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INTRODUCCION:

Los fitoterapicos utilizados con potencial terapéutico por el contenido de sustancias
activas presentes en extractos vegetales procedentes de especies medicinales,
requieren un proceso de disefio y formulacion que conlleva establecer etapas y
procedimientos antes de definir la forma farmacéutica final. Los tratamientos
convencionales son de costo elevado y reacciones adversas ocasionales, por lo cual
evidenciar la actividad cicatrizante de especies vegetales medicinales como
alternativas en una forma farmacéutica de gel que contemplen mejor o igual efecto
cicatrizante y bajo costo en comparacion a los productos farmaceéuticos

convencionales, consideramos es provechoso en la investigacion.

En los estudios previos sobre las especies analizadas en la investigacion se
encontraron evaluaciones de la actividad cicatrizante y antiinflamatoria de crema a
base de Calendula officinalis al 1%, pomada de Plantago major al 15%, gel de Aloe
vera solo y con Calendula officinalis, asi como preparaciones hidroalcohdlicas de
Plantago major y extractos secos de Calendula officinalis, demostrando en todos los
resultados que las especies en estudio favorecian los procesos de cicatrizacion en

heridas inducidas en animales.

Actualmente no existe un producto natural con efecto cicatrizante comercializado
nacionalmente que incorpore las especies vegetales Aloe vera, Plantago major y
Calendula officinalis, por lo que el presente estudio plantea la combinacion de esas
especies para posterior disefio y formulacion de un fitofarmaco con efectividad
terapéutica evidenciada, mejor o igual a los productos convencionales, cumpliendo
con el RTCA 11.03.56:09 de productos naturales medicinales para uso humano,
verificacion de la calidad, siendo provechoso para la poblacion Nicaragiiense con
dificultades de acceder a los productos farmacéuticos convencionales, al disponer

de una opcidn terapéutica segura y econdmica.

El gel disefiado y formulado fue sometido a ensayos de actividad cicatrizante en
hamsteres sirio dorado, cuya efectividad cicatrizante fue mejor en comparacion con

un gel de referencia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

¢,Como disefar y formular un gel a base de extracto fluido de Aloe vera, Plantago

major y Calendula officinalis con efecto cicatrizante?

DISENO Y FORMULACION DE GEL CICATRIZANTE
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OBJETIVOS:

Objetivo General:

Disefiar y formular un gel cicatrizante conteniendo extracto fluido de Aloe vera,

Plantago major y Calendula officinalis.

Objetivos Especificos:

Establecer los parametros idoneos de extraccidn droga/solvente y concentracion

de solvente de Plantago major y Calendula officinalis.

Evaluar los pardmetros de calidad de los extractos vegetales de acuerdo a la
Norma Ramal Ecuatoriana del control de calidad de fitofarmacos.

Seleccionar la formulacion ideal que posea caracteristicas organolépticas y

fisicoquimicas més convenientes a partir de pilotos evaluados.

Evaluar los parametros de calidad del producto terminado de acuerdo al RTCA
11.03.56:09 de productos naturales medicinales para uso humano, verificacion

de la calidad.

Determinar la efectividad cicatrizante del gel en heridas inducidas en hamsteres

sirio dorado.

DISENO Y FORMULACION DE GEL CICATRIZANTE
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MARCO TEORICO:

1. Plantas medicinales:
1.1 Aloe vera:

1.1.1 Clasificacion Taxondmica:

e Reino: Plantae.

S5,

e Subreino: Tracheobionta. Figura N°1: Aloe vera. (11)

e Divisién: Magnoliophyta.

e Clase: Liliopsida.

e Subclase: Lilidae.

e Orden: Liliales.

e Familia: Liliaceae.

e Subfamilia: Asphodeloideae.

e Género: Aloe.

e Especie: A. vera.

e Nombre comun: Acibar, sabila, aloe de Barbados, aloe de Curazao, aloe,
aloevera, azabila, babosa, gamonita, pita perfoliada, pita zabila, yerba babosa,

zabida, zabin, zabira, zadiba, zambana, zavida, entre otros.

1.1.2 Parte utilizada:

e Para fines terapéuticos se usan las hojas frescas y zumo en forma de pulpa.

1.1.3 Caracteristicas Generales:

1.1.3.1 Descripcion botanica:

La suculenta A. vera, similar al cactus, tiene tallo corto y grueso donde van
creciendo las hojas en forma de rosetén, sin rebrotes laterales, con una altura de
30-100cm. Las hojas son gruesas, carnudas, largas, anchas, con puntas espinadas
en los bordes con dientes de 2mm. Miden entre 30-60cm de largo por 7-8cm de
ancho, dispuestas en forma de rosetas basales de hasta 20 hojas. En la parte
inferior tienen forma convexa, con borde rosaceo palido, distanciadas entre si por
10-20mm, llegando a pesar 1.5kg. (12) (13)
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Las flores son largas en forma de tubo rojizo anaranjado o amarillento en corimbos
espigados. La inflorescencia incluida el peddnculo tiene 70-100cm de alto, en
racimo de 30-50cm por 5-6¢cm. Los estambres miden 30-35mm. El caliz es tubuloso
de 6 divisiones verdosas en el limbo, el resto es rojizo anaranjado. Los estambres
salen del cdaliz. El fruto es una cépsula oblonga de 20-25mm por 6-8mm, con
semillas centimétricas, marcada con 3 ranuras de 3 celdas, granos aplanados y
angulosos. La raiz es larga, se extiende en forma plana por la tierra, formando un

rizoma que puede ser dividido para propagar la planta. (12) (13)

1.1.3.2 Origen y distribucion:
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Figura N°2: Origen y distribucion del Aloe vera. (14)

A. vera es una planta que se origind en Arabia y noroeste de Africa. Se encuentra
distribuida de forma silvestre o cultivada en el Norte de Africa, Asia, Medio oriente y

las Américas, especialmente las Antillas y la precordillera Andina.

Existen alrededor de 360 especies. El nombre sabila, procede de la voz arabe
"Sabaira" que significa "amargo”, el género cientifico Aloe proviene de la palabra
arabe "Alloeh", que significa "sustancia brillante amargosa". En el continente
americano, su introduccion fue realizada por Cristobal Colon, quien la traia como

parte de los remedios del botiquin abordo. (12)
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1.1.3.3 Composicion quimica:
La especie A. vera tiene cerca de 200 elementos constitutivos que trabajan en forma

conjunta produciendo numerosos efectos benéficos. Sus principales componentes
son:

HO

Figura N°3: Aloina. (15) Figura N°4; Mucilago. (16)
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Figura N°5: Emodina. (17) Figura N°6: Saponina. (18)
O 0
™
OH X OH
HO
Figura N°7: Acido p-cumarico. (19) Figura N°8: Acido Cinamico. (20)
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1.1.4 Principales usos medicinales:

Alivia el escozor por picaduras de insectos.

Alivia torceduras, artritis, dolores musculares y muelas.

Desaparece ampollas, venas varicosas, arrugas, hemorroides, irritaciones
cutaneas, acné, manchas de sol, quemaduras, hongos, heridas, cicatrices, colitis
ulcerosa, colon irritable y enfermedad de Crohn.

Protector solar, laxante.

1.1.5 Propiedades:

Antiinflamatoria, analgésica, anticoagulante, antimicrobiana, antiséptico,
antifangica, antiviral.

Cicatrizante.

Depurativa, antitdxica.

Energética, nutritiva.

Hidratante.

Inmunoestimulante.

Regenerativa de tejidos.

1.1.6 Contraindicaciones y precauciones:

Contraindicado en nifios menores de 12 afios, embarazo, lactancia.
Administrar con precaucion en diabéticos e intervenciones quirdrgicas.
Usar con precaucion durante la menstruacion.

Usar con precaucion en personas alérgicas a la planta.

1.1.7 Reacciones adversas:

Coloracion rojiza en la orina, coélicos gastrointestinales, diarrea.

Problemas cardiacos y musculares por pérdida excesiva de potasio. (12) (13)
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1.2 Plantago major:
1.2.1 Clasificacién Taxonomica:

e Reino: Plantae.

e Subreino: Tracheobionta.

Figura N°9: Plantago major. (21)

¢ Divisidon: Magnoliophyta.

e Clase: Magnoliopsida.

e Subclase: Asteridae.

e Orden: Lamiales.

e Familia: Plantaginaceae.

e Subfamilia: Nymphalinae.

e Género: Plantago.

e [Especie: P. major.

e Nombre comun: Alpiste, ballico, cafiamén, cinco venas, gitanilla, grana, hierba
de las siete costillas y venas, lengua de carnero, llantel mayor, llantén, pelosilla,

pelusa, plantago, yantén, entre otros.

1.2.2 Parte utilizada:

e Para fines terapéuticos se usan las hojas, flores y semillas.
1.2.3 Caracteristicas Generales:
1.2.3.1 Descripcioén botanica:

P. major es una planta herbacea perenne con tallo no ramificado, erecto, grueso,
formando un tronco compacto, alcanza los 30-65cm de altura. Tiene un rizoma corto
con raicillas amarillas. Posee hojas dentadas, gruesas coriaceas, con limbo oval,
alternas, basales, dispuestas en roseta con 3-6 nerviaciones longitudinales que se
estrechan y contindan en el peciolo acanalado. Miden de 5-20cm de largo por 4-
15cm de ancho. Tiene 1-30 inflorescencias con pedunculos acanalados de 6-30cm
de largo. Sus flores son verde blancuzco en espigas linear-cilindricas de 3-20cm de
largo, densamente apretadas y separadas en la parte inferior del raquis, bracteas-

ovado lanceoladas de 0.5-1mm de largo durante la floracién. (22) (23)
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Sus frutos son cpsulas globosas o elipsoide de 2-5mm de largo, café oscuro,
pixidios, con dehiscencia proxima a la mitad con 6-30 semillas, cuerpo translicido
de color café rojizo oscuro con textura rugosa. Su raiz principal es degenerada,

superada por las raicillas, dando aspecto de raices fibrosas.

1.2.3.2 Origen y distribucion:

WESTERN P
WORLD"
(eatho/ie ang
protesrant
Europe)

S e K; 0
Chinese re)%ga

Other Turkict—— T Wor ld
FPeoplos Wocld <" South
_ Asia
:l'tur-.l”l:t P Southeast
r Somesmes incladed Asia

g Q i Ewrasiss svea

[EURASIA AND EURASIANISM |

Figura N°10: Origen y distribucién del Plantago major. (24)

P. major es originario de la region Euroasiatica y Norafricana. Se distribuye en casi

toda Europa, Africa del norte, Asia occidental, América del Norte y América Latina.

En 1550 se desarrollé un trafico de 2 direcciones entre el viejo y nuevo mundo. Los
espafioles trajeron plantas medicinales, especialmente aromaticas de la familia
Lamiaceae y otras como el llantén que acompafio a los primeros europeos por los
bosques virgenes de América del Norte y los indios lo llamaron "huella de los cara
palida". (23)
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1.2.3.3 Composicion quimica:

La actividad terapéutica de la especie P. major se le atribuye a la interaccion de

varios compuestos, entre los cuales se encuentran:

Figura N°12: Catalpol. (25)

0
N NJ\NHZ
H H

Figura N°13: Flavonoide. (26) Figura N°14: Alantoina. (27)

HO OH
OH

Figura N°15: Acido Galico. (28)

Figura N°16: Mucilago. (16)
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1.2.4 Principales usos medicinales:

e Alivia la hinchazén producida por picadura de insectos.

e Alivia dolores de garganta, tos, afonia y dolores de menstruacion.
e Cicatriza fisuras anales, llagas en encias y quemaduras.

e Favorece la depuracion y coagulacion de la sangre.

¢ Reduce hemorroides y detiene la diarrea.

1.2.5 Propiedades:

e Antiinflamatoria, antibiética, antiséptica, antihemorragico, antialérgico,
astringente.

e Bacteriostatico.

e Cicatrizante, regenerante, calmante.

e Depurativo, saciante, diurético.

e Expectorante, emoliente.

e Hipocolesterolemiante.
1.2.6 Contraindicaciones y precauciones:

e Contraindicado en casos de estrefiimiento.
e Contraindicado en mujeres embarazadas y recién nacidos.

e Utilizar con precaucién en personas alérgicas a la planta.

1.2.7 Reacciones adversas:

e No tiene efectos secundarios si es consumido por via oral, pero se puede
generar reacciones alérgicas en personas susceptibles si se usa directamente
sobre la piel. (22) (23)
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1.3 Calendula officinalis:
1.3.1 Clasificaciéon Taxondmica:

e Reino: Plantae.

e Subreino: Tracheobionta.

e Division: Magnoliophyta. Figura N°17: Calendula officinalis. (29)

e Clase: Magnoliopsida.

e Subclase: Asteridae.

e Orden: Asterales.

e Familia: Asteraceae.

e Subfamilia: Asteroideae.

e Género: Caléndula.

e Especie: C. officinalis.

¢ Nombre comun: Azucena, maravilla, caldo, caléndula, calta, caréndula, clavel,
clavel de huerto, clavelina, clavel silvestre, corona de rey, espantanovios,
flamenquilla, flor de difunto, flor de pastor, flor de todos los meses, margarita,

marquesita, reinita, tarantula, tudescas, entre otros.

1.3.2 Parte utilizada:

e Para fines terapéuticos se utiliza toda la planta.
1.3.3 Caracteristicas Generales:
1.3.3.1 Descripcién botanica:

C. officinalis es una planta herbacea, aromatica, glandular, de anual a perenne,
lefiosa Unicamente en la base. El tallo de 20-55cm de altura, anguloso cubierto de
pellos, ramificado, erguido. Las inflorescencias en capitulos de 3-5cm de ancho,
son amarillo anaranjado. Las hojas de 7-14cm de largo por 1-4cm de ancho,
alternas, gruesas, simples, oblongas lanceoladas o espatuladas. Presenta flores
amarrillas tubulosas masculinas en el centro del capitulo floral y flores naranjas
liguladas femeninas en la periferia, se disponen en capitulos o cabecillas que se

reclinan después de que han florecido, de color amarillo oro, naranja o blanco. (30)
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Los frutos son aquenios encorvados, provistos de puas dorsales membranosas que
alternan con otros cimbiformes mas cortos de forma navicular. Dentro del fruto se
encuentra la semilla y embridon que poseen una curvatura y forma conica. Posee

una raiz principal de 30cm pivotante y puntiaguda.

1.3.3.2 Origen y distribucién:

Figura N°18: Origen y distribucién de Calendula officinalis. (31)

No se sabe realmente de donde procede, pero se cree que del centro y este de
Europa y area mediterranea, del cruce de otras especies del género caléndula,

quiza de C. arvensis, maravilla silvestre y alguna otra.

El nombre caléndula proviene del latin "Calendae", que significa "calendario",
designa el primer dia de cada mes. Al igual que los girasoles, sus flores siguen el
movimiento del sol, conociéndose con el nhombre de "Solsequium”, que significa

"que sigue al sol". (32)
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1.3.3.3 Composiciéon quimica:

La especie C. officinalis posee un amplio espectro de compuestos quimicos con

diversas acciones terapéuticas. Entre los compuestos mas investigados dado su
interés farmacoldgico estan:

Figura N°19: Quercetina. (33) Figura N°20: Faradiol. (34)

OH

Figura N°21: Acido Salicilico. (35) Figura N°22: Cariofileno. (36)

O OH

y OJ\/KH/OH

0]

Figura N°23: Flavonoide. (26) Figura N°24: Acido Malico. (37)
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1.3.4. Principales usos medicinales:

Alivia quemaduras, inflamacién, dolor.

Alivia la indigestién y gastritis.

Ayuda a recuperarse de gingivitis, laringitis, amigdalitis y llagas en la boca.
Mejora los abscesos, foranculos, dermatitis, grietas y sequedad.
Regenerante de la piel, cicatriza heridas y alivia picaduras de insectos.

Regula la menstruacion y reduce los dolores.

1.3.5 Propiedades:

Antiinflamatoria, antiemética, inmunoestimulante, antiséptica, antibacteriana,
antiviral, antifingica, antiespasmadica, antiulcerosa.

Cicatrizante, regenerante, emoliente.

Colérica, hipoglucemiante.

Emenagoga.

Hepatoprotectora.

1.3.6 Contraindicaciones y precauciones:

Contraindicado durante el embarazo y lactancia.
Usar con precaucion en personas con hipersensibilidad a la caléndula u otras

especies de la misma familia.

1.3.7 Reacciones adversas:

Dermatitis atopica rebelde.

Alergia de contacto. (32)
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2. Terapia Tépica:

2.1 Concepto:

Es la parte de la terapéutica dermatoldgica que aplica sustancias sobre la piel o
mucosas para aliviar o curar lesiones. En terapia tépica las sustancias
farmacol6gicamente inertes, ademas de actuar como vehiculo ejercen un efecto
fisico importante que usados adecuadamente resuelven numerosas dermatosis, por

lo tanto, la selecciéon de estos debe hacerse cuidadosamente.

En dermatologia se puede elegir entre la terapia topica, en la cual el principio activo
entra en la piel, se distribuye en todo el organismo y posteriormente es eliminado; o
la terapia sistémica donde el principio activo se distribuye por todo el organismo,

llegando solamente una porcion a la piel.

2.2 Consideraciones farmacocinéticas:

Cuando los principios activos se aplican en forma topica, migran por proceso de
difusidén pasiva. El estrato corneo es la principal via de penetraciéon cuando esta
intacto, es la barrera mas importante, generandose entre la epidermis y tejido
subcutaneo un gradiente de concentracion. A medida que se produce la mejoria
clinica y aparece un estrato corneo normal, la absorcion se enlentece, siendo
necesario aumentar la concentracion del principio activo. Existen variaciones
regionales en la absorcion de los principios activos, relacionados con el grosor del
estrato corneo. La absorcion es menor en plantas y palmas, mayor en rostro y

antebrazos y muy marcada en el escroto y las mucosas.

La variacion regional se toma en cuenta al elegir el vehiculo y concentracion de los
principios activos. La hidratacion del estrato cérneo aumenta la permeabilidad de
las drogas y disminuye la resistencia a la difusion, incrementando la superficie de
absorcion cutanea. Esto se logra en la practica clinica usando vendajes y vehiculos

oclusivos (grasas). (38)
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2.3Clasificacion de la terapia topica:
2.3.1 Segun mecanismo de accién:

2.3.1.1 Terapia empirica: Es aquella cuya efectividad ha sido demostrada en

estudios doble ciego, aunque su mecanismo de accion sea desconocido.

2.3.1.2 Terapia especifica: Terapia en la cual su accion es bien conocida y ha sido

comprobada.

2.3.1.3 Terapia placebo: Comprenden aquellas terapias cuya efectividad no tiene
relacion con la farmacologia de la droga.

2.3.2 Segun forma farmacéutica:

Esta clasificacion depende del vehiculo utilizado. El vehiculo ejerce un efecto fisico
en contacto con la piel. En la terapia topica la seleccion del vehiculo es importante,
a diferencia de la terapia sistémica, ya que no sélo funciona como un sistema
dispensador del principio activo, sino que ejerce una accion terapéutica debido a su
efecto beneficioso inespecifico sobre la piel lesionada, como refrescante, protector,

emoliente, oclusivo y astringente.

2.4 Elementos basicos usados en preparaciones tépicas:
Los materiales basicos son los polvos, grasas y liquidos.

2.4.1 Polvos: Se utilizan principalmente los polvos sueltos de naturaleza organica
como el maiz, trigo, arroz y papa, e inorganicos como el éxido de zinc en polvo

suelto, pastas y lociones para agitar.

2.4.2 Grasas: Segun su origen hay grasas vegetales, minerales y animales, y por

su consistencia grasas liquidas (fluidas), aceites, semisdlidas y soélidas.

2.4.3 Liquidos: El mas utilizado es el agua purificada. Es el ingrediente mas usado
en dermatologia. También se usa glicerol, etanol puro, propilenglicol (solvente de
esteroides en cremas y unguentos), éter (solvente en tinturas y colodiones), sorbitol

como humectante en crema al 70% en agua. (38)
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2.5 Clasificacion de las preparaciones farmacéuticas para uso externo:
2.5.1 Preparaciones semisolidas:
Son formas de dosificacidn aplicadas sobre la piel generalmente sin friccion.

Incluyen cremas, ungientos y pastas.

2.5.1.1 Cremas: Son bases emulsificadas semisoélidas. Se encuentran las cremas
O/W (emulsion aceite en agua) llamadas evanescentes, son miscibles en agua,
refrescantes, emolientes, suavizantes, no oclusivas y bien absorbidas en la piel. Las
cremas W/O (agua en aceite) son poco removibles con agua, resistentes al roce y
oclusivas. Son emolientes, lubricantes y de gran poder hidratante.

2.5.1.2 Ungulentos: Son preparaciones semisélidas, homogéneas o heterogéneas,
cuya base es de naturaleza grasa. Contienen principios activos disueltos o
insolubles dispersos en bases oleosas como la vaselina o bases de absorcion como

la eucerina.

2.5.1.3 Pastas: Son preparaciones solidas y rigidas. Contienen gran cantidad de
material finamente pulverizado (20-50%). Los polvos méas usados son el 6xido de

zinc, talco, almidén, bentonita, diéxido de titanio y 6xido de aluminio.
2.6 Consideraciones al iniciar la terapia topica:

2.6.1 Frecuencia de administracion: Al incrementar la frecuencia de administracion

de preparados emolientes en dermatosis cronicas, mayor seré el efecto y mejoria.

2.6.2 Oclusion: Aumenta la penetracion de las drogas, efecto irritante y toxico de los

medicamentos y promueve la foliculitis, infecciones y miliaria.

2.6.3 Efectos indeseables: Los mas comunes son la toxicidad aguda y crénica,

efectos locales, sistémicos, sensibilizacién, fototoxicidad y fotosensibilizacién.

2.6.4 Uso de preparaciones extemporanea vs industriales: A diferencia de los
magistrales, los patentados no siempre declaran la formula exacta, sélo se
especifica la droga activa y a veces el vehiculo. Los vehiculos extemporaneos son
aplicados en terapia individualizada y como alternativas de usar drogas inestables

o estabilidad desconocida. (38)
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3. Fitoterapia Basica de la piel:
3.1 Concepto:
Se refiere al empleo de plantas medicinales en dermatologia para tratar diversas

dermatosis o lesiones mecanicas a nivel de piel.

3.2 Sustancias de uso externo utilizadas en fitoterapia de la piel:

3.2.1 Astringentes: Esta accion es realizada por plantas ricas en taninos, acidos

organicos, flavonoides y antocianinas.

3.2.2 Emolientes y suavizantes: Esta acciébn se debe a mucilagos, pectinas y

almidon.

3.2.3 Antisépticos: Esta accion se debe al contenido de esencia, naftoquinonas y

lactonas.

3.2.4 Antifungicos: Esta accion se debe al efecto antiséptico de algunos compuestos

como carvacrol y timol.
3.2.5 Cicatrizantes: Esta accion se debe a sustancias como alantoina o asiaticésido.

3.2.6 Productos capilares: Son estimulantes del foliculo piloso y tonifican el cuero

cabelludo.

3.2.7 Materias grasas: Ciertos aceites ricos en glicéridos, vitamina E, 4cidos grasos

esenciales y lecitinas ejercen accion suavizante, protectora y nutritiva sobre la piel.

3.2.8 Colorantes: Contenido en plantas ricas en naftoquinonas.

4. Estructura general de la piel y sus componentes:

La piel o sistema tegumentario, es el mayor érgano del cuerpo humano con un peso
aproximado de 5kg, una superficie total entre 1.5-2m? dependiendo del volumen de
la persona y 1/6 del peso corporal total. Actia como barrera protectora que aisla al
organismo del medio que lo rodea, protegiéndolo y manteniendo integras

sus estructuras. (39)
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4.1 Histologia de la piel:

Se encarga del estudio de las estructuras celulares en forma de tejido. En las
distintas partes del cuerpo la piel puede variar en espesor, color, presencia de vello
y glandulas.

4.1.1 Capas constitutivas:

4.1.1.1 Pelicula Hidrolipidica:

Es una emulsién de agua y grasa que se encuentra en la superficie cutdnea, hace
la piel mas flexible y la protege de bacterias y hongos. Su composicion varia en
funcién de la zona corporal o factores externos como hora del dia o alguna
enfermedad. La porcion hidréfila tiene un pH acido, por la presencia de acido lactico,
pirrolidocarbénico y aminoacidos, teniendo un pH entre 5.4-5.9, propiciando una
flora bacteriana saludable que protege a la piel de microbios. En otras zonas del

cuerpo como axilas, zona anal y genital, el pH se encuentra en torno a 6.5.

4.1.1.2 Epidermis:
Es la capa externa llamada también cuticula. Posee una capa externa de células

muertas que se eliminan constantemente de la superficie de la piel y son sustituidas

por células formadas en el estrato germinativo.

La epidermis estd compuesta por:

4.1.1.2.1 Capa cérnea: Es la mas superficial de la epidermis, estd formada por
células escamosas planas y finas, en la superficie de la piel estan muertas,
desprendiéndose y sustituyéndose constantemente. Posee una parte compacta
constituida por 15-20 capas de células corneas ancladas entre si por desmosomas

o tonofibrillas.

4.1.1.2.2 Capa lucida o clara: Tiene queratinocitos diafanos intimamente agrupados

llenos de un gel blando denominado eleidina, que se transforma en queratina.

4.1.1.2.3 Capa granulosa: Aqui comienza la queratinizacion. Las células en esta
capa se distribuyen en una lamina de 2-4 capas de profundidad y estan llenas de
granulos gue se tifien intensamente, denominados queratohialinas, necesaria para
la formacion de queratina. Como sucede con el estrato lucido, esta capa puede faltar
en algunas zonas de la piel. (40)
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4.1.1.2.4 Capa espinosa: Esta formado por 8-10 capas de células de forma irregular,
con puentes intercelulares o desmosomas que unen células adyacentes dando un
aspecto espinoso lleno de puas. Las células de esta capa son ricas en &cido
ribonucleico (ARN), para la sintesis proteica de queratina.

4.1.1.2.5 Capa basal: Es una capa de células cilindricas, siendo el Unico estrato
donde sus células sufren mitosis. Esta actividad regeneradora hace que las células
se trasladen a través de las otras capas hasta desprenderse de la superficie
cutanea. El estrato espinoso y basal se conoce como estrato germinativo o capa de
crecimiento.

4.1.1.3 Dermis:

Es 20-30 veces mas gruesa que la epidermis, encontrando los anexos cutaneos
corneos (pelos y ufias) y glandulares (glandulas sebaceas y sudoriparas). La dermis
puede superar los 4mm en las plantas de los pies y manos. Su finura es maxima en
los parpados y pene, donde rara vez supera los 0.5mm. La dermis se divide en
dermis papilar fina llamada asi por las papilas dispuestas en filas sobre su
superficie, compuesta por tejido conectivo laxo, fibras de colageno tipo Ill y asas
capilares; y la dermis reticular gruesa compuesta por tejido conectivo denso, fibras
de colageno tipo |, fibras elasticas, mastocitos, reticulocitos y macrofagos. La dermis

contiene fibras musculares esqueléticas y lisas.

4.1.1.3.1 Anexos 0 anejos cutaneos de la dermis:

4.1.1.3.1.1 Pelo: Son estructuras queratinizadas situadas en casi toda la superficie
de la piel (excepto palmas, plantas, labios, pezones, partes de genitales externos y
extremos distales de los dedos) que asientan en una invaginacion epidérmica.

Constan de tallo y raiz o foliculos pilosos.

4.1.1.3.1.2 Uias: Protegen la region distal de los dedos, defensa y pinza para
manejar objetos pequefios. La lamina ungueal de forma rectangular es la estructura

mas visible de las ufas.

4.1.1.3.1.3 Glandulas sebéaceas: Son glandulas holocrinas, es decir, excretan
contenido celular productor lipidico que mantiene el manto hidrolipidico. Se

encuentran en toda la piel excepto en palmas y plantas.
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4.1.1.3.1.4 Glandulas sudoriparas: Se encuentran las ecrinas o merocrinas que
controlan la temperatura y estan localizadas en todo el cuerpo, en mayor cantidad
en las palmas y plantas. (40)

Son las responsables de la produccidon de sudor compuesto de agua y sales como
cloruro de sodio, amoniaco, &cido Urico, urea y &cido lactico; y las apocrinas que
tienen funciones odoriferas, localizadas en los genitales y axilas. Producen una
secrecion que se contamina facilmente con bacterias y produce el olor corporal
caracteristico.

4.1.1.4 Tejido subcutaneo (hipodermis):

Esta compuesto de tejido conjuntivo laxo y adiposo, dando funciones de regulacion
térmica y movimiento a través del cuerpo. Representa la reserva energética mas
importante del organismo gracias al almacenamiento y liberacion de acidos grasos.
Sus células grasas (adipocitos), son células voluminosas, con nucleo aplanado
pegado en la periferia por una gota de lipido. Posee dos capas que son la capa
areola que es la mas externa y esta en contacto con la dermis y la capa lamela que
es la mas profunda, las células son fusiformes (en forma de huso), pequefas y se
distribuyen horizontalmente.

4.1.1.5 Fascia profunda:

Es una capa de tejido conjuntivo muy denso y organizado que reviste las estructuras
internas como los musculos, creando compartimientos que evitan su expansion

excesiva y asi no comprimir las venas. (40)

Pelo
Glandula Sebacea

Terminacién Nerviosa Libre

La Piel ©

+Epidermis

Nervio

-Dermis

-Hipodermis

Arteriola
Sudoripara Grasa, Colageno, Microblastos

Figura N°25: Estructura de la piel. (41)
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4.1.2 Regeneracion epitelial:

4.1.2.1 Crecimiento y reparacion de la epidermis:

Al perderse células del estrato corneo, se sustituyen los queratinocitos por actividad
mitética para mantener el espesor de la epidermis formando nuevas células al
mismo tiempo que se descaman del estrato corneo. Las células se empujan desde
el estrato basal hasta desprenderse. Tras una abrasion se acelera el proceso
eliminando capas celulares del estrato corneo, produciendo una intensa
estimulacion de la actividad mitética del estrato basal, disminucion del recambio o
tiempo de maduracién y reproduccion de una poblacion de células. Si la abrasion
contindia durante un periodo prolongado, intensa actividad mitética y menor tiempo
de recambio, se produce un estrato corneo anormalmente grueso y aparicion de
callos. Las células que emigran a la superficie ascienden en columnas verticales
independientes de 8-10 células basales activas, conociéndose el proceso como

unidad proliferativa epidérmica o UPE.

4.1.2.2 Crecimiento y reparacion de la dermis:

La dermis no se descama y regenera de una forma continua. La regeneracion rapida
s6lo se produce en circunstancias no habituales, como en la cicatrizacion de heridas
donde los fibroblastos se reproducen con rapidez y forman una masa densa de
nuevas fibras de tejido conjuntivo, si no es sustituida por tejido normal queda una
cicatriz. Si las fibras elasticas de la dermis se distienden en exceso, como en el
embarazo u obesidad, se debilitaran y romperan, formando surcos deprimidos,
rosados o azulados, con bordes dentados (desgarros) que, al cicatrizar pierden el
color, quedando cicatrices lineares y brillantes blanco plata (estrias).

4.1.3 Funciones de la piel:

Las funciones de la piel son fundamentales y variadas para mantener la
homeostasia. Entre las cuales se encuentran:

4.1.3.1 Proteccion: Protege a los tejidos de la invasion de microorganismos,
sustancias quimicas nocivas y disminuye la lesibn mecanica de las estructuras
subyacentes que podrian dafiarse por traumatismos menores que se sufren de

forma regular. (40)
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4.1.3.2 Termorregulacion: Regula la temperatura constante de 37°C. Por ello se le
da el nombre de corazén periférico. Se sitia entre los 37°C, aumentando a 37.6°C
al finalizar la tarde y disminuyendo a 36.2°C por la mafiana. Lo realiza por diferentes
mecanismos como: Produccion de calor (se produce por el metabolismo de los
alimentos); y pérdida de calor: (para mantener la temperatura interna constante se
regula la cantidad de calor perdido por diferentes mecanismos como evaporacion,

radiacion, conduccion y conveccion).

4.1.3.3 Sensibilidad: Existen receptores en la piel que detectan estimulos que

originan sensaciones somaticas como presion, tacto, dolor y vibracion.

4.1.3.4 Deposito: Es un reservorio de mdultiples sustancias como minerales,

sustancias grasas, sustancias organicas, hormonas, vitaminas, entre otras.

4.1.3.5 Emuntorio: El organismo a través del sudor y secreciones sebaceas excreta

productos de desecho como &cido Urico, amoniaco y urea.

4.1.3.6 Antimicrobiana: Actla como una barrera natural gracias a las células de

Langerhans que trabajan con las células T.

4.1.3.7 Sintesis de vitamina D (funcion endocrina): Inicia cuando la piel se expone
alaluz ultravioleta, haciendo que las moléculas del deshidrocolesterol se conviertan

en el precursor colecalciferol, para transformarse en vitamina D.

4.1.3.8 Pigmentacion: En la capa basal de la epidermis se encuentran las células

melandgenas, productoras de melanina, que da distintas tonalidades a la piel. (40)

4.1.4 Composicion quimica de la piel:

Esta compuesta por 64% de agua, 33% de proteinas, 2% de grasa, 0.5% de sales
minerales y 0.5% de otras sustancias. Las proteinas que la componen son
estructurales fibrosas o escleroproteinas (elastina 0.3%, colageno 2.9%, queratina
2%) y no estructurales o globulares en 1.7% (albuminas, globulinas, mucinas,
mucoides, prolaminas e histonas). El 20% de agua se combina con las fibras de
colageno y no contribuye a dar sensacién de humedad, el porcentaje restante se

encuentra en forma libre entre las fibras. (42)
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5. Cicatrizacion:

5.1 Concepto:

Es el conjunto de procesos bioldgicos que utiliza el organismo para la restitucion del
tejido lesionado hasta conseguir su hormalidad funcional y recuperar su integridad.
5.2 Fases de cicatrizacion:

5.2.1 Fase latente, infiltracién o inflamatoria:

Comprende entre el primer y segundo dia. Se caracterizada por una respuesta
vascular y celular, los capilares se dilatan, el volumen sanguineo aumenta,
disminuye la rapidez de la circulacién de la sangre que lleva leucocitos y plasma
que forma un exudado en la zona lesionada y se liberan sustancias como
leucotaxina atractora de glébulos blancos, la necrosina activadora del mecanismo
de coagulacién e histamina que aumenta la permeabilidad de las paredes capilares,
permitiendo que liquidos, proteinas y leucocitos penetren en la zona. En esta fase
las células lesionadas se desintegran habiendo tumefaccion y la herida se cubre de

una ligera costra o red de fibrina que después es absorbida.

5.2.2 Fase de fibroplasia, migracion o proliferacion:

Comprende entre el tercer y decimocuarto dia. En este periodo aparecen los
fibroblastos que forman el tejido granulado compuesto por sustancia fundamental y
colageno, se recanalizan los vasos linfaticos, se forman capilares sanguineos, hay
aumento de nuevo capilares y brotes linfaticos endoteliales en la zona herida. De la
fibroplasia resulta la formacién de un tejido granuloso (conectivo), posterior
epitelizacion (queratinizacion). La herida aparece rosada debido a los capilares en

el tejido granuloso y la zona es suave y tierna.

5.2.3 Fase de contraccion, retraccion o maduracion:

Comprende entre el dia 15 hasta lograr la cicatrizacion completa (6 meses a un
afo). Ocurre la epitelizacion y aumento de la fuerza de tension de la piel (70-90%
de la fuerza original), posteriormente se da la remodelacion del coladgeno y regresion
endotelial observada por disminucién del color cicatrizal. Hay una cicatrizacion
debido a los fibroblastos una vez pasada la fibroplasia, los capilares y los brotes

linfaticos endoteliales del nuevo tejido desaparecen y la cicatriz se encoge. (43)
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5.3 Clasificacién de la

Figura N°26: Fases de cicatrizacion. (44)

cicatrizacion:

Existen 3 maneras de cicatrizacibn que representan un meétodo seguro de

reparacion y forma en q

ue ocurra.

5.3.1 Cicatrizacion primaria o de primera intencion:

Es cuando la herida después de suturada cura sin infectarse o separarse los bordes

(sutura de una herida

pequefia como las her

limpia). Hay granulacion minima, por tanto, la cicatriz es

idas quirtrgicas. Los tejidos cicatrizan por unién primaria

cuando no hay complicaciones, edema minimo, sin secrecion local, en tiempo breve,

sin separacion de bordes y minima formacion de cicatriz. (43)

Incision

Sutura Temprana

Limpia Cicatriz Fina

Figura N°27: Cicatrizacién por primera intencién. (45)
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5.3.2 Cicatrizacion secundaria o de segunda intencién:

Se refiere a la herida que los bordes no estan afrontados o suturados y se deja
granular hasta cicatrizar, haciendo que se forme mucho tejido de granulaciéon y la
cicatriz puede ser grande como las Ulceras por presion que se llenan de nuevos
tejidos, el proceso es lento y la costra que resulta es grande. Cuando la herida no
se afronta por falta de una atencion oportuna o indicacion médica (heridas muy
sucias), la cicatrizacién es prolongada y complicada.

Cicatriz irregular con Cranulacien Epitelio Crece sobre la
separacion entre los bordes Cicatriz

Figura N°28: Cicatrizacion por segunda intencion. (45)

5.3.3 Cicatrizacion terciaria, de tercera intencion o cierre primario diferido:

Es una combinacion de las dos anteriores, ya sea que la herida después de suturada
sufre dehiscencia y posteriormente se vuelve a suturar, o se deja abierta al inicio y
se sutura después. Es un método seguro de reparacion en heridas muy
contaminadas. Los tejidos cicatrizan por union terciaria sin complicaciones, se limpia
la herida, se deja abierta, se deja que granule y después se afrontan los bordes.
(43)

Herida Aumento dela Sutura tardia con
Granulacién herida ancha

Figura N°29: Cicatrizacion por tercera intencion. (45)
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5.4 Células que intervienen en la cicatrizacion:
5.4.1 Eritrocitos y leucocitos: Aportan oxigeno a la célula y eliminan el dioxido de

carbono, mientras que los leucocitos funcionan como defensa inmunoldgica.

5.4.2 Plaguetas o trombocitos: Inician el proceso de la coagulacién y producen

importantes factores de crecimiento necesarios para la cicatrizacion.

5.4.3 Granulocitos y linfocitos: Son atraidos por sustancias liberadas en la
guimiotaxis. Los linfocitos segregan sustancias que atacan a las bacterias.

5.4.4 Monocitos o fagocitos: Ingieren y destruyen material muerto o extrafio. Se

trasforman en macrofagos, ademas de producir enzimas y factores de crecimiento.

5.4.5 Macrofagos vy fibroblastos: Los primeros aumentan con el trauma siendo
atraidos por mensajeros quimicos de la inflamacion. Los segundos son células
responsables de sintesis de colageno y contraccién del tejido cicatricial.

5.5 Factores que influyen en la cicatrizacion:

5.5.1 Factores locales: Riego sanguineo, infeccidén, movilidad de los tejidos, grado

de destruccidn histica, tejido donde ocurre la lesion, edema, radioterapia y tejidos

desvitalizados o necrosados.

5.5.2 Factores generales: Edad, estado nutricional, factores endocrinos, salud

general, entre otros (trastornos sanguineos). (43)

6. Geles:

6.1 Concepto:

Son formas farmacéuticas coloidales transparentes de consistencia semirrigida,
formadas por liquidos gelificados mas o menos consistentes segun el gelificante

usado, de aplicacion tépica con una fase sélida y una liquida.

6.2 Composicion de los geles:

6.2.1 Disolventes o diluyentes: Agua, alcohol y aceites.

6.2.2 Agentes gelificantes: Se encuentran los polimeros que dan lugar a un gel
dependiendo del pH del medio, polimeros que dan lugar a un gel por si mismo

independientemente del pH del medio y los reguladores de pH. (46)
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6.3 Caracteristicas de los geles:
Las principales caracteristicas que presenta un gel son consistencia semisélida o
fluida, aspecto transparente o turbio, estructura tipo continua, comportamiento

pseudoplastico, pH entre 4.5-8.5 y tixotropia.

6.4 Propiedades fisicas de los geles:
6.4.1 Propiedades de transicion: Transicion Sol-Gel (Punto de gelificacion),

retrogradacion, envejecimiento fisico y sinéresis.

6.4.2 Propiedades reoldgicas: Viscoelasticidad, tipos de fluidos, rigidez y ruptura de

la fuerza.

6.5 Ventajas y desventajas de los geles:
6.5.1 Ventajas: Bien tolerados, producen frescor, lavables, tixotropicos y adhesivos.
6.5.2 Desventajas: Incompatibilidad con numerosos principios activos, tendencia a

la desecacion y bajo poder de penetracion (para tratamientos de superficie).

6.6 Clasificacion de los geles:

6.6.1 Segun su comportamiento frente al agua:

6.6.1.1 Geles hidrofilos o hidrogeles: Constituidos por agua, glicerina, propilenglicol
y otros liquidos hidrofilicos. Gelificados por sustancias poliméricas como goma
tragacanto, derivados de celulosa, polimeros carboxilicos, silicatos de aluminio y
magnesio.

6.6.1.2 Geles hidrofobos, lipogeles u oleogeles: Constituidos por parafina liquida,
aceites grasos gelificados por anhidrido silicico coloidal, jabones de aluminio y zinc.
6.6.2 Segun numero de fases que estan constituidos:

6.6.2.1 Geles monoféasicos: ElI medio liquido lo constituye una sola fase o liquidos
miscibles como soluciones hidroalcohdlica y aceites.

6.6.2.2 Geles bifasicos: Constituidos por dos fases liquidas inmiscibles, formandose
una estructura transparente, con propiedades de semisolidos. Se subdividen en
TOW geles que tienen dos fases micelares O/W en forma de cristales liquidos,
transparentes y viscosos y TAS geles que son transparentes basados en

emulsiones de siliconas. (46)
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6.6.3 Segun su viscosidad:
6.6.3.1 Geles fluidos: Tienen poca resistencia al movimiento de consistencia blanda.
6.6.3.2 Geles semisdlidos: Tienen moderada resistencia al movimiento de

consistencia semirrigida.

6.6.3.3 Geles sdlidos: Tienen alta resistencia al movimiento y son muy rigidos, como

los sticks desodorantes y colonias sdlidas.

6.6.4 Segun su estructura:

6.6.4.1 Geles elasticos: Un gel tipico elastico es el de gelatina que tiene la propiedad
de estirarse.

6.6.4.2 Geles no elasticos: EI mas conocido es el gel de acido silicico que no tiene

la propiedad de poder estirarse.

6.6.5 Naturaleza de la fase interna:
6.6.5.1 Inorganicos: Como el magma de bentonita.
6.6.5.2 Organicos: Naturales como la goma arabiga y la gelatina y sintéticos como

la carboximetilcelulosa sodica e hidroxipropilcelulosa.

6.7 Errores mas frecuentes en la elaboracién de geles:

Incorporacién de burbujas de aire durante la agitacion haciendo que el gel pierda
transparencia, dando un aspecto opaco. No se da la formacion del gel por tiempo
de imbibicion insuficiente, componentes, gelificantes incompatibles y pH del medio

incorrecto.

6.8 Importancia de los geles:

Los geles son Utiles por sus propiedades fisicas y reoldgicas, presentando
practicidad al ser utilizados gracias a sus componentes que confieren textura,
viscosidad, estabilidad y microestructura, utiles para aplicaciones cosméticas y
farmacéuticas, proporcionando una manera sencilla de aplicacion al publico en
general. Existen diversos mecanismos de gelificacién utilizados en la industria

farmacéutica, obteniendo la gran variedad de geles que se comercializan. (46)
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6.9 Mecanismo de formacion de geles:

6.9.1 Polimeros que dan lugar a un gel dependiente del pH del medio:

Dan lugar a soluciones é&cidas que al neutralizar con las bases adecuadas,
aumentan la viscosidad y disminuyen la turbidez del medio. A bajos valores de pH
se disocia una pequefia proporcion de grupos carboxilicos del polimero, formando

una espiral flexible.

Figura N°30: Espiral flexible de la molécula de carbopol. (46)

La adicion de una base produce la disociacion de grupos carboxilicos, ionizandose,
creando repulsién electrostatica entre las regiones cargadas, expandiéndose la
molécula, haciendo mas rigido el sistema, gelificAndolo. Se pasa de una estructura
espiralada a una desenrollada o extendida. Si se agrega un exceso de base puede
producir una pérdida de viscosidad al neutralizarse los grupos carboxilicos, al igual
que electrdlitos como cloruro de sodio, ya que los grupos carboxilicos cargados se
rodean de cationes metalicos, produciéndose una neutralizacion de cargas,

impidiendo la formacion de una matriz rigida.

O'NH;
I
/\J\‘—/
Cl =0 c=0
. |
NH,0" NH;O

Figura N°31: Molécula extendida del carbopol. (46)

6.9.2 Polimeros que dan lugar a un gel por si mismo, independiente del pH del

medio:

No precisan ser neutralizados para la formacién del gel, gelifican por si mismos, al
formar puentes de hidrogeno entre el disolvente y los grupos funcionales del

polimero. (46)
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6.10 Estabilidad de los geles:

Los factores desencadenantes de la inestabilidad de un gel son temperatura,
cambios de pH, agitacion violenta y electrolitos. Los geles con el tiempo pierden su
condicion, estructura y pueden romperse. La estabilidad de un gel depende de su

correcta formulacion.

6.11 Aplicaciones:

Los geles son importantes en medicina, ya que tras su aplicacién desaparecen
rapida y completamente, otorgando un aspecto cosmético excelente. En
dermatologia se usan ampliamente en zonas pilosas como el cuero cabelludo,
conducto auditivo externo o fosas nasales donde la aplicacion de productos grasos
es dificil de limpiar. Los geles admiten la incorporacién de numerosos principios

activos a través de su fase acuosa. (56)

7. Excipientes:

Son cualquier componente agregado a la formulacion diferente del principio activo.
Facilitan la preparacion, conservacion y administraciéon de los medicamentos, ya
que los principios activos por si mismos no pueden ser absorbidos facilmente por el
organismo, siendo necesario administrarlos en forma apropiada disolviéndolo o

mezclandolo con un excipiente.

7.1 Requisitos que deben cumplir los excipientes:

La forma farmacéutica condiciona el tipo de excipiente que podemos usar y
operaciones de elaboracion que influyen en la farmacocinética y farmacodinamia
del medicamento. Los excipientes deben ser estables, inertes, inocuos, atoxicos,

no irritantes y accesibles. (46)
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AR LR

7.2 Ficha técnica de excipientes: Ox O~
7.2.1 Metilparaben:

7.2.1.1 Descripcion:
Polvo cristalino, blanco, estable a temperatura ambiente,

OH

olor caracteristico, sabor ardiente. Figura N°32: Estructura

7.2.1.2 Sinénimos: del metilparaben. (47)
Metil-p-hidroxibenzoato, p-hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de metilo,
metilparabeno, éster metilico del acido p-hidroxibenzoico, metil-4-hidroxibenzoato,
nipajin.

7.2.1.3 Propiedades fisicoquimicas:

e Formula quimica: CsHsOs.

e Peso molecular: 152.15g/mol.

e Punto de fusion: 400°K (127°C).

e Punto de ebullicién: 48°K (275°C).

7.2.1.4 Solubilidad:
En agua: 2.5¢g/l (25°C), alcohol, éter.

7.2.1.5 Usos:
Agente antifingico empleado en una variedad de alimentos y productos cosméticos,

ampliamente usado en la industria farmacéutica como preservante.

7.2.1.6 Incompatibilidades:
Oxidantes y acidos fuertes. (47)
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7.2.2 Propilparaben: 0
7.2.2.1 Descripcion: o~ "

Solido cristalino, blanco, inodoro, olor caracteristico. HO

7.2.2.2 Sinbnimos: _

Figura N°33: Estructura del
Propil-p-hidroxibenzoato,  propil-4-hidroxibenzoato, Propilparaben. (48)
éster del acido p-hidroxibenzoico, hidroxibenzoato de

propilo, nipasol.

7.2.2.3 Propiedades fisicoquimicas:
e Formula quimica: C10H120s.

e Peso molecular: 108.2g/mol.

e Punto de fusion: 96°C.

e Densidad: 1.0630g/cm?.

7.2.2.4 Solubilidad:
Ligeramente soluble en agua (1 gramo en 2 litros), soluble en aceites, ligeramente
soluble en agua hirviendo, soluble en alcohol.

7.2.2.5 Usos:
Conservador para cosmeéticos en combinacion con metilparaben, formulaciones
farmacéuticas parentales protegiendo contra una amplia gama de microorganismos

haciendo que los productos tengan una vida util larga.

7.2.2.6 Incompatibilidades:

Oxidantes y acidos fuertes. (49)
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7.2.3 Carbopol 940:

7.2.3.1 Descripcion: n
Polvo blanco, esponjoso, higroscopico, alto peso molecular de 0 o
caracter anionico.

H
7.2.3.2 Sin6nimos: Figura N°34: Estructura

Carbomer, carbémero, carboxipolimetileno, carpoleno, del carbopol (50)

polimero carboxivinilico, acido poliacrilico.

7.2.3.3 Propiedades fisicoquimicas:

e Formula molecular: [-CH2-CH (COOH)-] n.

e Peso molecular: Se ha estimado en 104.400 para el Carbopol 940.
e Punto de fusion: 260°C.

7.2.3.4 Solubilidad:
En agua, alcohol y glicerina.

7.2.3.5 Usos:
Agente emulsificante, viscosizante, suspensor y gelificante en soluciones,
suspensiones, cremas, geles, y pomadas. Como emulsificante se emplea en la

elaboracién de emulsiones O/W para uso tépico.

7.2.3.6 Incompatibilidades:

Sustancias cationicas como sulfato de neomicina, clorhidrato de procaina,
difenhidramina, polimeros cationicos, electrolitos, iones metélicos como sodio,
calcio, aluminio, zinc, magnesio y hierro, acidos o bases fuertes, pH menor a 6 6

mayor a 9, fenol, resorcina y radiaciones UV. (51)
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7.2.4 Trietanolamina:

7.2.4.1 Descripcion:

Liquido viscoso, incoloro o débilmente amarillo palido,

higroscopico, formado principalmente por
Figura N°35: Estructura

una amina terciaria y tres grupos hidréxilos. de trietanolamina (52)
7.2.4.2 Sinénimos:

TEA, Trolamina, hidroxietilamina, 2,2',2"-Nitrilotrietanol.

7.2.4.3 Propiedades fisicoquimicas:

e Formula quimica: CsH150s3.

e Peso molecular: 149.19g/mol.

e Punto de fusion: 293.65°K (21°C).

e Punto de ebulliciéon: 608.55°K (335°C).
e Densidad: 1.120-1.128g/ml.

e indice de refraccion: 1.4852.

7.2.4.4 Solubilidad:
Miscible en agua y etanol, soluble en cloruro de metileno.

7.2.4.5 Usos:

Usado como emulgente, emulsificante y neutralizante.

7.2.4.6 Incompatibilidades:
Dihidroxiacetona, sales de cobre, metales pesados y acidos. (53)
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7.2.5 Propilenglicol:
7.2.5.1 Descripcion:

OH
Liquido viscoso, limpido, incoloro, higroscépico.
Figura N°36: Estructura
7.2.5.2 Sinénimos: del propilenglicol. (54)

2-Propanodiol, 2-Hidroxipropanol, metiletilenglicol, etilglicol.

7.2.5.3 Propiedades fisicoquimicas:
e Férmula quimica: C3HsOx.

e Peso molecular: 76.10g/mol.

e Punto de fusion: - 59°C.

e Punto de ebullicion: 185-189°C.

e Densidad: 1.038g/ml.

e Indice de refraccion: 1.4324 (20°C).

7.2.5.4 Solubilidad:

Miscible con agua y con etanol al 96%.

7.2.5.5 Usos:
Disolvente, humectante con propiedades bactericidas y fungicidas. A
concentraciones elevadas actlia como conservante. Vehiculo para principios activos

inestables en soluciones acuosas.

7.2.5.6 Incompatibilidades:
Oxidantes como permanganato de potasio. (55)
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8. Gel de referencia:

8.1 Estructura de Ketanserina 2% gel:
O

O O)\@
N

NAO
H

Figura N°37: Estructura de Ketanserina (82)

8.2 Composicion:
Cada 100 gramos contiene:

Ketanserina...........cccooviiiiiiiiiiiiiie, 29

8.3 Clasificacién terapéutica: Antagonista selectivo de receptores Sz de
serotonina.

8.4 Farmacologia: Ketanserina es un antagonista de los receptores Sz de
serotonina, desprovisto de actividad agonista, posee diversas propiedades como
disminuir la resistencia vascular periférica, disminuir la agregacion plaquetaria,
mejorar los pardmetros hemorreolégicos (disminuye la hiperviscosidad sanguinea y
devuelve la elasticidad al eritrocito) y mejora el perfil de lipidos. Cuando se aplica
tépicamente, la ketanserina muestra efectos benéficos sobre la cicatrizacion, ya que

interviene en sus tres niveles: inflamacion, granulacion y epitelizacion.

8.5 Indicaciones: Ketanserina 2% gel esta indicado como auxiliar en el tratamiento
de condiciones como Ulceras dérmicas, heridas traumaticas como Ulceras de
decubito, preparacion de tejido para injerto y colgajos, quemaduras no infectadas y

regeneracion del cérvix uterino.

8.6 Contraindicaciones: Hipersensibilidad a los componentes de la formula,
embarazo y lactancia.

8.7 Dosis: Se debera aplicar una capa delgada y homogénea de ketanserina 2%
gel, dos veces al dia.

8.8 Presentaciodn: Ketanserina 2% gel: caja con tubo conteniendo 30g de gel. (56)
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9. Experimentacion animal:

Es una actividad que tiene la misién de evidenciar o aclarar fenédmenos biolégicos
sobre especies animales. Un experimento empieza cuando inicia la preparacion del
animal y termina al finalizar las observaciones, aportando numerosos beneficios
como la contribucién a incrementar la esperanza de vida del hombre, produccion y
validacion de vacunas, estudio de las enfermedades, entre otros. El empleo de
animales homogéneos asegura la fiabilidad de la respuesta esperada, como la
homogeneidad somaética (igualdad de sexo, peso, edad), homogeneidad genética
(tasa de consanguinidad elevada) y homogeneidad sanitaria (evitar estados

patolégicos no deseados). (57)

Tabla N°1: Animales de experimentacion mas usados.

Carnivoros, roedores y lagomorfos
Especie Nomkgre Caracteristicas UsoS
comun Generales
Caltr.us. Perro Buen comportamiento. TO)?'(?()'Og'a’ crugia,
familiaris medicina y veterinaria.
Neurologia,
Felis Se usan cruces entre gastrognter_ologlq,
cattus Gato abisinio y europeo. oncologia, virologia,
parasitologia, medicina y
veterinaria.
Susceptibles a desarrollar . o .
Mus . P Toxicologia, inmunologia,
| Raton tumores, escasa . .
musculus . oncologia, geriatria.
longevidad.
Rattus . ~ Toxicologia, farmacologia,
: Rata Longevidad de 2 a 3 afios. gla, tarl 9
norvegicus geriatria.
Cavia Alta susceptibilidad a
Cobaya patologias, favorable Inmunologia, dietética.
porcellus . : :
anatomia de oido medio.
Cricetulus Hamster Odontologia, nutricién,
griseus y chino y Elevada incidencia de teratologia, genética,
Mesocricetus dorado diabetes. citogénesis, citologia e
auratus histologia.
. Hospedador de diversos _ .
Meriones Jerbo : . Nutricion, medicina
. microorganismos y
unguiculatus > comparada.
parasitos.
Oryctolagus _ _ Sistema nervioso Inmy}nologla, ]
cuniculus Conejo inestable, fragilidad reproduccion, teratologia,
vascular y 0sea. farmacologia.

DISENO Y FORMULACION DE GEL CICATRIZANTE

iA LA LIBERTAD POR LA UNIVERSIDAD!

Pag. 39




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA — LEON

9.1 Modelos experimentales en roedores para evaluar la accién cicatrizante de
medicamentos:

Existen varios modelos farmacolégicos experimentales que permiten evaluar la
accion cicatrizante de un principio activo, profundizando en los eventos especificos

de la cicatrizacion.

9.1.1 Promociodn de cicatrizacion por segunda intencién en roedores (ratén,
conejo, rata, hamster, cobayos):

Se anestesian los roedores y se depila el area dorsal, donde se realizan 6 heridas
asépticas de 6mm de didmetro, con un biétomo cutdneo. Se determina el area
superficial midiendo los bordes de la herida en direccién craneocaudal y lateral
media. El analisis de varianza se realiza mediante la prueba de Friedman para

verificar la existencia de diferencias estadisticas entre los grupos.

9.1.2 Modelo para predecir la distribucién de un medicamento aplicado
topicamente en heridas en ratas:

Se anestesian via intraperitoneal con pentobarbital sédico (60mg/kg). Se realiza una
herida 15x15mm en el lado izquierdo del abdomen, 2cm bajo la columna espinal. La
escision del tejido se realiza hasta el tejido subcutaneo con tijeras y pinzas de
diseccion. Con este modelo se determina y compara la absorcion y distribuciéon de
los solutos en el sitio de granulacion y si los perfiles de estos parametros cambian
entre periodos de administraciones tempranas (2 dias), medias (7 dias) y tardias

(12 dias) al cierre de las heridas.

9.2 Métodos para inducir eutanasia a los animales de experimentacion:

9.2.1 Metodos fisicos: Produce inmediata pérdida de consciencia a través del
trauma cerebral. Son estéticamente menos agradables, producen menos angustia
en el animal. Dentro de estos se encuentran el disparo, concusion (aturdimiento por

golpe o stunning), aturdimiento eléctrico, dislocacion cervical y decapitacion.

9.2.2 Métodos quimicos: Se utilizan anestésicos en sobredosis como agentes
eutanasicos. Entre algunos estan el dioxido de carbono, mondxido de carbono y

anestésicos inhalatorios volatiles. (58)
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9.3 Bioensayos para la evaluacion de actividad cicatrizante in vivo:

9.3.1 Examen anatomopatoldgico:

Terminado el ensayo los animales son sacrificados por eutanasia. Luego se procede
a extraer la piel, observando caracteristicas macroscépicas como color, peso y
medidas de ancho, profundidad y longitud de cicatriz.

9.3.2 Examen histopatoldgico:

Se realizan cortes histolégicos de la piel observando microscOpicamente para
determinar la regeneracion celular. Las muestras son deshidratadas y diafanizadas
en alcohol-xilol, se incluyen en bloques de parafina caliente que después del
endurecimiento se llevan a microtomia, luego se colocan con hematoxilina-eosina
(HE). El analisis toma como referencia las fases inflamatorias, proliferacion y

remodelacion, las cuales integran el proceso de cicatrizacién. (58)
10. Animal de experimentacion:

10.1 Hamster sirio dorado:

10.1.1 Taxonomia:
e Reino: Animalia.

e Filo: Chordata.

_ Figura N°38: Hamster
e Subfilo: Vertebrata. Sirio Dorado (59)

e Clase: Mammalia.

e Orden: Rodentia.

e Suborden: Myomorpha.
e Superfamilia: Muroidea.
e Familia: Cricetidae.

e Subfamilia: Cricetinae.
e Geénero: Mesocricetus.

e Especie: M. auratus.
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10.1.2 Descripcion: Recibe su nombre del lugar de origen (Israel y Siria). También
conocido como hamster dorado, teddy bear o hAmster comun, es la especie de

hamster mas popular como mascota.

Llega a medir entre 12-18cm de longitud. Su peso oscila entre 150-180g en la
hembra y 120-170g en el macho. Son animales robustos con grandes 0jos negros
0 rojos, orejas en forma de tulipan y cola alrededor de 1cm de longitud. El color
original del hamster sirio es dorado con marcas negras en los dos tercios superiores
del cuerpo. La piel del vientre es de color blanco con una capa gris. También poseen
destellos negros en los pémulos y las bolsas de las mejillas (abazones) que pueden
llevar una gran cantidad de alimentos que almacenan en sus madrigueras. Los
hamsteres son animales nocturnos, por lo que desarrollan la mayoria de su

actividad por la noche, durmiendo durante el dia.

Su esperanza de vida gira en torno a dos o tres afos. Vive solo en la naturaleza y
se siente mucho mas feliz cuando esta solo en cautiverio. No deben mantenerse en

pares o grupos, debido a que pueden ser agresivos y lastimarse entre si.
10.1.3 Anatomia general del hamster:

10.1.3.1 Vista: No tienen buena vista. A mas de un metro la visiébn no es nitida y
solo distinguen sombras. Tampoco distinguen colores y ven todo en blanco y negro.
Presentan ojos grandes, redondos y protuberantes, caracteristica que les
proporciona una visién de casi 360°. Otro factor que les impide tener un mayor

angulo visual es la colocacion lateral de los ojos.

10.1.3.2 Oido: Poseen oidos muy desarrollados. El gran tamafio de sus orejas les
permite oir el menor ruido, incluso dentro del campo de los ultrasonidos. En la
oscuridad de la madriguera, este sentido también tiene una importancia fundamental
debido a que gran parte de las relaciones entre la madre y los bebés se producen a
través del sonido. Los pequefios emiten un leve pitido mediante el cual comunican

a la madre sus necesidades. (60)
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10.1.3.3 Olfato: El olfato es el sentido méas desarrollado. Sus vidas estan
condicionadas por los olores. Se reconocen por el olor y reconocen el lugar donde
viven siempre gracias al olfato. Los hamsteres que pertenecen a una misma camada
y que crecen juntos tienen el llamado olor de grupo y se reconocen y aceptan bien.
Si un animal se aleja del grupo durante cierto tiempo, este perdera el olor
caracteristico y ya no tendra el derecho de pertenecer al grupo. En tal caso, si se le

introduce en la jaula es recibido como un extrafio y, por consiguiente, es atacado.

10.1.3.4 Tacto: Poseen un tacto bien desarrollado. En su hocico, especialmente
alrededor de la nariz, tienen unos largos bigotes que sirven para medir los orificios
del suelo antes de introducirse en ellos. Algunos de estos pelos se localizan también

en la cabeza, orejas, cuerpo y patas.

10.1.4 Ventajas de su uso como animal de laboratorio:
e Bajo costo de manutencion.

e Cepa definida.

e Facil cuidado y mantenimiento por su pequefio tamario.
e Facilidad de manipulacion.

¢ Eficiencia reproductiva.

e Diversidad de caracteristicas especificas que sirven como modelo. (60)

11. Control de calidad:

11.1 Control de calidad de droga cruda:

11.1.1 Comprobacion de requisitos macromorfolégicos: Observar forma, dimension,
pilosidad, nerviacién, grosor y dureza de la planta entera o parte de la misma, tipo,
seccion, forma y disposicion del tallo, nerviacion, pelos y textura de las hojas, céliz,
corola, estambres y carpelos de las flores, tipo, forma y dimensiones del fruto,
tamafo, color y forma de las semillas, color, estriaciones y arrugas de la corteza,
zonas de crecimiento, vasos y radios medulares del lefio, forma, aspecto y
consistencia de 6rganos subterraneos.

11.1.2 Determinacion de requisitos micromorfologicos: Observar al microscopio
elementos celulares como pelos, vasos, esclereidas, estomas, cristales y granos de
almidén. (61) (62) (63)
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11.1.3 Determinacion de hojas ennegrecidas: Pesar 3-5g de muestra y separar las
hojas ennegrecidas. Expresion de resultados: He: (M2/M1)*100. He: Porcentaje de
hojas ennegrecidas; M2: Masa de hojas ennegrecidas (g); Mi: Masa inicial de la

muestra de ensayo (g).

11.1.4 Determinacion de flores oscurecidas: Pesar 3-5g de muestra, separar
manualmente las flores oscurecidas. Expresion de resultados: Fo: (M2/M1)*100. Fo:
Porcentaje de hojas oscurecidas; M2: Masa de flores oscurecidas (g); Mi: Masa

inicial de la muestra de ensayo (g).

11.1.5 Determinacién de otras partes de la propia planta: Pesar 3-5g de muestra,
separar manualmente otras partes de la propia planta. Expresion de los resultados:
Pp: (M2/M1)*100. Pp: Porcentaje de otras partes de la propia planta; M2: Masa de

otras partes de la propia planta (g); M1: Masa inicial de la muestra de ensayo (g).

11.1.6 Materia organica extrafia: Pesar 3-5g de muestra, separar manualmente la
materia organica extrafia. Expresion de los resultados: Mo: (M2/M1)*100. Mo:
Porcentaje de materia organica extrafia; M2: Masa de materia organica extrafia (g);

Mi1: Masa inicial de la muestra de ensayo (g).

11.1.7 Materia inorganica extrafia: Pesar 3-5g de muestra, separar todas las
particulas de tierra, arena y piedras pequefias. Expresién de los resultados: Mi:
(M2/M1)*100. Mi: Porcentaje de materia inorganica extrafia; M2: Masa de materia

inorganica extrafa (g); M1: Masa inicial de la muestra de ensayo (g).

11.1.8 Determinacion de cenizas: Representa el contenido de sales minerales o
materia inorgénica de la droga. Dan una idea del contenido en materia mineral de

la planta, que suele ser alrededor del 5%. Incluye:

11.1.8.1 Cenizas totales: Incinerar 2-3g de la droga en un crisol a una temperatura
gue no exceda 450°C, hasta quedar blanco (indicando ausencia de carbon), enfriar
en un desecador y pesar hasta masa constante. Expresion de los resultados: C:
(M2-M/M1-M)*100. C: Porcentaje de cenizas totales; M: Masa del crisol vacio (g);

Ma: Masa del crisol con la porcion de ensayo (g); M2: Masa del crisol con la ceniza
(9). (61) (62) (63)
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11.1.8.2 Cenizas solubles en agua: Al crisol que contiene las cenizas totales,
adicionar 15-25ml de agua, mantener en ebulliciéon durante 5 minutos. Enfriar la
materia insoluble en un papel filtro libre de cenizas. Lavar con agua caliente e
incinerar en un crisol durante 2 horas a una temperatura que no exceda los 450°C.
Pesar hasta peso constante. Expresion de los resultados: Ca: (M2-Ma/M1-M)*100.
Ca: Porcentaje de cenizas solubles en agua; M2: Masa del crisol con las cenizas
totales (g); Ma: Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g); M1: Masa del

crisol con la muestra de ensayo (g); M: Masa del crisol vacio.

11.1.8.3 Cenizas insolubles en acido clorhidrico: Al crisol que contiene las cenizas
totales, adicionar 2-3ml de HCL al 10%, cubrir con un vidrio reloj, hervir durante 5-
10 minutos. Enjuagar el vidrio reloj con 5ml de agua caliente y adicionar al crisol.
Recoger el material insoluble en un papel filtro y lavar con agua caliente. Desecar
el residuo y transferir al crisol inicial, que se incinera 2 horas. Pesar hasta peso
constante. Expresion de los resultados: B: (M2-M/M1-M)*100. B: Porcentaje de
cenizas insolubles en acido clorhidrico; M: Masa del crisol con la porcion de ensayos

(9); M1: Masa de crisol con muestra (g); Mz: Masa del crisol con la ceniza (g).

11.1.9 Contenido de humedad: Pesar 2g de droga seca pulverizada, transferir a una
capsula de porcelana previamente tarada, poner en estufa a 105-110°C. Pesar
hasta peso constante. Expresion de los resultados: %H: (M2-M1/M2-M)*100. %H:
Porcentaje de humedad; M2: Masa de la capsula con la muestra de ensayos (g); Mu:
Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g); M: Masa de la cipsula
vacia. (61) (62) (63)

11.2 Control de calidad de extracto fluido:

11.2.1 Descripcion organoléptica: Olor: usar una tira de papel filtro de 1x10cm,
introducir un extremo en la muestra de ensayo. Color: usar un tubo de ensayo lleno
con 2cm de la muestra. Sabor: colocar una pequefia cantidad de muestra en el

borde de la palma.

11.2.2 Determinacion del pH: Calibrar pH-metro con tampén de ftalato pH 4 y fosfato

pH 6 a 9. Introducir electrodos en el extracto y medir el pH. (64) (65)
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11.2.3 Determinacion del indice de refraccién: Calibrar refractémetro determinando
el indice de refraccion del agua, ajustar equipo a la zona del espectro visible (380-
720nm). Colocar una gota de la muestra de ensayo sobre el prisma de medicion,

enfocar la luz por medio del espejo. Proceder de la misma forma que con el agua.

11.2.4 Determinacion de la densidad relativa: Pesar picnémetro vacio y peso del
agua contenida en el picnémetro. Sustraer el peso del picnémetro vacio. Llenar el
picnOmetro con la sustancia a ensayar. Al peso obtenido sustraer peso del
picnoémetro vacio. Expresion de los resultados: p: (P2-P1/P3-P1). p: Densidad relativa;
P1: Peso del picnédmetro vacio (g); P2: Peso del picndmetro con muestra (g); Ps:

Peso del picnébmetro con agua (g).

11.2.5 Determinacion de solidos totales: Transferir a una capsula previamente
tarada 2-5ml de muestra y llevar a bafio maria completar la evaporacién en estufa
a 105°C por 3 horas, pesar la cdpsula y repetir el proceso hasta peso constante.
Expresion de los resultados: St: (Pr-P/V)*100. St: Porcentaje de soélidos totales; Pr:
Masa de la capsula mas el residuo (g); P: Masa de la capsula vacia (g); V: Volumen

de la porcién de ensayo. (64) (65)

Tabla N°2: Identificacién de principios activos.

Pruebas colorimétricas
Ensayo de Shinoda: Diluir alicuota del extracto en alcohol con

1ml de HCL concentrado y un trozo de cinta de magnesio
. metalico. Esperar 5min, afiadir 1ml de alcohol isoamilico,
Flavonoides

mezclar las fases y dejar reposar hasta separacion. Es positivo,

si el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja o rojo.

Ensayo de cloruro férrico: Adicionar tres gotas de FeCls al 5% y
acetato de sodio a una alicuota del extracto. Es positivo, si hay
Comgu_estos coloracion rojo-vino para compuestos fendlicos en general;
fenolicos coloracion verde intensa para taninos tipo pirocatecolicos;

coloracion azul para taninos tipo pirogalotanicos.
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Ensayo de la espuma: Tomar 1ml de muestra en un tubo de
ensayo, afladir 9ml de agua caliente. Agitar por 30 segundos y
dejar en reposo durante 15 minutos. La proporcion de saponinas
Saponinas se mide en acuerdo a la altura de la espuma sobrenadante:
Altura de menos de 5mm: no se detectan saponinas; altura de
5-9mm: contenido bajo; altura de 10-14mm: contenido

moderado; altura mayor de 15mm: alto contenido.

Ensayo de resinas: Adicionar 2ml de la solucion alcohdlica,

Resinas 10ml de agua destilada. Es positivo, si hay precipitado.

Ensayo de Fehling: Adicionar 2ml del reactivo a la alicuota
acuosa del extracto y calentar en bafio maria 5-10min. Es

positivo, si hay color o precipitado rojo.

Azlicares El reactivo se prepara de la siguiente forma: Solucion A: Pesar
reductores | 354 de sulfato caprico y disolver con agua hasta 1L. Solucién B:
Pesar 150g de tartrato de sodio-potasio y 40g de NaOH, disolver

con agua hasta 1L. Mezclar igual volumen al usarlas.

Ensayo de Liebermann-Burchard: Adicionar 1ml de anhidrido
Triterpenos y/o acético y 1ml de cloroformo a la alicuota no acuosa y mezclar.
esteroides, Adicionar 2-3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar. Es
glicosidos ositivo, si hay coloracion rosado-azul, verde intenso, verde
terpénico P ’ y ’ ’

oscuro.

Ensayo de Borntrager. Adicionar 1ml de NaOH y 1ml de
. cloroformo a la alicuota no acuosa. Mezclar y dejar en reposo
Quinonas y/o

antraquinonas | hasta separacion de fases. Es positivo, si la fase acuosa alcalina

(superior) se colorea de rosado (++) 0 rojo (+++).
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Ensayo de Dragendorff: Afiadir 1 gota de HCL concentrado a la
alicuota acuosa del extracto, afadir 3 gotas del reactivo. Es
positivo, si hay opalescencia (+), turbidez definida (++),

Alcaloides precipitado (+++).

Ensayo de Wagner: Igual que el caso anterior, afiadir 2-3 gotas

del reactivo, clasificando los resultados de la misma forma.

Ensayo de Baljet: A la alicuota acuosa del extracto adicionar 1

Lactonas y ml del reactivo. Es positivo, si hay coloracién roja (++) o

Cumarinas . .
precipitado rojo (+++).

Azul de cresil al 1%: Colocar los cortes en porta objeto, agregar

Mucilagos una gota del reactivo. Los mucilagos dan coloracion azul. (61)

11.3 Control de calidad de las formulaciones:

11.3.1 Determinacion organoléptica: Olor: usar una tira de papel filtro de 1x10cm,
introducir un extremo en la muestra de ensayo. Llenar tres cuartas partes de un tubo

de ensayo con la muestra para determinar color. Analizar visualmente el aspecto.

11.3.2 Determinacion de la presencia de grumos: Tomar una pequefia cantidad del
gel con los dedos y aplicar en el dorso de la mano observando si hay presencia o

ausencia de grumos.

11.3.3 Determinacion de untuosidad al tacto: Tomar una pequefia cantidad del gel
con los dedos y aplicar en el dorso de la mano y observar si hay presencia o

ausencia de grasa.

11.3.4 Determinacion de la extensibilidad: Usar dos placas de cristal (20x20cm)
entre las cuales se coloca, 2-4g del preparado. Colocar la placa inferior sobre una
hoja milimetrada. Trazar diagonales. Colocar la muestra en el punto de interseccion.
Colocar pesos sucesivos (100, 200, 400, 600, 800 y 1000g). Representar la
extensibilidad en mm? frente a los pesos empleados. Expresion de los resultados:
Ae: 11 (rp)?; Ae) area de extensibilidad; rp: radio promedio de las mediciones (mm);
1T: constante (3.1416).
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11.3.5 Determinacion del pH: Calibrar pH-metro con tampdn de ftalato pH 4 y fosfato
pH 6 a 9. Introducir electrodos y medir el pH.

11.3.6 Determinacion de la viscosidad: Usar viscosimetro rotatorio, calibrar, elegir

husos y recipiente adecuados, introducir la muestra y medir viscosidad.

11.4 Control de calidad del producto terminado:

11.4.1 Caracteristicas organolépticas: Olor: usar tira de papel filtro de 1x10cm,
introducir un extremo en la muestra de ensayo. Llenar tres cuartas partes de un tubo

de ensayo con la muestra para determinar color. Analizar visualmente el aspecto.

11.4.2 Llenado minimo: Seleccionar 10 envases llenos, quitar etiquetas, pesar
individualmente, extraer contenido de cada envase, secar y volver a pesar cada uno
de los envases vacios con sus partes correspondientes. La diferencia entre los dos
pesos es el peso neto del contenido del envase. El contenido promedio de 10
envases no es menor que la cantidad declarada y el contenido de cada envase no
es menos de 90% cuando la cantidad declarada es de 60g (ml) o0 menos, o no es
menos de 95% cuando la cantidad declarada es de mas de 60g (ml) pero no mas

de 150g (ml). Si no se cumple con este requisito repetir con 20 envases. (65) (66)

11.4.3 pH: Calibrar pH-metro con tampén de ftalato pH 4 y fosfato pH 6 a 9.

Introducir electrodos a la muestra y medir el pH.

11.4.4 Determinacion de la extensibilidad: Usar dos placas de cristal (20x20cm)
entre las cuales se coloca, 2-4g del preparado. Colocar la placa inferior sobre una
hoja milimetrada. Trazar diagonales. Colocar la muestra en el punto de interseccion.
Colocar pesos sucesivos (100, 200, 400, 600, 800 y 1000g). Representar la
extensibilidad en mm? frente a los pesos empleados. Expresion de los resultados:
Ae: T (rp)?; AE) area de extensibilidad; rp: radio promedio de las mediciones (mm);
1T: constante (3.1416).

11.4.5 Determinacion de la viscosidad: Usar viscosimetro rotatorio, calibrar, elegir
husos y recipiente adecuados, introducir la muestra y medir viscosidad. (65) (66)
(67)
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HIPOTESIS:

Hipotesis nula (Ho): p1 = pe2
El gel disefiado y formulado no tiene mejor efectividad cicatrizante en comparacion
con Ketanserina gel en heridas inducidas en hamsteres sirio dorado.

Hipotesis alternativa (Hi): p1 # P2
El gel disefiado y formulado tiene mejor efectividad cicatrizante en comparacion con

ketanserina gel en heridas inducidas en hamsteres sirio dorado.
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MATERIAL Y METODO:

1. Disefio Metodoldgico:

Tipo de estudio:

Experimental puro de corte transversal, descriptivo y prospectivo.

Poblacion de estudio:

Constituida por veinticuatro plantas medicinales existentes a nivel nacional con
actividad cicatrizante validada: Peperomia scutellaefolia, Dracontium croatii, Aloe
vera, Linum usitatissimum, Equisetum arvence, Schinus molle, Caesalpinia spinosa,
Juglans regia, Juglans neotropica, Thymus vulgaris, Urtica dioica, Amaranthus
quitensis, Senecio salignus, Solanum nigrum, Chenopodium hircinum, Allium cepa,
Rosmarinus officinales, Piper aduncum, Pinus caribaea, Saccharum officinarum,

Plantago major, Calendula officinalis, Persea americana y Dorstenia drakena.
Criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion:

e Plantas medicinales existentes y accesibles a nivel nacional, con actividad
cicatrizante validada en heridas inducidas en roedores.

e Hamsteres machos sirio dorado de 6 meses de edad, con pesos comprendidos
entre 100-150g.

Criterios de exclusion:

e Plantas medicinales inexistentes e inaccesibles a nivel nacional, sin actividad
cicatrizante validada en heridas inducidas en roedores.

e Hamsteres hembras sirio dorado menor o mayor a 6 meses de edad, con pesos

menores a 100g y mayores a 150g.

Muestra de estudio:
e Tres extractos fluidos obtenidos de las especies medicinales Aloe vera, Plantago

major y Calendula officinalis.
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Unidad de analisis:
e Gel al 10% de extractos.
e Gel al 15% de extractos.

e Gel al 20% de extractos.

Reactivo bioldgico:

e Hamsteres Mesocricetus auratus del Bioterio de la Escuela de Ciencias Agrarias
y Veterinaria, UNAN-Ledn.

Variables de estudio:

e Peso.
e Concentracion.

e Temperatura.

e Tiempo.

° pH.

e Regeneracion epitelial.

Cruce de variables:

e Peso vs Tiempo.

e Concentracion vs Temperatura.

e Concentraciéon vs Tiempo.

e Concentraciéon vs pH.

e Regeneracion epitelial vs Tiempo.

Area de estudio:

e Laboratorio de Productos Naturales, Departamento de Farmacia Industrial,
Facultad de Ciencias Quimicas, Complejo Docente de la Salud (Campus
Médico).

e Laboratorio de Andlisis Farmaceutico, Departamento de Farmacia Industrial,
Facultad de Ciencias Quimicas, Complejo Docente de la Salud (Campus
Médico).

e Bioterio de la Escuela de Ciencias Agrarias y Veterinaria, UNAN-Ledn.

e Laboratorio de Biopatologia, Escuela de Ciencias Agrarias y Veterinaria, UNAN-
Ledn.
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Plan de analisis y procesamiento de resultados:

La informacion sobre la efectividad cicatrizante de los geles se obtuvo a partir de
una ficha de recoleccion de informacion, cuyos resultados fueron graficados y
tabulados en el paquete informético Microsoft Excel v16.0 y levantado de texto en
Microsoft Word v16.0, creando una base de datos digital para posterior analisis.

Los resultados obtenidos fueron presentados mediante graficos basados en el plano
cartesiano, representando en el eje de las abscisas las variables independientes y

en el eje de las ordenadas las variables dependientes.

Los resultados sobre longitud, ancho, profundidad de la herida, asi como produccion
y desprendimiento de la costra se presentaron en gréaficos de linea; la reduccion del
tiempo de cicatrizacion fue presentada mediante grafico de barra; el tiempo de
cicatrizacion de cada tratamiento utilizado fue presentado mediante grafico de linea,
determinando si existia o no diferencia significativa entre ellos mediante un andlisis
de varianza (ANOVA de un factor) para posterior comprobacion de las hipotesis de

investigacion.
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: Tipo de Escala
Variable . Escala Definicion conceptual Indicador de
variable L
medicion
Dependiente _ Medida de la fuerza gravitatoria
Peso Cuantitativa Continua que actia sobre un obijeto. 0-50 Grs
B Dependiente . Medida de la cantidad o _
Concentracion Cu%ntitativa Continua proporcion de un soluto en Peso/Volumen pg/ml:
solucion.
Temperatura Independ|¢nte Discreta Magnitud _f|S|ca que refleja la 32, 60, 90, 106 °C:
Cuantitativa cantidad de calor.
. Independiente . Mag_n,ltud fisica que m'de la . Min:
Tiempo - Discreta duracion de acontecimientos y Dias _
Cuantitativa . . Hrs:
determina un periodo.
Independiente Coeficiente que indica el grado
. . .. +7.
pH Cuantitativa Continua de acidez o basicidad de una 2,4,5,7,10 [Hs0*:
solucién.
Regeneracion | Dependiente Conti C'Zﬁj?g:wz?;)?eg,?;l?ri{:’?g.?d"gs Examen macroscopico mm.
epitelial Cuantitativa ontinua para r J Examen microscopico Dias:
dafados. ENV:

pg/ml: microgramo/mililitro; °C: grados centigrados; Min: minutos; pH: potencial de hidrogeno; [HzO*]: concentracion de iones hidronio; Cm:
centimetro; ENV: valoracién numérica visual.
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2. Parte experimental:

Documentacion bibliografica:

La presente investigacion se sustento cientificamente mediante revision de fuentes
primarias de informacién como libros digitales, tesis, revistas, articulos cientificos,
documentos oficiales e investigaciones de instituciones publicas y normas técnicas
como el RTCA 11.03.56:09 de productos naturales medicinales para uso humano,
verificacion de la calidad y la Norma Ramal Ecuatoriana del control de calidad de
fitofdrmacos. Asi como la revision de fuentes secundarias como libros, articulos y

resimenes de investigaciones anteriores.

Obtencién de especies medicinales:
Aloe vera: La droga cruda se obtuvo del vivero la Esperanza, Carretera Poneloya,

Ledn-Nicaragua, utilizando las hojas.

Plantago major y Calendula officinalis: La droga vegetal fue obtenida del
Laboratorio Medicina Verde, Villa Venezuela, Managua-Nicaragua, utilizando las

hojas para el Plantago major y flores y hojas para Calendula officinalis.

Control de calidad de especies medicinales:

Determinacion microscopica:
Conectar microscopio de luz AMERICAN OPTICAL ONEFIFTY.

Colocar muestra en la ldmina portaobjeto y posteriormente cubrir con la lamina

N

cubreobjeto.

3. Ubicar la muestra en la platina y sujetarla con las pinzas.

B

Enfocar muestra con lente objetivo de menor aumento.
5. Subir platina con tornillo macrométrico hasta que la imagen sea visible,

moviendo el tornillo micrométrico hasta obtener una imagen nitida.

<

Ajustar el revolver hasta obtener el lente objetivo de interés (40X).

~

Anotar resultados.
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Determinacion de sélidos del Aloe vera a 40y 80°C:
La determinacion de sélidos (triplicado) se realizé utilizando un horno de conveccion
por gravedad, marca PRECISION SCIENTIFIC GROUN.

Obtencién del gel (40 y 80°C):

. Cortar 3 hojas midiendo largo y ancho superior e inferior.

N -

. Obtener gel con la técnica de fileteado utilizando una cuchara como instrumento
de extraccion.

Pesar 509 de gel, introducir al horno sobre papel aluminio a 40 y 80°C.

B

Realizar pesaje cada hora hasta peso constante.
Determinacion de la estabilidad del gel de Aloe vera:

e Estabilidad en relacién a la temperatura:

Se extrajo el gel de acuerdo al procedimiento establecido en la seccién de material
y método referido a la obtencion del extracto de Aloe vera. Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

=

Tomar 50ml de gel, trasvasar a un beaker de 100ml.

N

Valorar contenido fendlico inicial a temperatura ambiente (32°C).

w

Calentar beakers en una cocina ISOTEMP FISHER SCIENTIFIC a 60, 90 y 106°C
(ebullicién) durante 20 minutos utilizando un termémetro FISHER BRAND para su

verificacion.

B

Valorar el contenido fenélico en cada temperatura.

Estabilidad en relacion al tiempo:

Se extrae el gel de acuerdo al procedimiento establecido en la seccion de material
y método referido a la obtencidn del extracto de Aloe vera. Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

1. Tomar 20ml de gel, trasvasar a un beaker de 50ml.

Valorar contenido fendlico inicial (tiempo 0).

Agregar 1ml de solucion de KMnO4 0.0001013N a cada gel.

Medir contenido fendlico cada 20 minutos hasta completar una hora.

w0 N
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e Estabilidad en relacion al pH:
Se extrajo el gel de acuerdo al procedimiento establecido en la seccién de material
y método referido a la obtencidn del extracto de Aloe vera. Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

Tomar 50ml de gel, trasvasar a un beaker de 100ml.
Medir pH y contenido fendlico inicial.

Agregar 6.5ml de HCL 0.1N hasta pH 2, valorando el contenido fendlico.

A

Agregar gota a gota NHs puro hasta pH 5, 7 y 10, midiendo en cada momento
de pH el contenido fendlico.

Determinacion de sdlidos totales de Plantago major y Calendula officinalis:

=

Preparar 50ml de mezcla hidroalcohdlica, usando diferentes relaciones
droga/solvente (1:5 y 1:10) y concentraciones hidroalcohdlicas (35, 50, 70%), a
partir de alcohol absoluto al 98%.

N

Pesar materia prima pulverizada en una balanza analitica G TALENT SARTORIUS

modelo TE214S, en cantidades suficientes para las relaciones droga/solvente.

w

Combinar paso numero 1 y 2, macerar a 45°C por una hora mezclando
constantemente en una cocina FISHER SCIENTIFIC PLACA CALIENTE ISOTEMP.

B

Filtrar con una manta, luego con papel filtro.
5. Tomar 2ml de cada mezcla, llevar a una capsula de porcelana limpia y seca,

calentando a 105°C hasta evaporacion completa.

»

Dejar 24 horas en un desecador, activando previamente el absorbente calentado

a 110°C por una hora, hasta adquirir un color azul intenso.

Expresion de resultados: %ST: (P2-P1/P3-P1)*100. %ST: porcentaje de solidos
totales; P1: Peso de capsula de porcelana vacia; P2: Peso de cdpsula después de

desecador; P3: Peso de capsula con 2ml de muestra.
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Obtencion de extractos:

Aloe vera:

=

Cortar punta, base y bordes espinosos de las hojas utilizando un cuchillo.
Retirar epidermis superior de la hoja manualmente.

Raspar epidermis inferior que contiene el gel con una cuchara.

w0 N

Someter el filete a turboextraccion (2-5 minutos) utilizando una licuadora OSTER

modelo 6640, hasta obtener una solucion espesa homogénea.

o,

Filtrar con una manta, luego con papel filtro.

o

Estabilizar mediante calentamiento y agitacion constante a 45°C por 20 minutos,
luego afadir acido ascorbico 0.015%, acido citrico 0.01% y benzoato de sodio

0.05%, mezclar hasta solubilizacion completa.

N

Almacenar en un lugar fresco y protegido de la luz.

Plantago major y Calendula officinalis:

1. Preparar 1L de mezcla hidroalcoholica al 50%, a partir de un alcohol al 98%.

2. Pesar la materia prima pulverizada en una balanza analitica G TALENT
SARTORIUS modelo TE214S, en cantidades suficientes para la relacién
droga/solvente 1:5.

Macerar a 45°C por una hora.
4. Filtrar con una manta, luego con papel filtro.

5. Almacenar en un lugar fresco y protegido de la luz.

Concentracion de extracto:
Los extractos se calentaron a 45°C hasta evaporacion del 50% del volumen total del

extracto.

Almacenamiento:
Los extractos y licuado se almacenaron en envases plasticos protegidos de la luz a

temperatura ambiente.
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Control de calidad de extractos fluidos:

Tamizaje fitoquimico de especies medicinales:

Preparar los reactivos a utilizar en las pruebas colorimétricas.
Tomar una alicuota de 3ml de cada extracto.
Adicionar reactivos.

A

Anotar resultados.

Pardmetros organolépticos de extractos fluidos:
Determinacion de color:

1. Llenar % partes de un tubo de ensayo con muestra.
2. Observar color.

3. Anotar resultados.

Determinacién de olor:

=

Cortar una tira de papel filtro de 1x10cm.
Introducir un extremo en la muestra de ensayo.

Oler la tira de papel filtro humectado con extracto.

h w N

Anotar resultados.

Determinacion de sabor:

1. Colocar una pequefia cantidad de muestra en el borde de la mano.
2. Catar sabor.

3. Anotar resultados.

Determinacion de homogeneidad, presencia de particulas extrafias y separacion de

fases:

=

Llenar % partes de un tubo de ensayo con muestra.

N

. Observar con una lupa la presencia y distribucion de las particulas y fases del

extracto.

w

Anotar resultados.
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Parametros fisicoquimicos de extractos fluidos.

Determinacion de pH:

S

. Ajustar pH-metro con soluciones tampon pH 4, 7y 9.

Introducir electrodo limpio y seco a la muestra.
Realizar medicion de pH.
Anotar resultados.

Determinacion de densidad relativa:

N

w

SIS

Pesar picnometro vacio (capacidad de 10ml).

. Agregar extracto y agua (liquido de referencia) al picnometro hasta el afore,

pesar individualmente.
Calcular el peso de los 10ml de extracto y agua, restando el peso del picnémetro
vacio al peso del picnémetro lleno con ambas sustancias.

Dividir el peso de los 10ml de extracto entre el peso de los 10ml de agua.

. Anotar resultados.

Determinacion de densidad absoluta:

=

N

w

B

o

Pesar picnémetro vacio con capacidad de 10ml.
Agregar extracto al picnémetro hasta afore, pesar.

. Calcular el peso de los 10ml de extracto, restando el peso del picnémetro vacio

al peso del picndmetro lleno con extracto.
Dividir el peso de los 10ml de extracto entre la capacidad volumétrica del
picnometro.

Anotar resultados.
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e Cuantificacion de principios activos presentes en extractos fluidos:
Determinacion de polifenoles totales por espectrofotometria UV-visible
referida como porcentaje de acido gélico a 659nm:

Preparacion de los patrones de referencia:

1. Preparar 100ml de una solucion madre de acido galico, con agua destilada
(1,109.25051ug/ml), luego realizar una dilucién 1:10 (110.925051ug/ml).

Tomar de la alicuota 0.1ml, 0.2ml, 0.3ml, 0.4mly 0.5ml, llevar a tubos de ensayo.

w N

Agregar agua destilada en cantidades suficientes para 6ml de solucion, 2ml de
Folin-Ciocalteu y 2ml de Na2COs al 20%, obteniendo concentraciones de
1.8488ug/ml, 3.6975ug/ml, 5.5463ug/ml, 7.3950ug/ml y 9.2438ug/ml,
respectivamente.

Determinacion de polifenoles totales de la muestra (Aloe vera):

1. Realizar una dilucién 1:10 del extracto, tomar 1ml, llevar a un tubo de ensayo.
2. Agregar 1ml de agua destilada, 2ml de reactivo Folin-Ciocalteu y 2ml de Na2COs
al 20%, realizar lectura por triplicado a 659nm.

Determinacion de taninos totales por espectrofotometria UV-visible referida
como porcentaje de acido tanico a 656nm:

Preparacion de los patrones de referencia:
1. Preparar 100ml de una solucion madre de &cido tanico, con agua destilada
(1,092.1098ug/ml), luego realizar una dilucién 1:10 (109.211098ug/ml).

Tomar de la alicuota 0.1ml, 0.2ml, 0.3ml, 0.4mly 0.5ml, llevar a tubos de ensayo.

w N

Agregar agua destilada en cantidades suficientes para 6ml de solucion, 2ml de
Folin-Ciocalteu y 2ml de Na2COs al 20%, obteniendo concentraciones de
1.820183pg/ml, 3.640366pg/ml,  5.460549ug/ml,  7.280732ug/ml vy
9.100915ug/ml, respectivamente.

Determinacion de taninos totales en la muestra (Plantago major):
1. Realizar una dilucién 1:10 del extracto, tomar 1ml, llevar a un tubo de ensayo.
2. Agregar 1ml de agua destilada, 2ml de reactivo Folin-Ciocalteu y 2ml de Na2CO3

al 20%, realizar lectura por triplicado a 656nm.

DISENO Y FORMULACION DE GEL CICATRIZANTE

iA LA LIBERTAD POR LA UNIVERSIDAD! Pag. 61




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA — LEON

Determinacion de flavonoides totales por espectrofotometria UV-Visible
expresados como porcentaje de quercetina a 661nm:

Preparacion de los patrones de referencia:
1. Preparar 100ml de una solucibn madre de quercetina, con agua destilada

(1,460.2ug/ml), luego realizar una dilucion 1:10 (146.02ug/mil).

N

Tomar de la alicuota 0.1ml, 0.2ml, 0.3ml, 0.4mly 0.5ml, llevar a tubos de ensayo.

w

Agregar agua destilada para 6ml de solucion, 2ml de Folin-Ciocalteu y 2ml de
Na2CO3 al 20%, obteniendo concentraciones de 2.433666ug/ml,
4.867333ug/ml, 7.301ug/ml, 9.734666ug/ml y 12.168333ug/ml,
respectivamente.

Determinacion de flavonoides totales en la muestra (Calendula officinalis):

1. Realizar una dilucion 1:10 del extracto, tomar 1ml, llevar a un tubo de ensayo.
2. Agregar 1ml de agua destilada, 2ml de Folin-Ciocalteu y 2ml de Na2CO3 al
20%, luego realizar lectura por triplicado a 661nm.

Elaboraciéon de gel placebo:

Técnica de preparacion de gel placebo:

1. Disolver los parabenos en propilenglicol y agregar 40g de agua destilada.

2. Dispersar carbopol 940, dejar humectar 24 horas, posteriormente incorporar

agua restante mezclando hasta completa homogenizacion.

w

Neutralizar con TEA mezclando lentamente.

B

Envasar y etiquetar.

Elaboracion de gel cicatrizante:

Técnica de preparacion de gel cicatrizante:

1. Disolver los parabenos en propilenglicol y agregar 40g de agua destilada.

2. Dispersar carbopol 940, dejar humectar 24 horas, posteriormente incorporar

agua restante mezclando hasta completa homogenizacion.

w

Adicionar extractos.

B

Neutralizar con TEA mezclando lentamente.

o

Envasar y etiquetar.
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Control de calidad de gel placebo y cicatrizante:

e Parametros organolépticos de geles:

Determinacion de color:
1. Extender una muestra de gel sobre un portaobjeto.
2. Observar color.

3. Anotar resultados.

Determinacién de olor:

[ERN

. Cortar una tira de papel filtro de 1x10cm.

N

Introducir un extremo en la muestra de ensayo.

w

. Oler la tira de papel filtro humectado con gel.

B

Anotar resultados.

Determinacion de aspecto:
1. Colocar una muestra de gel en un recipiente transparente.
2. Inspeccionar visualmente.

3. Anotar resultados.

Determinacion de untuosidad:
1. Aplicar una muestra de gel sobre el dorso de la mano.
2. Anotar resultados.

Determinacion de presencia de grumos, particulas extrafias y homogeneidad:

=

Extender una muestra de gel sobre un portaobjeto.
Colocarlo sobre una superficie negra.

Inspeccionar visualmente usando una lupa.

h w N

Anotar resultados.

Determinaciéon de separacion de fases:
1. Colocar una muestra de gel en un recipiente transparente.
2. Inspeccionar visualmente.

3. Anotar resultados.

Determinacion de textura:
1. Aplicar una muestra de gel sobre el dorso de la mano.
2. Anotar resultados.
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e Parametros fisicoquimicos de geles.

Determinacién de extensibilidad:

=

Pesar placas de vidrio superior e inferior, posteriormente realizar pesaje de 1g

de gel.

N

Realizar cuadrantes en hoja milimetrada.
3. Colocar placa inferior sobre papel milimetrado.
4. Adicionar gel y colocar placa superior, midiendo diametro (mm) transcurrido 1

minuto.

o

Colocar pesas metélicas de forma creciente (200, 400, 600, 800g), midiendo

diametro (mm) cada minuto, respectivamente.

o

Promediar diametros.

Determinacion de pH:

=

Ajustar pH-metro con soluciones tampo6n pH 4, 7y 9.
Introducir electrodo limpio y seco a la muestra.

Realizar medicion de pH.

W N

Promediar pH.

Determinaciéon de viscosidad:

=

Ensamblar viscosimetro.

N

. Adicionar cantidad de muestra representativa de producto final al recipiente
seleccionado en base al usillo (N°3).

Introducir usillo al recipiente contenedor de muestra y medir la viscosidad.

B

Promediar viscosidades.
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Proceso experimental:

e Animal de experimentacion:

Se utilizo un lote de 10 hamsteres machos sirio dorado (Mesocricetus auratus) de 6
meses de edad, con pesos de 100-150g, provenientes del Bioterio de la Escuela de
Ciencias Agrarias y Veterinaria, UNAN-Ledn. Se dividieron en 5 grupos de 2
animales, acondicionados individualmente en cajas de polipropileno, en un macroy
microambiente controlado (temperatura 20+2°C, humedad relativa 52+2%,
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad) por un periodo de
adaptacion de 10 dias, alimentados en horas de la mafiana (1.5g de comida/10g

peso del animal y agua potable), realizando recambio de cama diariamente.

e Induccidn de la herida:

Posterior al periodo de adaptacion, se depilé la mitad del tercio inferior del lomo
(area dorsal) de cada hamster previamente anestesiado, utilizando agua tibia, jabén
liquido y gillette. Trascurrido 24 horas y no observarse irritacion de la piel, se
anestesiaron con Ketamina (50mg/kg) via intraperitoneal, realizando heridas de 2cm

de longitud y 1mm de profundidad con un bisturi.

e Administraciéon de tratamiento:

Después de 3 horas de realizadas las incisiones, se administré via tépica 0.5g de
gel al 10% al grupo F1; 0.5g de gel al 15% al grupo F2; 0.5g de gel al 20% al grupo
F3 y 0.5g de ketanserina gel al 2% al grupo CP (control positivo). Al grupo CN

(control negativo), no se le aplic6 ningun tratamiento.

Los tratamientos fueron administrados dos veces al dia (mafiana y tarde) durante el
periodo de tiempo requerido para cicatrizacion completa, manteniendo los animales

en condiciones normales de agua y comida.
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Tabla N°4: Tratamientos cicatrizantes.

Grupos Dosis N° de Hamsteres Sexo

F1: Hamsteres_ Frataglos con 0.5g BID, VT 2 Machos
formulacion N°1

F2:Hamsteres_t,ratagos con 0.5g BID, VT 2 Machos
formulacion N°2

F3: Hamsteres_ Fratados con 0.5g BID, VT 2 Machos
formulacién N°3

CN: Hamsteres sin tr_atamiento ST 2 Machos
(control negativo)

CP: Hamsteres tratados con

Ketanserina 2% gel 0.5g BID, VT 2 Machos

(control positivo)

BID: dos veces al dia; VT: via topica; ST: sin tratamiento.

e Examen anatomopatolégico:

Terminado el ensayo in vivo, los hamsteres fueron sacrificados por sobredosis de
anestesia (Ketamina 300mg/kg). Se extrajo la piel en torno a la herida observando
caracteristicas macroscopicas. Posteriormente se colocaron las pieles en envases
individuales de formol al 10% durante 72 horas para realizacion de examen

histopatologico.

e Examen histopatoldgico:

El procesamiento de las muestras se realiz6 por la técnica clasica de inclusién en
parafina, con previa deshidratacion en alcoholes crecientes, pasaje por xilol y
parafina, realizando cortes con angulo -8 y micra -3 con micr6tomo rotatorio manual,
posterior secado en horno a 50°C por 20min y colorados con Hematoxilina-Eosina
como técnica de rutina. Finalizando con la lectura microscopica en fichas

individuales.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS:

Control de calidad de las especies medicinales:
Las muestras fueron leidas utilizando un microscopio de luz AMERICAN OPTICAL
ONEFIFTY a 40X.

Tabla N°5: Anéalisis microscopico.

Aloe vera: Se observd el mesdfilo del gel,
confirmando la geometria hexagonal e isodiamétrica

correspondiente a la especie en estudio.

Plantago major: Se identific la presencia de rasgos
distintivos como tricomas unicelulares

caracteristicos de las hojas.

Calendula officinalis: Se identificé la presencia de
polen distintivos de las flores de la planta utilizada.
(72) (73) (74)
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Determinacion de sélidos del Aloe vera a 40y 80°C:

Gréafico N°1: Peso vs tiempo a 40 y 80°C.
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Los 50.2788g de gel de Aloe vera, extraidos de hojas de 43cm de largo, 3cm ancho
superior y 7cm de inferior, calentados a 40°C tuvieron un peso final de 0.2324g de
sélidos, requiriendo 41 horas para alcanzar el peso constante, mientras que los
50.3751g de gel extraidos de hojas de 44.33cm de largo, 3cm ancho superiory 7cm
de inferior, calentados a 80°C tuvieron un peso final de 0.4489g de sdlidos,
requiriendo 10 horas para alcanzar el peso constante. La cantidad de sélidos a
diferentes temperaturas se debe a variaciones en el largo de las hojas y peso
promedio usado a 80°C. El peso a 80°C disminuyé 76% mas rapido (31 horas
menos) que el peso a 40°C, debido a la pérdida masiva de agua en forma de vapor
por una mayor accion del calor, hasta peso constante, determinando 99.3% de agua

y 0.7% de sélidos presentes en el gel.

Las temperaturas usadas para la deshidratacién no afecta la cantidad de sélidos del
gel, evitando usar temperaturas muy altas, ya que pueden desnaturalizar los

componentes activos, disminuyendo su actividad biolégica.
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Determinacion de estabilidad del gel de Aloe vera:

Estabilidad en relacion a la temperatura:

Grafico N°2: Concentracion vs Temperatura.
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Calentado el gel a 60°C por 20 minutos, la concentracion de polifenoles totales
aumentd 12.4% (2.17ug de polifenoles/ml de extracto) con respecto a la
concentracion inicial (17.49ug de polifenoles/ml de extracto); a 90°C aumento6 37.3%
(6.52ug de polifenoles/ml de extracto), debido a la inactivacién parcial de las
enzimas polifenoloxidasas, disminuyendo la hidroxilacion y oxidacién de polifenoles,
aumentando su concentracion. Estas enzimas tienen su maxima actividad entre 30-
40°C, disminuyendo su actividad a temperaturas mayores de 40°C; a 106°C
aumentd 400.6% (70.06ug de polifenoles/ml de extracto), alcanzando su maxima
concentracion, debido a grandes pérdidas de solvente (agua) aumentando la
concentracion de solutos (polifenoles), logrando un mayor grado de inactivaciéon de

enzimas polifenoloxidasas oxidoreductasa. (68) (69)
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Estabilidad en relacion al tiempo:

Grafico N°3: Concentracion vs tiempo.
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Luego de agregar 1ml de la solucion de KMnO4 0.0001013N y dejar reposar durante
20 minutos, la concentracion de polifenoles aument6 593.8% (98.33ug de
polifenoles/ml de extracto), con respecto a la concentracién inicial (16.56ug de
polifenoles/ml de extracto), debido a la reaccion REDOX con el KMnOa, provocando
un aumento en la concentracion de polifenoles para disminuir al maximo el efecto
degradativo del KMnOs, alcanzando la méaxima concentracion y actividad
antioxidante.

A los 40 minutos disminuyd 32.3% (37.16ug de polifenoles/ml de extracto) y al
completar 60 minutos disminuy6 75.6% (86.8ug de polifenoles/ml de extracto), con
respecto a la maxima concentracion obtenida en el analisis, respectivamente, ya
gue a medida que transcurre el tiempo disminuye la concentracion y actividad
antioxidante de los polifenoles por la accién degradativa del KMnQOas, con la posterior

inhibicion de la actividad terapéutica deseada (cicatrizante). (71)
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Estabilidad en relacion al pH:

Gréafico N°4: Concentracion vs pH.
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A pH 2.89, la concentracion de polifenoles totales disminuyé 20% (7.02ug de
polifenoles/ml de extracto) con respecto a la concentracion y pH inicial (pH 4.67,
35.09ug de polifenoles/ml de extracto) debido a la acidificacion del gel, que favorecio
la unidn de polifenoles con las proteinas de la sébila gracias a su alto grado de
hidroxilacion, donando protones para formar puentes de hidrégeno con las proteinas
a través del grupo hidroxilo. Dicha interaccion reduce el numero de grupos
hidroxilos, que al afiadir el reactivo Folin-Ciocalteu, no reaccionan, disminuyendo su
deteccién y concentracidén. La reaccién entre los polifenoles con el HCL produce
hidrolisis acida, reduciendo su concentracion. A pH 5.4, aument6 19.2% (6.72ug de
polifenoles/ml de extracto), debido a una disminucion en la interaccion de polifenoles
con las proteinas de la sabila. A pH 7.59, aumentdo 146.7% (51.48 ug de
polifenoles/ml de extracto), alcanzando su maxima concentracion, debido a que se
favorecié la ruptura de enlaces peptidicos entre aminoacidos que forman las
proteinas, haciendo que los aminoacidos libres se unieran a los compuestos
fendlicos creando una mayor cantidad de compuestos cuantificados. A pH 10.61, la
concentracion decayo 25.9%, con respecto a la maxima concentracion obtenida en
el andlisis, ya que a mayor pH los polifenoles son menos estables, sufriendo una

hidrdlisis alcalina, degradando la molécula. (70)
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Determinacion de sélidos totales:

Plantago major:

Tabla N°6: Sdlidos totales de Plantago major.

Relacién Mezcla Sélidos . C_on,star_lte
droga/solvente | hidroalcohdlica | totales (%) | Fromedio dlele(;:)trlca
15 35% g:gggggzggg 3.202586372 60
15 50% 3_37'33?%?23 3.706736272 51.4
15 70% 3_33;2;;33;39 3.314721808 40
1:10 350 2'298322‘71351 2.079440995 60
1:10 50% gziéﬁgg 2489239875 |  51.4
1:10 70% i:égggggg 1.916531617 40

Se obtuvieron los mejores resultados en las relaciones droga/solvente 1:5 al 35, 50

y 70%. Se realiz6 el analisis de varianza de un factor para elegir estadisticamente

las mejores condiciones de extraccion en base a los solidos totales obtenidos.

Anaélisis de varianza de un factor:

Resumen:
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1.5 35% 2 6.405172743  3.202586372 0.12276171
1:5 50% 2 7.413472543  3.706736272 2.7956E-07
1.5 70% 2 6.629443599 3.3147218 0.00367869
Andlisis de Varianza:
O”?:Q ol SC GL IPromedio de = = Valor critico
variaciones 0s cuadrados para F
Entre 0.280277881 2 0.140138941
grupos 3.32501242 0.173336185 9.552094496
Dentro de  0.126440677 3 0.042146892
los grupos
Total 0.406718559 5

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; P: probabilidad.

Planteamiento de hipétesis:

Hipdtesis nula, Ho: Todas las medias son iguales.
Hipdtesis alternativa, Hi: Al menos una media es diferente.
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Criterio de aceptacion:

Pcalculada>Ptabulada= Se acepta hipotesis nula.
Pcalculada<Ptabulada= Se rechaza hipétesis nula y se acepta la hipotesis
alternativa.

Resultados:

Ptabulada: a= 0.05
Pcalculada: 0.17

Se trabajo con un nivel de confianza del 95% y una significancia del 5%. Segun el
analisis de varianza de un factor, donde Pcalculada>Ptabulada, se acepta la
hipétesis nula, que todas las medias son iguales, es decir, no hay diferencia

importante (significativa), entre los resultados.

En base a lo obtenido, se eligié la relacion droga/solvente 1:5 al 50%, donde se
obtuvo el mayor porcentaje de sélidos totales (3.71%), cuya constate dieléctrica de
la mezcla hidroalcohdlica (51.4) permitié la mayor extraccion de los metabolitos de

interés responsables de la actividad farmacologica deseada.

Calendula officinalis:
Tabla N°7: Sélidos totales de Calendula officinalis.

Relacién Mezcla Solidos . C_on:star_lte
droga/solvente | hidroalcohdlica | totales (%) Promedio d'elig)t”ca
1:5 35% ;:ggii’gggg 2.463834854 60
15 50% gzg%ggggég 3.611334643 514
15 70% 3.22;2%21233 3.024530143 40
1:10 350 1;?38;‘2321 2.067400408 60
1:10 50% g:gi%g?g 2.054134837 514
1:10 70% iggg%% 1.880014303 40

Se obtuvieron los mejores resultados en las relaciones droga/solvente 1:5 al 35, 50
y 70%. Se realizé un analisis de varianza de un factor para elegir estadisticamente

las mejores condiciones de extraccion en base a los sélidos totales obtenidos.
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Analisis de varianza de un factor:

Resumen:
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1:5 35% 2 4927669709 2.463834855  0.36930644
1:5 50% 2 7.222669287 3.611334644  0.00711761
1:5 70% 2 6.049060293 3.024530147  0.13845558

Anédlisis de Varianza:

Origen de . .
s SC GL  Promedio de F P Valor critico
variaciones los cuadrados para F
Entre 1.316982996 2 0.658491498
grupos 3.83676957 0.149011303 9.552094496
Dentro de 0.51487963 3 0.171626543
los grupos
Total 1.831862626 5

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; P: probabilidad.
Planteamiento de hipétesis:

Hipoétesis nula, Ho: Todas las medias son iguales.
Hipodtesis alternativa, Hi: Al menos una media es diferente.

Criterio de aceptacion:

Pcalculada>Ptabulada= Se acepta hipotesis nula.
Pcalculada<Ptabulada= Se rechaza hipdtesis nula y se acepta la hipotesis
alternativa.

Resultados:

Ptabulada: a= 0.05
Pcalculada: 0.15

Se trabajo con un nivel de confianza del 95% y una significancia del 5%. Segun el
analisis de varianza de un factor, donde Pcalculada>Ptabulada, se acepta la
hipdtesis nula, que todas las medias son iguales, es decir, no hay diferencia
importante (significativa) entre los resultados. Se elige la relacion droga/solvente 1:5
al 50%, donde se obtuvo el mayor porcentaje de sélidos totales (3.61%), cuya
constate dieléctrica de la mezcla hidroalcohdlica (51.4) permitio la mayor extraccion

de los metabolitos de interés responsables de la actividad farmacolégica deseada.
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Control de calidad de extractos fluidos:

La determinacién de los pardmetros de calidad de los extractos fluidos se realizé en

base a la Norma Ramal Ecuatoriana de control de calidad de fitofarmacos.

Tabla N°8: Tamizaje fitoquimico.

- Metabolito Extractos fluidos | |
nsayo identificado | Aloe vera | Plantago major | Calendula
officinalis
Dragendorff (+) (+++) (+++)
Wagner Alcaloides (+) (+++4) (+++)
Mayer () (+++) (+++)
. Azlcares
Fehling reductores (+++) (+++) (+++)
Molish Azlcares () (-) (-)
Cloruro férrico | Compuestos (+++) (+++) (+++4)
Folin-Ciocalteu fendlicos (+++) (+++) (+++)
Shinoda Flavonoides (+) (++) (+++)
. Lactonas y
BElE Cumarinas (+++) (++) (++)
Hematoxilina Mucilagos (+++) (+++) (-)
Quinonas y/o
Sl Antraquinonas (+) (+) (++)
Ensayo de : _
espuma Saponinas ) (++) (++)
Ensayo de .
gelatina Taninos (+++) (+++) (+)
Liebermann- | Triterpenos y/o :
Burchard Esteroides ) (++) (++)

(-): ausencia; (+): bajo contenido; (++): contenido moderado; (+++): alto contenido.

Se realizé un tamizaje fitoquimico de las especies medicinales de interés, para

identificar los metabolitos secundarios responsables de sus efectos farmacologicos.

En el ensayo de Dragendorff, Wagner y Mayer, se identifico la presencia de
alcaloides en las tres plantas, con un alto contenido en Plantago major y Calendula
officinalis, al observarse precipitado y bajo contenido en Aloe vera presentando
unicamente opalescencia. En el ensayo de Fehling las tres especies medicinales
presentaron un alto contenido de azlcares reductores, al observarse precipitado
rojo, a diferencia de la reaccion de Molish que no se colored violeta por ausencia

de azlcares en las tres plantas.
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En el ensayo de cloruro férrico y Folin-Ciocalteu se identific6 la presencia de
compuestos fendlicos en grandes cantidades al observarse un intenso color azul
verdoso en las tres plantas. En el ensayo de Shinoda se identificé la presencia de
flavonoides, alto contenido en Calendula officinalis por la intensa coloracion
amarillenta rojiza del alcohol isoamilico, contenido moderado en Plantago major y

bajo contenido en Aloe vera.

En el ensayo de Baljet se observé alto contenido de lactonas y cumarinas en Aloe
vera, por la aparicion de precipitados rojizos y contenido moderado en Plantago
major y Calendula officinalis por dar coloraciones rojizas en ambos casos. Se
identifico la presencia de mucilagos en altos contenidos en Aloe vera y Plantago

major por la presencia de precipitados violetas y ausencia en Calendula officinalis.

En el ensayo de Borntrager se identificé la presencia de quinonas y/o antraguinonas,
contenido moderado en Calendula officinalis por la aparicion de color rosado en la
fase acuosa, y un bajo contenido en Aloe vera y Plantago major. En el ensayo de
espuma se identific6 un contenido moderado de saponinas en Plantago major y
Calendula officinalis, al presentar una altura de espuma entre 10-14mm después de
fuerte agitacion y reposo de 15 minutos, mientras que el Aloe vera tenia una altura

de menos de 5mm no detectando saponinas.

En el ensayo de gelatina se identificé un alto contenido de taninos en Aloe vera y
Plantago major, por presencia de precipitados y bajo contenido en Calendula
officinalis al observar unicamente turbidez. En el ensayo de Liebermann-Burchard
se identific6 un contenido moderado de triterpenos y/o glicésidos terpénicos en
Plantago major y Calendula officinalis, al observar una coloracion verdosa, mientras

gue en Aloe vera hay ausencia de estos compuestos.

Se llevo a cabo una de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica que nos
permitié detectar cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en
cada planta medicinal, para orientar la extraccion y aislamiento de los grupos de
mayores interés. (6) (32) (66)
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Tabla N°9: Determinacion de parametros organolépticos de extractos fluidos.

. Extractos fluidos
Parametros Aloe vera Plantago major | Calendula officinalis
Color Opalescente Marron Rojo caoba ambar
Olor Caracteristico | Caracteristico Caracteristico
Sabor Amargo Dulce Dulce
Homogeneidad Si Si Si
Presencia de particulas No No No
Separacion de fases Monofasico Monofasico Monofasico

Los parametros organolépticos estan en correspondencia con la bibliografia de
referencia, garantizando la adecuada preparacion de los extractos hidroalcohdlicos
de Plantago major y Calendula officinalis, asi como la extraccion y estabilizacién
del gel de Aloe vera, evitando posibles perturbaciones que pudieran modificar la

apariencia de los extractos.

Tabla N°10: Determinacion de parametros fisicoquimicos de extractos fluidos.

B EE s Extractos fluidos _
Aloe vera Plantago major Calendula officinalis
pH 4.37 5.26 5.58
Densidad relativa 1.0021 0.9587 0.9608
Densidad absoluta 0.9885g/ml 0.9456g/ml 0.9477g/ml

Los valores obtenidos segun la escala de pH son &cidos para las tres especies
vegetales medicinales, debido a la presencia de acidos fendlicos. El Aloe vera tiene
entre otros acido cumarico y cindmico; Plantago major tiene acido galico; Calendula
officinalis tiene acido malico y salicilico, favoreciendo la elaboracién de formas
farmacéutica topicas, al poseer compatibilidad con el pH de la piel (4-7)
garantizando seguridad al aplicarlos topicamente, evitando irritaciones cutaneas.
Los valores de densidad absoluta que relaciona la masa y volumen de los extractos
estan en correspondencia con la bibliografia de referencia, indicando la adecuada
extraccion de los metabolitos de interés. (75) (76) (77)

En la determinacion de la densidad relativa de los extractos se usé como liquido de
referencia el agua. Los extractos de Plantago major y Calendula officinalis son
menos densos que el agua al tener valores menores a la unidad, a diferencia del
gel de Aloe vera que presentd una densidad relativa mayor a la unidad, indicando
gue es mas denso que el agua, ya que esta constituido por 99.3% agua y 0.7% de

sélidos formados por 60% de mucilagos que retienen grandes cantidades de agua.
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Cuantificacién de principios activos presentes en extractos fluidos:

Tabla N°11: Cuantificacion de polifenoles totales por espectrofotometria UV-
visible presentes en el gel de Aloe vera.

Compuesto Concentracion (ug/ml) AZfi%rl?ca:dC(iz)iS
1.8488 0.175957
sndar de ref : 3.6975 0.31724
S "’Fg € r,el. erencla 5.5463 0.506097
acido gaflco 7.3950 0.709237
9.2438 0.808357
Gel de Aloe vera 0.276 0.024205
Se obtuvo 0.276ug/ml equivalentes a 16.56ug/ml de polifenoles en el gel puro.
Gréafico N°5: Curva de calibracion.
1
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Tabla N°12: Cuantificacion de taninos totales por espectrofotometria UV-
visible presentes en el extracto hidroalcohdlico del Plantago major.

Compuesto Concentracién (ug/ml) Al()tfi%rl?ca; dcoi")"S
1.82020 0.16253
Estandar de ref : 3.64040 0.29488
stanc Al ge elerenaia 5.46050 0.41798
acido tanico 7.28070 0.50894
9.10090 0.59320
Extracto de Plantago major 35.823 2.512533
Se obtuvo 35.823ug/ml equivalentes a 2,149.34ug/ml de taninos en el extracto puro.
Gréafico N°6: Curva de calibracion.
©
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Tabla N°13: Cuantificacién de flavonoides totales por espectrofotometria UV-
visible presentes en el extracto hidroalcohdlico de Calendula officinalis.

- Absorbancias
Compuesto Concentracion (ug/ml) (triplicado)
2.43360 0.06050
, . 4.86730 0.11282
Estandar de r_eferenC|a 730100 0.15482
GUEIEETE! 9.73470 0.20776
12.16830 0.258
Extracto de Calendula officinalis 81.246 1.752733

Se obtuvo 81.246ug/ml equivalentes a 4,874.66ug/ml de flavonoides en extracto

puro.

Gréafico N°7: Curva de calibracion.
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El coeficiente de determinacion (R?) de las curvas de calibracién de los diferentes
patrones de referencia utilizados es aceptable al tener un valor cercano a la unidad,
cumpliendo con la ley de Lambert-Beer, donde 3 0 mas puntos son paralelos a la

recta de la curva.

Tabla N°14: Determinacion de la cantidad de trietanolamina.

- < 2 Formulaciones
Determinacion 05% 0.75% 1%
pH Inicial 2.66 2.35 2.15
pH final 551 5.51 5.46
TEA (ml) 0.45ml 0.75ml 0.95ml
TEA (9) 0.5¢g 0.84¢ 1.07g

Se determind la cantidad de trietanolamina (99.3%) agregando gota a gota hasta
alcanzar un pH aproximado de 5.5, el cual garantiza que no haya irritacion en la piel

por valores inadecuados de pH.
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Eleccion de la formulacion ideal (Disefio experimental de un factor):

La formulacion de gel placebo se realizé a tres niveles de concentracion de agente

gelificante (0.5, 0.75, 1%), evaluando caracteristicas organolépticas como el color,

olor, aspecto, untuosidad, presencia de grumos, particulas, homogeneidad,

separacion de fases y textura, asi como la determinacién de parametros

fisicoquimicos como extensibilidad, pH y viscosidad.

Se propuso un experimento con un solo factor (concentracion) a 3 niveles (0.5, 0.75,

1%) y 9 mediciones por nivel, teniendo un total de 27 mediciones.

Tabla N°15: Resultados aleatorios de las mediciones.

Secuencia | Orden de | Concentracion .
de prueba lecturas | de carbopol 940 Parametro Resultado
1 23 1% Viscosidad 2800cp
2 6 0.5% Viscosidad 1800cp
3 20 1% pH 5.54
4 9 0.5% Extensibilidad 6.2cm
5 5 0.5% Viscosidad 1800cp
6 12 0.75% pH 5.66
7 2 0.5% pH 5.77
8 17 0.75% Extensibilidad 5.9cm
9 13 0.75% Viscosidad 2400cp
10 21 1% pH 5.61
11 24 1% Viscosidad 2700cp
12 7 0.5% Extensibilidad 6.6cm
13 10 0.75% pH 5.57
14 1 0.5% pH 5.85
15 22 1% Viscosidad 2600cp
16 3 0.5% pH 5.53
17 4 0.5% Viscosidad 1800cp
18 11 0.75% pH 5.69
19 16 0.75% Extensibilidad 5.7cm
20 25 1% Extensibilidad 4.7cm
21 18 0.75% Extensibilidad 5.1cm
22 8 0.5% Extensibilidad 6.4cm
23 26 1% Extensibilidad 5.1cm
24 14 0.75% Viscosidad 2300cp
25 27 1% Extensibilidad 5.3cm
26 15 0.75% Viscosidad 2400cp
27 19 1% pH 5.50
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Las determinaciones se realizaron aleatoriamente para evitar efectos de variables
perturbadoras desconocidas que podrian alterar los calculos obtenidos en las
mediciones desviando la mejor eleccion. La extensibilidad y viscosidad depende
principalmente de la cantidad de agente gelificante, el gel con menor cantidad de
agente gelificante (0.5%), tiene mayor extensibilidad pero menor viscosidad en
comparacion a los demas geles, debido a su textura mas ligera extendiéndose con
mas facilidad por efectos de peso. Por el contrario, los geles con mayor cantidad de

agente gelificante (0.75, 1%), tienen menor extensibilidad y mayor viscosidad,

debido a su textura mas densa.

Tabla N°16: Determinacion de parametros organolépticos de geles placebo.

Formulaciones

desintegrar

facil de desintegrar

SEELTE 0.5% 0.75% 1%
Color Traslucido Trasltcido TraslUcido
Olor Caracteristico Caracteristico Caracteristico
Sl Semisdlido Semisoélido
Aspecto transparente mayormente moderadamente
transparente transparente
UiiGsiieg NG WIS Ligeramente Moderadamente
untuoso untuoso
Presencia de Ausente Ausente Ausente
grumos
Prese/nma de Ausente Ausente Ausente
particulas
Homogeneidad Homogéneo Homogéneo Homogéneo
Separacion de Monofasico Monofasico Monofasico
fases
. . Gel moderadamente
Gel tipo serum al | Gel ligeramente cremoso al tacto
Textura tacto, facil de cremoso al tacto, '

ligeramente dificil de
desintegrar

La eleccion del

gel

placebo estuvo condicionado por

las caracteristicas

organolépticas, eligiendo la formulacién al 1%, debido que presenté mejor aspecto,
untuosidad y textura segun las caracteristicas esperadas por el investigador,
teniendo mejor apariencia, oleosidad y fluidez en comparacion con los geles al 0.5

y 0.75%, facilitando su aplicacion y absorcion en la piel.
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Tabla N°17: Determinacion de parametros fisicoquimicos de geles placebo.

Propiedades . Formulaciones
fisicoquimicas Referencia 0.5% 0.75% 1%
Extensibilidad | Méximo 5cm 6.15cm 5.34cm 4.87cm
pH 4-7 5.72 5.64 5.55
Viscosidad No hay valor 1800cp 2367cp 2700cp

En la eleccion del gel placebo condicionado por las caracteristicas fisicoquimicas se
eligio el gel al 1%, debido que presentd los mejores parametros de extensibilidad y
viscosidad, confiriéendole buena textura y distribucion sobre la piel. EI pH no fue
determinante para la eleccion del mejor gel placebo, ya que se trabajoé con un rango

controlado por el investigador.

Tabla N°18: Formula cualicuantitativa de formulacién ideal.

Sustancias Cantidad (%) Funcion
Carbopol 940 0.5-2 Gelificante
Propilenglicol 15-30 Humectante y conservante

Trietanolamina 2-4 Neutralizante

Metilparaben 0.02-0.3 Conservante antimicrobiano

Propilparaben 0.01-0.6 Conservante antimicrobiano
Agua csp 100 Solvente

Las cantidades de cada uno de los excipientes utilizados en la elaboracién de los
geles placebos fueron tomadas mediante referencias bibliogréficas (handbook de
excipientes).

Combinaciones de extractos fluidos.

Las combinaciones de extractos fluidos de Aloe vera, Plantago major y Calendula
officinalis, para la formulacion de los geles cicatrizantes, se estudiaron a 3 niveles

de concentracion: 10, 15y 20%.
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Tabla N°19: Control de calidad del producto terminado.
Gel cicatrizante a base de extractos fluidos de Aloe vera, Plantago major y
Calendula officinalis.
Caracteristicas organolépticas

Color Café claro
Olor Caracteristico
Aspecto Gel semisélido
Untuosidad No untuoso
Presencia de grumos Ausente
Presencia de particulas Ausente
Homogeneidad Homogéneo
Separacion de fases Monofasico

Gel ligeramente cremoso al tacto, facil de

Textura )
desintegrar
Caracteristicas fisicoquimicas
pH 5.20
Viscosidad 2500cp
Extensibilidad 4.9cm

El producto final presenta conformidad en relacion a las caracteristicas
organolépticas, al poseer buen aspecto, adecuada untuosidad al no dejar residuos
tras lavado, ausencia de grumos, ausencia de particulas extrafias y presentacion
en una sola fase homogénea que garantiza la concentracion de los principios activos
en todas sus partes. De igual manera presenta conformidad en relacién a las
caracteristicas fisicoquimicas, teniendo un pH éptimo que garantiza la estabilidad
del producto y principios activos, adecuada viscosidad y extensibilidad que facilita
la aplicacion del gel en la piel. La determinacion de los pardmetros de calidad del
producto terminado se realizé en base al RTCA 11.03.56:09 de productos naturales

medicinales para uso humano, verificacién de la calidad.

Tabla N°20: Formula cualicuantitativa del gel cicatrizante efectivo.

Sustancias Cantidad (%) Funcién
Extracto fluido de Aloe
vera, Plantago major y 10-20 Cicatrizantes
Calendula officinalis
Carbopol 940 0.5-2 Gelificante
Propilenglicol 15-30 Humectante y conservante
Trietanolamina 2-4 Neutralizante
Metilparaben 0.02-0.3 Conservante antimicrobiano
Propilparaben 0.01-0.6 Conservante antimicrobiano
Agua csp 100g Solvente
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Actividad cicatrizante del gel formulado a base de los extractos fluidos de Aloe
vera, Plantago major y Calendula officinalis en hamsteres sirio dorado.

Longitud de la herida por tratamiento:

20 Grafico N°8: Longitud de herida vs Tiempo.

=
(6)}

Longitud (mm)
|_\
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tiempo (dias)
—4—F1 —W—F2 ——F3 CP —A—CN

F: formulacién; CP: control positivo; CN: control negativo.

El grafico N°8 indica las longitudes obtenidas durante 14 dias de medicién diaria de
la herida (mm), segun los distintos tratamientos de investigacion utilizados desde la
induccion de la herida hasta el desprendimiento de la costra. Se observé que la
formulaciéon N°2 disminuy6 gradualmente el largo de la herida hasta su cierre en 7
dias de tratamiento, debido a la sinergia de componentes activos como mucilagos,
taninos y flavonoides resultantes de la combinacién de las plantas en proporciones
efectivas que garantizan un marcado efecto para disminuir el tiempo de cicatrizacion
en comparacién con la formulacion N°1 y N°3, cuyo proceso de cicatrizacion se dio

a los 10 y 9 dias, respectivamente. (6) (66)
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La aplicacion de Ketanserina como gel de referencia indujo la disminucion del largo
de la herida hasta su cierre en 12 dias de tratamiento, siendo menos efectiva en
reducir el tiempo de cicatrizacion que las formulaciones a base de las especies
vegetales medicinales, mientras que el control negativo al no aplicarse ningun
tratamiento inductor de la regeneracion epitelial, el cierre de la herida hasta su
cicatrizacion tardé 14 dias. La formulacion N°2 fue la mas efectiva para la
disminucién longitudinal de la herida hasta su completa cicatrizacion en

comparacion con los demas tratamientos evaluados.

Ancho de la herida por tratamiento:

Grafico N°9: Ancho de la herida vs Tiempo.
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F: formulacién; CP: control positivo; CN: control negativo.

El grafico N°9 muestra los valores medidos diariamente del ancho de la herida con
respecto al tiempo (dias), hasta su completo cierre. La formulacion N°2 redujo el
ancho inicial de la herida (3.4mm) en 7 dias, debido a su mayor efectividad
cicatrizante al aumentar la sintesis de colageno y fibronectinas que a su vez
aumentan la coagulacion de la sangre, expresion del factor de crecimiento endotelial
en los queratinocitos y tejido del borde de la herida, promoviendo la angiogénesis,

acelerando la contraccion y cierre de los bordes. (6) (66)
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La formulacion N°1 demordé 10 dias para reducir el ancho inicial (3.1mm) de la
herida, mientras que la formulacion N°3 tardé 9 dias en reducir el ancho inicial
(3.2mm). El control positivo redujo el ancho inicial de la herida (3mm), en 12 dias,
siendo el tratamiento con actividad cicatrizante de menor efectividad. El control
negativo al no aplicar tratamiento redujo el ancho inicial (3.3mm), en un proceso
mas lento, demorando 14 dias. La formulacion N°2 fue mas efectiva para la
reduccion en menor tiempo del ancho inicial de la herida en comparacion con los
demas tratamientos utilizados. Existen ligeras variaciones respecto al ancho de la
herida entre los tratamientos debido a las caracteristicas elasticas propias de la piel
de los animales de experimentacion de cada grupo.

Profundidad de la herida por tratamiento:

Gréfico N°10: Profundidad de la herida vs Tiempo.
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F: formulacion; CP: control positivo; CN: control negativo.

En el grafico N°10 se observan las mediciones diarias de la profundidad de la herida
respecto a los dias transcurridos hasta lograr el cierre total de la misma (tejido
regenerado a nivel de tejido sano). Se demostré que la formulacion N°2 redujo la
profundidad de la herida en 7 dias, al formar el relleno cicatricial en menor tiempo.

A diferencia de la formulacion N°1 y N°3 que tardaron 10 y 9 dias, respectivamente.
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El control positivo tard6 12 dias, siendo el tratamiento cicatrizante menos efectivo,
mientras que el control negativo al no aplicar tratamiento dur6 14 dias. Siendo la
formulacion N°2 mas efectiva para la reduccién en menor tiempo de la profundidad
de la herida en comparacion con los demas tratamientos utilizados. No hubo
variaciones en la profundidad de la herida, al existir homogeneidad en el grosor de
la piel del dorso de cada animal de experimentacion.

Produccién y desprendimiento de costra por tratamiento:

Gréafico N°11: Produccion vs Desprendimiento de costra.
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F: formulacién; CP: control positivo; CN: control negativo.

En el grafico N°11 se observa la produccion diaria de costra segun el tiempo (dias)
hasta el desprendimiento total de la misma, donde la formulacién N°2 obtuvo la
mayor produccion de costra a los 4 dias de tratamiento y caida de la misma en 7
dias, debido a que la regeneracion epitelial se dio con mas rapidez, haciendo que
la costra por contraccion y regeneracion de tejidos se deseque mas rapido en
comparacion con los demas tratamientos. La formulacién N°1 y N°3 obtuvieron su
maxima produccion de costra a los 5 y 4 dias, caida de la misma en 9 y 10 dias,

respectivamente. (6) (66)
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El control positivo obtuvo su maxima produccion de costra a los 8 dias y
desprendimiento de la misma en 12 dias, mostrando menor efectividad en acortar
el tiempo de produccién y caida de la costra. El control negativo obtuvo la maxima
produccion de costra en 7 dias y desprendimiento de la misma en 14 dias. La
formulacion N°2 fue mas efectiva para el tiempo de inicio de formacion y
desprendimiento de costra de cada herida, en comparacion con los demas

tratamientos utilizados.

Reduccion del tiempo de cicatrizaciéon por tratamiento:

Gréafico N°12: Reduccién del tiempo de cicatrizacion vs
Tratamiento.
100
3
o __ 80
ES
s
Z9 60
L O
'2 g 100
0 =
5§ 40
>S5 O
5 50
= 20 35.71
28.57 D
0
F1 F2 F3 CcP CN
Tratamientos

F: formulacién; CP: control positivo; CN: control negativo.

En el grafico N°12 se determind porcentualmente la reduccion del tiempo de
cicatrizacion de cada tratamiento aplicado, tomando como referencia el tiempo de
cicatrizacion del control negativo (14 dias), expresado como 100%. En la
formulacién N°1 el tiempo de cicatrizacion respecto al blanco se redujo 28.57% (4
dias); la formulacion N°2 se redujo 50% (7 dias) y la formulacion N°3 se redujo
35.71% (5 dias). El control positivo redujo unicamente 2 dias (14.29%), siendo el
menos efectivo para reducir el tiempo de cicatrizacion. La formulacion N°2 fue la
mas efectiva para inducir la reepitelizacion de tejidos en menor tiempo, evitando la

contaminacion de las heridas al exponerse menos a factores contaminantes. (6) (66)
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Tiempo de cicatrizaciéon por tratamiento:

Gréafico N°13: Tiempo de cicatrizacion vs Tratamiento.
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F: formulacién; CP: control positivo; CN: control negativo.

El grafico N°13 muestra la duracién en dias de cada tratamiento utilizado para lograr
la cicatrizacion total de la herida. Las mediciones determinaron que la formulacion
N°2 indujo la cicatrizacion mas rapido en comparacion con los demas tratamientos

al reducir al minimo el tiempo de cicatrizacién (7 dias).

Estos resultados se deben a la proporcién ideal de metabolitos secundarios de las
tres plantas, conteniendo la formulacion N°2 (0.13248mg de polifenoles en Aloe
vera, 6.44802mg de taninos en Plantago major, 19.49864mg de flavonoides en
Calendula officinalis) para un total de 26.07914mg de metabolitos secundarios. La
formulacién N°1 (0.0828mg de polifenoles en Aloe vera, 4.29868mg de taninos en
Plantago major, 14.62398mg de flavonoides en Calendula officinalis) para un total
de 19.00546mg de metabolitos secundarios y la formulacion N°3 (0.1656mg de
polifenoles en Aloe vera, 2.14934mg de taninos en Plantago major, 43.87194mg de
flavonoides en Calendula officinalis) para un total de 46.18688mg de metabolitos

secundarios entre las tres plantas. (6)
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Los efectos cicatrizantes de las plantas medicinales utilizadas se deben a la
presencia de flavonoides en la Calendula officinalis, los cuales son regenerantes
de tejidos y poseen grandes efectos antibacteriales. Los taninos del Plantago major
gue se unen a las proteinas de las costras mediante puentes de hidrégeno que
favorecen la coagulacion y crean un medio seco que impide el desarrollo de las
bacterias al constrefiir los vasos sanguineos y los mucilagos del Aloe vera que
tienen capacidad regenerativa basada en la estimulacion del crecimiento de
fibroblastos y contenido en colageno, que al combinarse tienen un efecto sinérgico,

reduciendo el tiempo de cicatrizacion y evitando la contaminacién bacteriana.

Analisis estadistico:

Anélisis de varianza de un factor:

Resumen:
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Formulaciéon N°1 2 19 9.5 0.5
Formulaciéon N°2 2 13 6.5 0.5
Formulaciéon N°3 2 17 8.5 0.5
Control Positivo 2 24 12 2
Control Negativo 2 28 14 2
Analisis de varianza:
Origen de . "
las SC GL Promedio de E = Valor critico
L los cuadrados para F
variaciones
Entre grupos 69.4 4 17.35 15.7727273 0.004845872 5.192167773
Dentro de
los grupos 55 5 1.1
Total 74.9 9

SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; P: probabilidad.
Planteamiento de hipotesis:

Hipdtesis nula, Ho: No hay diferencia significativa en la actividad cicatrizante entre
las formulaciones y control positivo.

Hipdtesis alternativa, Hi: Al menos un tratamiento tiene diferente efecto cicatrizante.
Criterio de aceptacion:

Pcalculada>Ptabulada= Se acepta hipoétesis nula.
Pcalculada<Ptabulada= Se rechaza hipétesis nula y se acepta la hipétesis
alternativa.
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Resultados:

Ptabulada: a= 0.05
Pcalculada: 0.005

De acuerdo al andlisis de varianza de un factor, se obtuvo que
Pcalculada<Ptabulada, rechazando la hipotesis nula, aceptando la hipotesis

alternativa que al menos un tratamiento tiene diferente efecto cicatrizante.

Test de TUKEY:

Se realizo el test de TUKEY para conocer que tratamientos son diferentes,
procediendo a calcular el valor comparador de TUKEY o HSD, usando la férmula:
HSD:q*\/m, donde: HSD: diferencia honestamente significativa;, q:
multiplicador o valor qa de la tabla de TUKEY; CME: cuadrado medio del error; R:

namero de repeticiones.

Se determind un ga usando la tabla de valores criticos de TUKEY de 5.67, con 5
grados de libertad dentro de los grupos, 5% de significancia, 5 grupos de estudio y
2 mediciones por grupo. Se calcul6 el cuadrado medio del error con la férmula:
CME=SC/GL, usando los datos de suma de cuadrados y grados de libertad del

analisis de varianza, siendo igual a 1.1, Se determiné un HSD de 4.20.

Tabla N°21: Comparacion de los grupos de analisis.

F1 F2 F3 CP CN
F1 3 1 -2.5 4.5
F2 -2 -5.5 -7.5
F3 3.5 -5.5
CP -2

CN

F: formulacion; Cp: control positivo; CN: control negativo.

Se determind mediante el test de TUKEY que la formulacion N°1 y N°2, son
significativamente iguales al tener una diferencia de medias menor al valor HSD
calculado, cicatrizando a los 10 y 7 dias respectivamente, con diferencia de tres
dias a favor de la formulacion N°2, es decir, que a pesar de que la formulacion N°2

cicatrizo antes no hay gran diferencia entre dichos tratamientos.
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De igual manera la formulacion N°1 es significativamente igual a la formulacion N°3
al cicatrizar a los 10 y 9 dias, respectivamente, indicando similar actividad
cicatrizante. La formulacion N°1 y N°3 son significativamente igual al patrén de

referencia, indicando un efecto cicatrizante similar entre los tratamientos.

La formulacion N°2 y el patron de referencia son significativamente diferentes al
tener una diferencia de medias mayor al valor HSD calculado, cicatrizando alos 7 y
12 dias, respectivamente, indicando que la formulacion N°2 redujo el tiempo de
cicatrizacion en mayor proporcion que el patron de referencia, siendo la formulacién

mas efectiva para tratar heridas.

El control positivo es significativamente igual al control negativo, al tener una
diferencia de medias menor al valor HSD calculado, cicatrizando a los 12 y 14 dias

respectivamente.

EL control negativo es significativamente diferente a las formulaciones a base de
plantas medicinales, ya que no se aplicO ningun tratamiento inductor de la

reepitelizacion de los tejidos.
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Examen histopatoldégico en hamsteres sirio dorado:

Tabla N°22: Hallazgos histopatoldgicos generales.

Muestra Examt'an. , Exam,en. Observacion a 40X
Macroscopico Microscopico
Elipse de piel con  Tejido con integridad
medidas de: de epitelio, foliculos
Largo: 2.5 cm pilosos y capas de la
Ancho: 1cm piel con distribucion
Blanco Profundidad: Imm normal.
Cicatriz: 2cm
Color: Traslucido
Elipse de piel con  Estrato basal y
medidas de: granuloso no definido
Largo: 2.5 cm con moderada
Ancho: 1cm presencia de epitelio
Profundidad: Imm escamoso. Alta
CN e .
Cicatriz: 2cm presencia de | *Qé
Color: Traslucido fibroblastos, células " &
inflamatorias y vasos
sanguineos. Presencia
moderada de fibras
colageno delgado.
Elipse de piel con  Moderados neovasos
medidas de: con estratos de
Largo: 2.5 cm epidermis  definidos.
Ancho: 1cm Alta presencia de /@
=1 Profundidad: 1mm fibroblasto, células
Cicatriz: 2cm inflamatorias. g
Color: Traslucido Presencia moderada
de fibras colageno
delgado.
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Elipse de piel con  Estratos de la
medidas de: epidermis  definidos.
Largo: 2.5 cm Moderada cantidad de
Ancho: 1cm neovasos cercanos a / -
Profundidad: 1Imm epidermis con baja |
F2 e . :
Cicatriz: 2cm presencia de ©
Color: Traslucido fibroblastos y células ",,“
inflamatérias. Alta
presencia de fibras
colageno tipo |.
Elipse de piel con  Neovasos cercanos a
medidas de: epidermis, estrato
Largo: 2.5 cm basal, granuloso vy
Ancho: 1cm espinoso definido. Alta
£3 Profundidad: 1Imm  presencia de
Cicatriz: 2cm fibroblastos, células
Color: Traslucido inflamatdrias vasos
sanguineos y
presencia moderada
de fibras colageno
delgado.
Elipse de piel con  Neovasos cerca de
medidas de: epidermis, estrato
Largo: 2.5 cm basal, granuloso vy
Ancho: 1cm espinoso definido con
Profundidad: 1Imm epitelio escamoso, alta
CP Cicatriz: 2cm presencia de
Color: Traslucido fibroblastos, vasos
sanguineos,  células
inflamatoérias,
presencia moderada
de fibras colageno
delgado.

F: formulacién; CP: control positivo; CN: control negativo.

El control negativo presentd poca regeneracion epitelial a su vez mostré bajo

desprendimiento del estrato corneo y poca neovascularizacion en comparacion a

los demas tratamientos. El control positivo presentd moderada regeneracion y

desprendimiento de estrato corneo encontrdndose en fase proliferativa mas

avanzada que el control negativo.
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Los tratamientos a base de especies vegetales presentaron a nivel histolégico mejor
etapa de regeneracion del tejido epitelial con evidente desprendimiento de células
queratinizadas del estrato corneo y restauracion de la membrana basal de la
epidermis, gran presencia de neovasos, alta presencia de fibras de colageno

delgadas y tipo I, moderada presencia de fibroblastos y pocas células inflamatorias.

Comparacion histopatoldgica de los tratamientos:

Formacién de colageno, presencia de neovasos, fibroblastos y células

inflamatorias:

A: Formulacion N°1; B: Formulacidon N°2; C: Formulacion N°3; D: Control positivo. Vista a 80X.

Se realizé una valoracion de acuerdo al nimero de células vistas en las biopsias y
se asigno un valor de acuerdo a la escala de valoracién numérica visual (ENV) de
1-5, establecida por el investigador para comparar cada tratamiento.
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En base al analisis histopatolégico el control positivo presenté mayor densidad de
fibroblastos y células inflamatorias (5ENV) que la formulacion N°1 (4ENV);
formulacion N°2 (1ENV) y formulaciéon N°3 (3ENV), asi como también mayor
cantidad de vasos sanguineos (5ENV) que la formulacion N°1 (4ENV); formulacion
N°2 (2ENV) y formulacion N°3 (3ENV).

La formulacion N°2 presenté mayor densidad de fibras de colageno tipo 1 gruesas
(5 ENV), en comparacion al control positivo (1ENV); formulacion N°1 (2EVN) y

formulacion N°3 (3EVN) que presentaron fibras de colageno delgadas.

Los hallazgos anteriores revelan que el control positivo se encuentra en una etapa
retardada de cicatrizacién, es decir, presenta indicativos compatibles con la etapa
proliferativa al tener alta densidad de fibroblastos, células inflamatorias y vasos
sanguineos, asi como baja densidad de colageno en comparaciéon a las

formulaciones a base de especies vegetales.

En cambio la formulacion N°2 presentd menor niumero de células inflamatorias,
fibroblastos, vasos sanguineos y mayor densidad de fibras de colageno tipo 1
gruesas, caracteristicas predominantes de la fase de remodelacién, etapa final de
maduracion de la cicatrizacion indicando mejor reconstruccion de la herida. Seguida
de la formulacion N°3 y N°1. En esta fase hay reduccién de la densidad de
macrofagos y fibroblastos al igual que se detiene la migracién de factores de
crecimiento desde los capilares y aumenta la fuerza de contraccion del tejido por la
formacién y degradacién de colageno IV a colageno tipo | que es la principal
proteina que provee estructura, fuerza y rigidez al tejido dermal. (78)
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Desprendimiento de células queratinizadas.

|

Se asigndé un valor de acuerdo a la densidad de células queratinizadas desprendidas
del estrato corneo basado en la escala de valoracion numérica visual (ENV) de 1-5.
Se determin6 que el control positivo presenté la menor densidad de células
gueratinizadas desprendidas (1ENV); formulacion N°1 (2EVN); formulacién N°2
(5EVN) y formulacion N°3 (3EVN). La formulacion N°2 obtuvo la mayor densidad de
células queratinizadas desprendidas, indicando una rapida reepitelizacion debido a
la mayor migracion de células epidermales adyacentes a la herida, mayor actividad
de factores de crecimiento endotelial, proliferacion de queratinocitos que formaran

la epidermis y la restauraciéon del neoepitelio de la capa estratificada y basal. (78)
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CONCLUSIONES:

Las mejores condiciones de extraccion droga/solvente y concentracion de
solvente de Plantago major y Calendula officinalis establecidas a través de la
determinacion de sélidos totales, se obtuvo mejores rendimientos en la relacion
droga/solvente 1:5 y mezcla hidroalcohdlica al 50% para ambas especies

vegetales medicinales.

Los resultados obtenidos del control de calidad de los extractos fluidos referido
a los parametros organolépticos y fisicoquimicos se encuentran acorde a

bibliografia consultada.

Se eligié el gel placebo al 1%, el cual present6 las mejores caracteristicas
organolépticas vy fisicoquimicas, seleccionado como base ideal, para posterior

formulacioén final.

Se realiz6 el control de calidad de los pardmetros organolépticos y fisicoquimicos
de las formulaciones finales, cumpliendo con los requisitos de calidad

establecidos segun bibliografia, siendo 6ptimos para su uso.

Las formulaciones finales al 10, 15 y 20%, presentaron mejor efectividad
cicatrizante en heridas cutaneas superficiales, cicatrizando a los 10, 7 y 9 dias
respectivamente, en comparacion al gel de referencia que cicatrizé en 12 dias,

confirmado a través de un estudio histopatoldgico.

Se rechazo la hipétesis nula y se acepta la alternativa, la cual estipula que el gel
disefiado y formulado tiene mejor efectividad cicatrizante en comparacién con

ketanserina gel en heridas inducidas en Hamsteres sirio dorado.
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X 7
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RECOMENDACIONES:

A la Facultad de Ciencias Quimicas:

Realizar mantenimiento de los laboratorios regularmente para asegurar la
correcta realizacion de las actividades experimentales.

Adaquirir equipos especializados y materiales que
proporcionen datos de alta precisiéon y mayor confiabilidad.

Capacitar a los estudiantes en el uso y manejo de animales de

experimentacién asi como la correcta manipulacion de los mismos.

A las futuras generaciones:

Realizar estudio de estabilidad del gel elaborado a base de los extractos
fluidos de Aloe vera, Plantago major y Calendula officinalis mediante métodos
analiticos para obtener datos del tiempo de vida util, asegurando la completa
estabilidad del producto terminado.

Comprobar el efecto cicatrizante de los extractos fluidos en forma individual
y realizar otras combinaciones en la formulacion de los geles a diferentes
concentraciones, determinando si presentan mejores resultados.

Realizar estudio microbiolégico del producto terminado.
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ANEXOS:

Anexo N°1: Obtencion de Aloe vera, Plantago major y Calendula officinalis.
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Anexo N°4: Tamizaje fitoquimico.

PR
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Anexo N°8: Producto terminado y control de calidad.
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Anexo N°11: Administracién de tratamientos.

Anexo N°12: Eutanasia de hamsteres.
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Anexo N°14: Estabilidad del gel de Aloe vera en relacion a la temperatura.

Planta
Aloe vera
Extraer gel
v Valoracién del contenido fendlico
50ml gel en espectrofotometria UV-Visible
(Triplicado) [~ (Triplicado)
| t

Calentar a 60°C
por 20 minutos

v

Calentar a 90°C
por 20 minutos

v

Calentar a 106°C
por 20 minutos
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Anexo N°15: Estabilidad del gel de Aloe vera en relacion al pH.

Planta
hasta pH 2
\ 4
Extraer gel _ | Agregar NHa
I hasta pH 5
50ml gel
(Triplicado) __| Agregar NHs
] hasta pH 7
Medir pH
inicial _{ Agregar NHs
l hasta pH 10
Valoracion del
contenido fendlico en Medir
espectrofotometria  |* pH
UV-Visible
(Triplicado)
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Anexo N°16: Estabilidad del gel de Aloe vera en relacién al tiempo.

Planta
Aloe vera

\ 4
Extraer gel Valoracion del
l contenido fendlico en
espectrofotometria
20ml gel UV-Visible
(Triplicado) (Triplicado)
l A
Agregar 1ml

KMnOa
0.0001013N

\ 4

\4

20 minutos
después

40 minutos
después

.

60 minutos
después
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Anexo N°17: Tamizaje fitoquimico.

Muestra

v

Extracto
hidroalcoholico

1L 1:5 al 50%.
(Para Aloe vera
se uso gel puro).

¥

l 1 1 1 3ml Ensayo de 1 3ml Elnsayo 3ml Elnsayo
3ml 3m|| En_sayol de Ensir;,](l) de SdmeIFEenhSI;)éo Liebermann- | 3M! Ensayo de Mayer de Wagner
Ensayode | Folin-Cocalteup = -o Az Burchard de Baljet (Alcaloides) | (Alcaloides)
Shinoda (Fenoles) (Flavonoides) (Azdcares (Triterpenos / (Lactonasy
. Reductores) p. Cumarinas)
(Flavonoides) Esteroides)
L % v v 47 v v v
3ml Ensayo de 3ml Ensayo 3ml 3m 3m 3m 3ml Ensayo de
Cloruro férrico de Gelatina  Ensayode  Ensayo de Ensayo de Ensayode  pragendorff
(Fenoles) (Taninos) Espuma Molish Borntrager Hematoxilina (Alcaloides)
(Saponinas)  (Azucares) (Quinonas / (Mucilagos)

Antraquinonas)
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Anexo N°18: Flujograma de proceso de elaboracién de gel cicatrizante.

Recepcion

de M.P.

P
<«

Inspeccidon
de M.P.

Eleccién del envase A

Adicionar
extractos

v

Neutralizar

v

Envasar

A 4

RN

Almacenamiento
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Anexo N°19: Peso de animales de experimentacion.

i Peso inicial Peso final Variaciones de pesos
Hamster (gramos) (gramos) (inicial/final)
1 115 113 -29
2 106 106 | e
3 143 140 -39
4 127 124 -3¢
5 108 112 +4g
6 124 120 -49
7 104 106 +29
8 114 112 -29
9 105 109 +4g
10 108 111 +39
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Anexo N°20: Tratamiento experimental.

ESQUEMA DE TRATAMIENTO
ANIMAL

GRUPO GRUPO GRUPO GRUPOS DE
F1 F2 F3 CONTROL

Q ! Q ! GRUPO GRUPO
Gel 10% Gel 15% Gel 20% ! ! ! Q

| —r

Ketanserina
2% gel

Dosis Administrada:
V4

L J

0.5g/dia/cada grupo f‘"

DISENO Y FORMULACION DE GEL CICATRIZANTE

iA LA LIBERTAD POR LA UNIVERSIDAD! Pag.117



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA — LEON

Anexo N°21: Proceso de cicatrizacion de los tratamientos.

Tratamientos

Primer dia de
tratamiento

Costra formada

Levantamiento de
costra

Proceso de
cicatrizacion final

F1

F2

F3

CP

CN

F: formulacion; CP: control positivo; CN: control negativo.
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Anexo N°22: Ficha de recoleccion de informacion sobre la efectividad cicatrizante del gel.

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, UNAN — Leon
Facultad de Ciencias Quimicas
Carrera de Farmacia

Fecha: Hora:
Lugar: Encargado:
Control Control
Muestra Blanco . .
positivo negativo F1 F2 F3

Tiempo de cicatrizacion

Tiempo de formacién de la costra
Tiempo de caida de la costra

Tipo de cicatrizacion

Regeneracion celular

Elipse de piel

Largo
Ancho
Profundidad

Cicatriz

Peso de la piel

Color de la piel

Descripcion microscopica
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Anexo N°23: Producto terminado:

Etiqueta:

flavonoides.

Lote: 00420

Fab: 12/10/2017
Venc: 12/10/2018
Rea.S. 2093948

Férmula cualicuantitativa:

Aloe vera: 0.13mg/ml de
polifenol;  Plantago  major:
6.4mg/ml de taninos; Calendula
officinalis: 19.5mg/ml de

Excipientes csp....

UsoO TOPICO

Cicage|® Indicaciones: Heridas leves,

raspaduras, quemaduras.

Aplicar dos veces al dia.

Producto Centroamericano
hecho en Nicaragua por
Laboratorios VIDA VERDE, S.A.
Almacenar en un lugar fresco.
Manténgase fuera del alcance de
los nifios.

Logotipo superior:

Envase secundario:

0, cl . .
de flavonoides.

Reg.S. 2093948

Excipientes csp.....100g

USoO TOPICO

Manténgase fuera del
alcance de los nifios.

USO TOPICO
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