: Unknown
Muestm: Colutaria B
Seflal: Calutaria B

Reporte de analisis

gid
Metoda: Tomilla_con_Mitrogena_3.gem

Focha de 1a Inyecclon: 10032021 03:07:47 p.m.
Fecha de prosesado: 10M372021 05:13:51 pm,

Cromatograma
ul¥

Analista- ASDRUBAL BUIZ
Analista- ASDRUBAL RUIZ
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Tahla de Datos
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E[;'ED,Hh_,LABSﬂLUTIONS\HS\MuEriu_P:hmM I"Tamillo\ColutariaVCalatario B god

Peakll Ret. Time Ares Height Coeme, Name
1 2625 26339 15388 000
] 258 79395 47064 0,000 Tamillo
3 ENrs] 18459 §250 0,004 Tomilla

Totml 124207 0710 0,000
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- Departamento de Calidad

Reporte de analisis

Mambre de b muesira; Colwtorio ©
Tipo de muesira; Unknown

1D Muestra; Calutario C

Seflal: Colutorio C.ged

Metoda: Tomillo_con_Miregens 3.gem

Fecha de Ia Inveccion: MVOS/2021 03:18:27 pom. Analista: ASDRUBAL RLEZ
Fecha de prosesado: 10/03/202 1 03:23:31 p.m, Analistn: ASDRUBAL RUIZ
Cromatograma
uv
[ .
| i ir
o v
{ I |
5 |

1 4 'j th i
o gl A .":._{_J;"'f
iy i

1 2 3 [l H 3

min

1 FId
Tabla de Datos .
C:\Data_LABSOLUTIONS\HE Materias_Primas'202 1 Tamillo\ColutoriotColutorio C.ged
FID1
Peak#  Ret, Time Area Hsight Cone, ame

1 2,750 o o 0,000 Tamilla
oz a2 ] 0 0,000 Tomillo
Total L] ] 0,000

Identificacion de % de alcohol en el colutorio A
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:"”“mam Departamento de Calidad
SEROE

Reporte de analisis

HNombre de ln muestra: Colusorio A

Tipo de muestr: Unknown

1D Musstra: Colutoria A

Sefial: Colutorio A-[ ged

Metndo: Btanal_con_nitrageno_2.gem

Fecha de la lnyecchon: 10/03/2021 01:59:00 p.en. Analisca: ASDRUBAL RULE
Fechn de prosecsdo: 1032021 02:07:0F pam. Analistn: ASDRUBAL RULZ
Cromatograma
oV
I e T TFIDT|
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Tabla de Datos
1'I_il:\D[:llJrru_L.\'ﬂBSOLLiT[l:rh'S‘M?.’d'vlr:l:x:r'ms_l"‘rimnu:\?l:tz I'EtanaColutaric\C olutorio A« ged
Peak¥ Rer Time Area Hefght Cone. Mame
1 3174 40004468 3182027 0,000 Aleahal Etilico

Total 40104468 J1ER0Z7 0,000



- Departamento de Calidad

Reporte de analisis

Moenbire de |8 misestra: Colutorin A
Tipo de muesira: Unknown

10 Miuestra: Colusorie A

Seial; Colutaria A-3,ged

Metoclo: Etanol_con_nitrogeno_2.gem

Fecha de |a lnyeccion: HNO3/2021 02:20:14 p.m. Analisa: ASDRUBAL RULZ
Fucha de prosesado: 10005/202 1 02:26:44 pm. Analiza: ASDRUBAL RUIZ

Cromatograma
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Tabla de Datos
E,If\an‘n_LABSDLUT‘IONS\HS‘\Mnhdns_PrimnﬂD‘l]‘EWmlmlmﬁo\Colu:wdnAA!.;@d
Peak# Ret. Time Argd Hedght Coae, Maime
1 5,179 404966090 3195387 0,000 Abeahal Etilico

Toal 0496609 3195387 9,000
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- Departamento de Calidad

LABOAATBRIAS

ZEPO

Reporte de analisis

Nombre de ln moestra: Etonol Estandar 40%
Tipo de mpsstra; Unknewn

10 Missstra: Etanal Estandar 40%

Sefial: Etanal Estandar 40%-1.ged

Metodo: Eianol_con_nitrogenn_2 gem

Fecha de la Inyecclon: $0M3/2021 01:27:10 pam.
Fecha de prosesado; 106037202 1 01:35:13 pm.

Analisca: ASDEUBAL RULZ
Analista: ASDRUBAL RUIZ

Cromatograma
uy
[ - B IFID]
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2000000+ |8
¥ |-
} {|
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i 2 4
min
1 FDL/
Tabla de Datos
CrData. LABSOLUTIONS HS \Malerias_Primad202 EranolColutoriciEranal Egandar 40%-1,ged
FiDi
Peakt Ret, Time Aol Helght Cane. Manwe
i 5,18 36054583 3023051 0,000 Aleahol Etilica
Total 36054983 3023051 o000

152



Departamento de Calidad

e Reporte de analisis

Nambre de la moestra: Etanol Estendar 40%
Tipo de muestra: Unknown
1D Mugstra: Etanol Estandar 4094

Seflal: Etanol Estandar $0%-3.ged

Metodo: Etanol_con_nitrogenn_2.gem

Fecha de la Inyection: 1VD3/2021 00:48:24 pm. Analista: ASDRUBAL RULZ
Fecha de prosesado: 10/03/2021 01:56:28 pum. Analisia: ASDRUBAL RULZ

Cromatograma
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Tabla de Datos
C\Data_LABSOLUTIONSHS Materins_Primasi202 I"Esmnal'Colutoric\Etanal Estandar 40%6-3.ged

Penk#  Ret Time Area Height Cone. Hame
1 5,141 34448081 2973264 0,000 Akahal Etilice
34448081 2WTING4 0,000

Total
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<= Departamento de Calidad

LABERATERIAS

Reporte de analisis

Mombre de In musstra; Etanol Estandar 40%
Tipe de muestra- Unknown

10 Musestra: Etunal Estarsdar $0%

Sedial: Etanol Estandar 40%-2,

Metode: Etanol_gon_nitroseno_2.pem

Fecha de o Inyeccion: 10032021 013747 pam. Analist: ASDRUBAL RUIZ
Fecha de prosesado: 10052020 01:45:52 pm. Analistn: ASTRUBAL RUIZ
Cromatograma

uv
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Tabla de Datos
CAData_LABSOLUTIONSIHS\Materias_Primasi202 EtaseliCalutorio\Etandl Estandar 4095-2.ged
FIDL
Peak# Ret Time Area Height Come, Tame
L 5154  B64SB041 04708 G000 Aloohol Bullie
Total 36458041 3047308 000

Recuento microbiano (anaerobios)

LT
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ficolazy O aeeoe sa0ee

Fechs de mospeién: 43081

Empresa soliitaste: Jorgn Rumires Rodrigon

Responsatie: Fecha de montage:  DAeIR
Mueskreada por:  SOLICTTARTE Fechs de regortes 530321
UESTRA (5) | AMALISIS-DESCRIPCION RESULTADOS |UMIDAD |OTROS
| Coabaorie &
‘Forscam el Actohica 18 Rl WAM P
METOD0S: Rl
www.microlabscr.com Tel: 2234-8H-37, ZZ34-35-62  Fux: 2224-65-41
Corren: com del carrea 75 mectras sl norte

G
"DrTE: o
~ Faschosk.commicralabser San Jest, Cost Rica, Zip Code: 11801 _-
B T T gy e——r— ,-u-mu.nm:.,nd'm-_
- ADAL FT ENRGLLMENT I 19S5, 5. MINISTERID SALUDE: § 8845
= BIALG - SENASA {CV(H: AN 195150 4 Mo SEEC Sl
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84067
ree
ANRIE |
wnam
ANALISIS-DESCRIPCION RESULTADOS |UNIDAD OTROS
[y <10 URCHel, BAMFA
METODOS: Rv-B3-30
wow.mlcralbier. com Tel: 22344037, T134-5B61 Fun: 2RMA-6541
Correo; laboratoriedmi com  Guadalupe, del correo 75 meeros al norte
Facchook San Jese, Costs Rica, Fip Codes 10801

Esie Labaratarhs cucntn o Pragramas e Caliied fricrom 7 Eriorooa. T B
1 AAR PT ENBOLLSENT 10119455, 1- MINISTERIO SALUD: # 41045
I BAG - SENASA (CVOG NS 1-D0M 4 MOC- SERC SIS,

e B W e
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-
“encoLA3D cotoo cerepor=. 84068
LI
Emgresa solicitantu:  orpe Ramirer Rodrignez -
Rispuiaalshs BLOIG
—

Muestinadn por! EOLICITARTE

MUESTRA ()
1. Colwtarks £
Wectenia tnial Aembics <10 VL B T
METOMG: Rew5:21
www.microlabser.com Tel: T234-88-37, 1234-58-6F  Fax: 2224-65-01
Correa: e = o ey del corres 75 metros all norie
Facebook. com/mbcrelabse Sam Jose, Costa #ip Code: 16801~

Vit Lahirarsria faeata s Progrs s ¢ Caidad Rty Eterme, Frrminen Samitariar 7 Cartificades d Valide Bgrvachanal
- ADALT PT EXROLLMENT MIAEFHSE, 1 MIMISTERIO SALUB: & 01043
3 MAG - SENASA (‘nﬁ_ﬂ‘m“ﬁl-lﬂl. A MIOC- SEEC S




