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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo principal evaluar el efecto
cicatrizante de un gel estandarizado de Calendula officinalis L. (Caléndula) en

heridas producidas en animales de experimentacion.

Con tal fin, se procedio a la recoleccion de la planta medicinal en el departamento de
Ayacucho, luego los pétalos fueron extraidos del caliz, y cortados en pequefios
trozos, se siguid con la elaboracion del extracto mediante el método de percolacion,
obteniéndose un extracto glicdlico al 20% limpido, aromatico y de color anaranjado
caracteristico. Este extracto fue estandarizado mediante el analisis cuantitativo del
flavonoide quercetina por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
utilizando como fase movil metanol: agua (50:50), una longitud de onda de 254 nm
con un flujo de 1.0 mL.min"!, evaludndose los parametros de linealidad, precision,
exactitud y limites de deteccion y de cuantificacion, obteniéndose que; para la
linealidad del método, usando un estandar con pureza > 99% en un rango de
concentraciones de 0.15 a 1.50 mg.L!, el coeficiente de correlacion fue de 0.997,
para la precision se determino por repetibilidad y la precision intermedia en la que el

resultado de los coeficientes de variacion porcentual no excedia del 8 y el 16%
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respectivamente (seguin AOAC), la exactitud se evalud a través del porcentaje de
recuperacion obteniendo un valor de 92.37%, los limites de deteccion y
cuantificacion fueron de 0.054 y 0.063 mg.L"' respectivamente, al analizar la

concentracion de quercetina en el extracto se halld un valor de 6.300 mg.kg™.

El extracto estandarizado fue empleado en la elaboracion de geles al 5y 10%, que
fue utilizado para evaluar el efecto cicatrizante en 16 ratas de la especie
Rattusnorvegicus, para lo cual se realizaron 2 heridas incisas por rata que
involucraron dermis y epidermis, de 1 cm de largo cada una, haciendo un total de 32
heridas, aplicandose a 8 heridas el gel preparado al 5%, a otras 8 el gel preparado al
10%, a otras 8 el preparado comercial Cicatricure® y otras 8 para labase del gel. Al
final del periodo de tratamiento que fue de 5 dias con una dosificacion de 2 veces al

dia sedetermino el efecto cicatrizante mediante el método tensiométrico.

Se obtuvo los promedios de los pesos en gramos necesarios para abrir las heridas
producidas en los animales de experimentacion y fueron 188.86 + 17.27g para el
grupo tratado con el gel base; 255.95 + 14.39 g para el grupo tratado con el gel de
Calendula officinalis L. al 5%; 294.81 + 16.38 para el grupo que recibi6 tratamiento
con el gel de Calendula officinalis L. al 10%; y para el grupo tratado con el
preparado comercial Cicatricure® el promedio fue de 294.65 + 18.72 g; loque
demuestra que el gel de Calendula officinalis L. al 10% y el preparado comercial

Cicatricure® muestranla misma eficacia en el proceso decicatrizacion.

Del anélisis estadistico se demuestra que no existen diferenciassignificativas entre el
grupo tratado con el gel de Calendula officinalis L. al 10% y el preparado comercial
Cicatricure®, pero estos si difieren del grupo tratado con el gel base y el grupo
tratado con el gel de Calendula officinalis L. al 5% ya que estos dos si muestran
diferencias significativas al 0.05.Por loque se concluyd que el gel al 10% de
Calendula officinalis L (Caléndula) puede emplearse en el tratamiento de heridas
superficiales logrando un cicatrizacion eficaz similar al de los tratamientos en los que

se emplean productos reconocidos en el mercado tales como el Cicatricure®.
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ABSTRACT

The present research had as its main goal to evaluate the healing effect of a
standardized Calendula officinalis gel L. (Calendula) in procured wounds on animals

for experimentation.

To this purpose, we proceeded to collect the herb in the department of Ayacucho,
after the petals were removed from the sepal, and cut into small pieces, followed by
the preparation of the extract by the continuous extraction method, percolation,
obtaining a 20% limpid extract, aromatic and with characteristic orange color. This
extract was standardized by the flavonoid quercetin quantitative analysis by high
performance liquid chromatography (HPLC), using as mobile phase methanol: water
(50:50), wavelength of 254 nm with a flow of 1.0 mL.min-1 evaluating the linearity
parameters, precision, accuracy and limits of detection and quantification, obtaining;
to the linearity of the method, using a standard purity > 99% in a concentration range
of 0.15 to 1.50 mg.L-1, the correlation coefficient was 0.997, the accuracy was
determined by repeatability and the intermediate accuracy in which the result of the
coefficients of variation did not exceed percentage from 8% to 16% respectively

(according to AOAC), the accuracy was evaluated by the recovery percentage
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obtaining a value of 92.37%, the detection and quantification limits were 0.054 0.063
mg.L-1 respectively, by analyzing the concentration of quercetin in the extract a

value of 6.300 mg.kg-1 was found.

The standardized extract was used in the preparation of gels of 5% to 10%, which
was used to evaluate the healing effect in 16 rats of the Rattusnorvegicus species, for
which two incised wounds per rat were performed involving dermis and epidermis, 1
cm long each, making a total of 32 wounds; the gel prepared at 5% was applied to 8
wounds, the gel prepared at 10% to other 8 wounds, the commercial preparation
Cicatricure® to other 8 wounds and finally the base of gel applied to other 8
wounds. At the end of the treatment that was a period of 5 days at a dosage of 2

times a day, the healing effect was determined by the tensiometric method.

It was obtained the averages of the weights in grams required to open the wounds in
animals for experimentation and were 188.86 + 17.27 g for the group treated with the
base of the gel; 255.95 + 14.39 g for the group treated with Calendula officinalis L.
gel at 5%; 294.81 + 16.38 for the group treated with Calendula officinalis L. gel at
10%; and for the group treated with the commercial preparation Cicatricure® the
average was 294.65 + 18.72 g; This shows that the gel of Calendula officinalis L. at
10% and the commercial preparation Cicatricure® deliver the same efficacy in the

healing process.

The statistical analysis showed no significant differences between the group treated
with the Calendula officinalis L. at 10% gel and the group of the commercial
preparation Cicatricure®, but they do differ from the group treated with the base of
the gel and the group treated with the gel Calendula officinalis L. at 5% since these
two show significant differences of 0.05. So it was concluded that the Calendula
officinalis L. at 10% (calendula) can be used in the treatment of superficial wounds
achieving successful healing similar to the treatments that use well known

commercial products such as the Cicatricure®.
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INTRODUCCION:

La medicina tradicional es la suma de conocimientos tedricos y practicos que se
basan en la experiencia y observacion que se difunden de generacion en generacion
hasta la actualidad. Es muy importante ya que es la herencia ancestral de nuestros
pueblos amazoénicos que utiliza un sinfin de especies vegetales para la cura de

muchas enfermedades.

En el Peru, nuestra flora amazénica constituye una de las mayores reservas de la
fitoterapia, hoy en dia numerosas especies han sido estudiadas, obteniéndose de ellas
importantes compuestos biologicamente activos que han contribuido a aliviar las
dolencias de la humanidad, de ahi mi gran interés de analizar y estudiar estos

recursos tan importantes que nos da la naturaleza.

La Caléndula, planta anual de origen mediterraneo, tiene como nombre cientifico
Calendula officinalis L.; sus flores tienes diversas propiedades farmacologicas, una
de mi interés es la propiedad cicatrizante; es importante mencionar que las flores de
Caléndula cumplen con los requisitos establecidos por las farmacopeas

internacionales para su uso como planta medicinal.
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En el presente trabajo de investigacion se desea corroborar la accion cicatrizante de
esta especie vegetal ademas de formular un preparado farmacéutico que brinde dicha
propiedad atribuida a la planta y que ésta sea empelada como alternativa de
productos naturales con fines cicatrizantes y también contribuir mas en los
conocimientos de nuestra flora que por investigaciones anteriores es una planta rica

en principios activos.
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OBJETIVOS:

1. Preparar un extracto glicolico de los pétalos de Calendula officinalis L.
(Caléndula).

2. Elaborar un preparado farmacéutico (gel) a base del extracto glicolico de

Calendula officinalis L.(Caléndula).

3. Estandarizar el extracto glicélico en funcion con su contenido de quercetina por

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

4. Determinar el efecto cicatrizante del gel elaborado a base del extracto glicolico
de Calendula officinalis L.(Caléndula) por el método tensiométrico en animales

de experimentacion.

5. Comparar el efecto cicatrizante del gel deCalendula officinalis L.(Caléndula) con

una especialidad farmacéutica en animales de experimentacion.
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HIPOTESIS:

Dado que la medicina tradicional le atribuye a la Calendula officinalis L.
“Caléndula” efectos beneficiosos sobre el tratamiento de heridas superficiales, es
probable que un preparado farmacéutico a base de extracto glicolico de dicha planta

posea efecto cicatrizante en animales de experimentacion.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
1. Calendula officinalis L.
1.1.INTRODUCCION.
Calendula officinalis L.es una planta anual de origen mediterraneo que se cultiva en
todo el mundo, es de clima templado y resiste a las sequias; sus flores son utilizadas

en el punto de vista ornamental como también para la preparacion de productos

farmacéuticos y productos cosméticos. (!

1.2.CLASIFICACION TAXONOMICA.

De acuerdo al Sistema de Clasificacion de Engler&Prantl modificado por Melchor en

1964, Hamilton Beltran S.; Severo Baldeén M. y Elida Carrillo F., bidlogos del
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Herbario San Marcos de la Universidad Mayor de San Marcos, determinan para la

Calendula officinalis L. (Caléndula) la siguiente clasificacion:®

Reino Vegetal

Division Angiospermae

Clase Dicotyledoneae
Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae

Género Caléndula

Nombre Calendula officinalis

1.3.DESCRIPCION BOTANICA.

La Caléndula (Figura N° 1) es una planta de 30 a 60 cm de altura; tallo erguido

ramificado, pubescente.

FIGURA N° 1: Calendula officinalis L. (Caléndula)
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De hojas simples, alternas, algo gruesas, de oblongas a obovado-oblongas, enteras o
diminutas y remotamente denticuladas, los radios planos son de color amarillo
blanquecino hasta anaranjado subido, las flores de 3cm a 6 cm de didmetro sus

colores oscilan entre el amarillo y el anaranjado intenso, florecen todo el afio.(")

1.4 ASPECTOS QUIMICOS.

Las flores de Caléndula presentan un amplio espectro de compuestos quimicos, los
mas investigados por su interés farmacoldgico son los flavonoides y los carotenoides,
Ociosziynska Y. en su estudio de la quimica de Calendula. officinalis L. por
inflorescencia plantea respecto a los carotenoides un contenido entre 0.017 y 0.078%
tales como alfa, beta y gamma caroteno, violaxantina, rubixantinacitroxantina,
flavocromo, flavoxantina, galenina, luteolina, licopeno, valentiaxantina, auroxantina,

microxantina, y luteinlipoxido.

En el caso de los flavonoides, se plantea un contenido entre 0.33 y 0.88% tales como
quercetina, isoquercetina, quercetina glucoésido, isorhamnetina, rutinosido,

kaemferol, calendoflosido, calendoflavosido, calendoflavobiosido, narcisina, etc.

Otros compuestos de interés en las flores de Calendula officinalis L. son los
triterpenos como el ursadiol, el loliolido, el calendulosido F, también destacan los
aceites esenciales el cual se plantea un rendimiento de 0.02% y se determind la
presencia de pedunculatina, carvona, cariofileno, geranil acetona, torryol. Las
saponinas que presentan como aglicon al acido oleandlico, los acidos fenodlicos
como el vainillico, cafeico, ferulico, clorgénico, y taninos como catecol y pirogalol

también fueron reportados."

1.5.ASPECTOS FARMACOLOGICOS.

Los extractos deCalendula officinalis L.(Caléndula) presentan propiedades

farmacologicas de interés para la industria farmacéutica.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE ¥ , Q& UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

e Cicatrizante: utilizada para el tratamiento de heridas, quemaduras de primer
grado, contusiones, erupciones en la piel, es una de las propiedades mas
utilizadas de la Caléndula, debido a su contenido en flavonoides, triterpenos y

carotenoides. @

e Antiinflamatoria: se debe a los triterpenos.DellaLoggiaet al. (1994) utilizaron

un modelo experimental, la inflamacion de oreja de raton inducido por croton.®)

¢ Antibacteriana: Dumenil plantea que los extractos etandlicos al 80% mostraron
una actividad antibacteriana sobre todo contra Staphylococcusaureus vy

Streptococcusfaecalis.(

e Hipolipemiante:Wojeicki demostro que la aplicacion diaria de sapondsidos
obtenidos de las flores de Calendula officinalis L. normalizaron los niveles de

colesterol, triglicéridos, 4dcidos grasos libres, lipidos totales en la sangre.("

e Antioxidante: Los extractos metanolico y de propilenglicol de las flores de
Calendula officinalis L. demostraron efecto antioxidante por Fe: liposomal

inducido por peroxidacion de 4cido ascorbico. 4.
Entre otras propiedades, la Caléndula es diurética, espasmolitica, antipirética,
hepatoprotectora,regula la menstruacion atenuando ademas los dolores que
involucra, es anti-VIH, y anticancerigena, estas dos ultimas propiedades actualmente
estan en investigacion.
2. FLAVONOIDES.

2.1.CONCEPTO.

Son compuestos polifendlicos pertenecientes al grupo de los metabolitos secundarios
caracterizados por una estructura benzo — y — pirano los cuales estan distribuidos en

el reino vegetal en forma de glucosidos (ligados a carbohidratos). ©-©)
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Son copigmentos hidrosolubles que contribuyen a la coloracion de flores y frutos,”
son importantespara el buen funcionamiento y desarrollo de las plantas, ya que son
agentes protectores contra la luz UV, y contra infecciones causadas por

microorganismos fitopatogenos. )

2.2.DISTRIBUCION Y LOCALIZACION:

Estan distribuidos en gimnospermas y angiospermas, en las partes aéreas: hojas,
flores y frutos. ®La composicion varia de acuerdo al 6rgano de la planta, la familia

Asteraceae contiene gran cantidad de flavonoides. 7

2.3.ESTRUCTURA QUIMICA:

Son estructuras del tipo Cs C3 Cs con dos anillos aromaticos (bencénicos) unidos
entre si por una cadena de 3 carbonos ciclada a través de un oxigeno tal como se

muestra en la Figura N° 2.

Su estructura deriva de la y-cromona (benzo — y — pirano) con un fenilo en posicion 2
siendo 2-fenil-y-cromona. Todos los flavonoides poseen un carbonilo en la posicion
4; las variaciones se producen en las posiciones 1; 2; 3 de la unidad Cs del anillo B,
en el anillo aromatico son estructuras hidroxiladas y por lo tanto son polifenolicos.
Pueden encontrarse como agliconas libres o en forma de O-heterdsidos, C-

heterdsidos unidos generalmente a una glucosa. (7

FIGURA N° 2: Estructura general de un flavonoide.
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2.4 BIOSINTESIS.

Los flavonoides proceden del metabolismo secundario a través de la ruta del acido
shikimico y la ruta de los policétidos.

Anillo A: ruta de los policétidos (Ruta del MalonilCoA).

Anillo B y unidad Cs: ruta del 4cido shikimico. %

2.5.CLASIFICACION.

FLAVONA FLAVONOL

O
FLAVANONA ISOFLAVONA
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0 O o

ISOFLAVANONA CHALCONA

AURONA ANTOCIANO

Illl

OH

OH O
DIHIDROFLAVONOLES FLAVAN-3-OLES
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OH

BIFLAVONOIDE FLAVAN-3,4-DIOLES

FIGURA N° 3: Clasificacion de los flavonoides.

2.6.PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

Las flavonas, flavonoles, y auronas, debido al sistema conjugado son compuestos
solidos con colores que van desde el amarillo muy fuerte hasta el rojo, las flavanonas

y flavononoles, por su carbono quiral C-2 presentan rotacion optica.

Los glicésidos son so6lidos amorfos solubles en agua y alcohol mientras que las
agliconas son solidos cristalinos altamente hidroxiladas y solubles en solventes
organicos polares como etanol, metanol y en solventes organicos no polares tales

como éter etilico y cloroformo. 63

Debido a sus funciones fenol son ionizables en medio acido, lo cual permite su
identificacion por tener reacciones coloreadas; forman complejos con Fe*? (FeCl3) y

AP (AICL). ®

2.7.PROPIEDADES BIOLOGICAS.

La mayoria de flavonoides son degradados a nivel de intestino en condiciones
altamente alcalinas, rompiéndose el anillo C, por eso no son toxicos para el hombre y

los mamiferos. ®
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Los flavonoides son capaces de disminuir la permeabilidad de los capilares
sanguineos y aumentar su resistencia, por eso son recomendados en caso de

patologias circulatorias menores y fragilidad capilar. /-

Los flavonoides son inhibidores enzimaticos, antiinflamatorios, antibacterianos,

antioxidantes, antiarritmicos, antihemorragicos, antiespasmodicos y diuréticos. 7%

3. QUERCETINA.

La Quercetina es un flavonoide que fue identificado inicialmente en una planta de
especie Quercgus, pertenece al grupo de los flavonoles y esta presente en diversas

especies vegetales; segun la IUPAC su nombre es el 3,5,7,3',4"-pentahidroxiflavonol.

OH O
FIGURA N° 4: Estructura de la Quercetina

3.1.PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

La férmula molecular de la quercetina es CisH1007 por lo que su peso molecular sera
302.23 g.mol’!, se encuentra como un polvo cristalino de color amarillo verdoso
debido a la presencia de enlaces conjugados en su molécula, es inodoro, y en cuanto
a su solubilidad es altamente soluble en propilenglicol, metanol y etanol pero

insoluble en éter y agua. )

3.2.BIOSINTESIS.

La biosintesis de los flavonoles se da bajo la via del fenilpropanoide. La enzima

fenilalanina amonioliasa (PAL) cataliza la conversion de la L-fenilalanina a 4cido
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trans-cinamico. La enzima 4 cinamato-hidroxilasa (CH4) cataliza la sintesis del acido

p-cumarico.

El 4cido p-cumaricose convierte a p-cumaranil CoA por medio de la 4-cuomarato
CoA ligasa (4CL). El p-cumaranil CoA se activa al reaccionar con 3 moléculas

demalonil CoA.

Ahora, el punto de partida se da a través de la condensacion de una molécula de p-
curamanil-CoA y 3 moléculas de malonil-CoA, como resultado se obtiene la
naringinachalcona. Esta reaccion se lleva a cabo por la chalconasintasa (CHS). La
naringinachalcona después es isomeradaa una flavonona, la naringinina,por la
enzima chalconaisomerosa (CHI) A continuacion, la enzima flavanona 3-dioxigenasa

convierte la naringinina a dihidroquercetina.

Al mismo tiempo, una reaccion de 2-oxoglutarato y Oz se da para producir succinato
y CO2, ya de este compuesto, dihidroquercetina, se sintetizan los flavonolesbajo la

reaccion de la enzima flavonol sintasa (FLS) 19, asi como se muestra en la Figura 5.

3 malonyl-CoA whp c2

p-coumaroyl-CoA ——————>

chalcone

synthase 4,2°,4°,6’-tetrahyd hal
,2°,4°,6’-tetrahydroxychalcone
(CHS) OH O y Yy
CHI
chalcone
isomerase
OH
F3H
flavanona-3- HO
hydroxylase

Naringenin

OH O

. " OH O
Dihidroquerecitin
Quercitin

FIGURA N° 5: Biosintesis de la quercetina.
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3.3.PROPIEDADES BIOLOGICAS.

Estudios han demostrado que la quercetina es muy ventajosa para el ser humano ya
que tiene propiedades antioxidantes, antidiabéticas, antitumorales, cicatrizantes,
antiinflamatorias, antiespasmodicas, antivirales, anticancerigenas ademas que inhibe
la oxidacion y citotoxicidad de las LDL in vitro pudiendo reducir el riesgo para la
enfermedad cardiaca coronaria ! y probablemente mejoran el desempefio mental y
fisico,(!? de ahi la importancia de contar con métodos para la determinacion de este

importante flavonoide.

4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

4.1.CONCEPTO.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), es una técnica de separacion y
de cuantificacion, en el cual los componentes de una muestra se distribuyen en dos

fases, la fase estacionaria que es sélida, y la fase movil que es liquida.
La fase estacionaria:

Esta depositada en la columna.Generalmente esta compuesta por un solido poroso, de
tamafio de particula muy pequefio, éste solido esta constituido por una pelicula
delgada de un liquido.La columna es el lugar donde se produce la separacion y puede
considerarse como el corazon del sistema cromatografico, alrededor del cual se

centra todo, equipos de mayor o menor complejidad.
La fase movil:

Es un solvente o la mezcla de solventes que tiene un alto grado de pureza, la fase
movil pasa a través de la columna a una velocidad constante transportando la muestra

hacia la fase estacionaria.
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4.2.BASES DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA.

Un cromatografo liquido esta compuesto por (Figura N° 6):

e Un reservorio de solvente que alimenta al sistema con la fase movil

e Elinyector: un sistema que permite la introduccion de la muestra.

e La bomba: un sistema para forzar el pasaje de la muestra y la fase mévil
a través de la columna.

e El detector: un sistema de monitoreo de la solucion que emerge de la
columna.

e Un sistema de registros de datos que proviene del detector, la sefial del
detector puede ser utilizada por un registrador grafico o digitalizada, para
que pueda ser interpretada y procesada en una computadora. Como

resultado se obtiene dos productos:

0 El cromatograma: es un grafico que relaciona la concentracion del

soluto en funcion del tiempo.

0 El eluato: el fluido que proviene de la columna, que contiene la fase

movil y los componentes de la muestra separados. 13

FIGURA N° 6: Sistema de cromatografia de alta resolucion.(4
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Cuando la muestra y la fase movil son forzados a atravesar la fase estacionaria, las
interacciones hidrofobicas, dipolares, electrostaticas y puentes de hidrogeno, son las
responsables de la mayor o menor afinidad de cada uno de los componentes de las
muestra por la fase movil o la fase estacionaria. Asi, el componente mas afin a la fase
estacionaria se retiene mas y tarda mas en salir de la columna (eluir) y el mas afin a

la fase movil se retiene menos y sale antes de la columna.

4.3.PARTES.®®)

4.3.1. RESERVORIO DE LA FASE MOVIL.

El reservorio es el recipiente que contiene la fase movil, se ubica generalmente a
algunos centimetros sobre el nivel de la bomba para que la fuerza de gravedad dirija

el solvente hacia ésta, manteniendo llenar las conexiones.

Como reservorio de fase movil, puede utilizarse un frasco de buena calidad (vidrio o
polimero resistente) con una tapa adecuada para prevenir el ingreso de particulas al
sistema y puedan contaminarlo. Al extremo del tubo de salida de solvente se conecta
un filtro de acero (buzo) con 2 o 10 um de porosidad que impide el ingreso de

particulas a la bomba.

4.3.2. TUBERIAS.

La fase movil que se emplea para el HPLC debe circular por tuberias que conectan el
reservorio del solvente con la bomba, la bomba con el inyector, el inyector con uno o
mas detectores conectados en serie y con un colector de valvulas de distribucion. Las

tuberias deben de ser inertes y resistentes a altas presiones.
4.3.3. UNIONES.
Una unioén consiste en dos piezas que se acoplan perfectamente, las uniones permiten

conectar las tuberias, y con ellas, los distintos componentes del sistema

cromatografico.
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Las uniones deben de reunir determinadas caracteristicas:

e Deben de ser inertes a fases moviles y muestras.

e Deben de cerrarse herméticamente.

e No deben contribuir en forma notable al ensanchamiento de banda

extracolumnar por la presencia de volimenes muertos.

4.3.4. BOMBA.

Las bombas en el HPLC impulsan la fase movil que proviene del reservorio de
solvente hacia el inyector y desde alli hacia la columna, su caudal de trabajo es
variable segun la escala de trabajo escogida. Existen dos tipos de bomba: las de

piston (bombas reciprocantes) y las de desplazamiento continuo (bombas jeringa).

Las bombas estan elaboradas de materiales muy resistentes tanto al ataque quimico
como al desgaste mecanico, el material adecuado es acero inoxidable, zafiro, rubi y
teflén, el acero inoxidable se utiliza como ‘“cuerpo” de toda la bomba, para la
elaboracion de tuberias, conectores, y cabezales de los pistones, cuando el acero
inoxidable es incompatible con el tipo de (generalmente las de origen bioldgico se

desea conservar la actividad bioldgica) debe de ser reemplazado por titanio.

Habitualmente los pistones estan elaborados de zafiro y las valvulas de retencion por
una pequefia esfera de rubi que se apoya en un asiento de zafiro y una malla o

retentor de acero inoxidable.
Caracteristicas de las bombas:
e Caudal: Los equipos convencionales operan con caudales entre 0.1 y 10.0

mL.min"!' y trabajan con presiones de hasta 6000 psi.

e Exactitud en el caudal: se refiere a la divergencia entre el caudal de trabajo

establecido y el caudal real entregado, se determina midiendo el volumen de
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liquido entregado en un intervalo de tiempo preestablecido la importancia de
esta caracteristica reside en la importancia que pueda darse a la exactitud en

la determinacion de los tiempos de retencion de las sustancias a cuantificar.

e Ruido: se refiere a las pulsaciones (variaciones) que presentan las bombas
del tipo reciprocante y que conducen a variaciones en el caudal del solvente
entregado en intervalos cortos de tiempo; deficiencias en el sistema de
bombeo como valvulas tapadas, burbujas de aire ocluidas en los cabezales o
sellos en mal estado intensifican el valor del ruido. Este parametro es de
importancia crucial para asegurar resultados cuantitativamente validos debido
a que las areas de los picos de HPLC varian cuando el caudal del solvente

cambia.

e Deriva: es un cambio continuo en la entrega de solvente que se produce en
intervalos de tiempo muy largos, la deriva en el caudal conlleva a diferencias
en las areas de los picos durante operaciones automaticas en periodo de
tiempos muy largos. Para disminuir el efecto de la deriva se efectia una
nueva calibracion del instrumento con estandares apropiados luego de la

inyeccion de cada serie de 5 6 10 muestras.

e Sistema de corte: es conveniente que la bomba posea sistema de corte de
caudal cuando se superen valores limites de presion tanto superior como
inferior para evitar excesos en la presion del sistema cromatografico y asi no
dafar componentes como columnas y detectores ademas que permite detectar
las posibles pérdidas de solvente o la incorporacion de burbujas de aire al

agotarse la fase movil.
4.3.5. INYECTORES.
El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucidon sin

interrumpir el caudal del solvente a través del sistema. ('3 Actualmente los inyectores

de HPLC son valvulas que orientan el caudal hacia la columna por medio de un
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looppor el cual se introduce la solucion a inyectar. Un inyector debe de reunir las

siguientes caracteristicas:

Debe de ser facil de operar.

e Debe de ser inerte al ataque quimico y capaz de soportar altas presiones.

e Debe de ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida al sistema.

e No puede provocar diluciones importantes de la solucion inyectada.

4.3.6. DETECTORES.

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite “ver” y ubicar en

tiempo y espacio la posiciéon de cada componente de una muestra a la salida de la

columna. Los detectores deben de reunir ciertas caracteristicas tales como:

e Tener un amplio rango de respuesta: un cambio de la concentracion

produce un cambio en la sefal.

e Poseer una respuesta lineal: el detector debe medir propiedades del analito

que se incrementen linealmente al aumentar su concentracion.

e No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar: se refiere a la

pérdida de eficiencia

e Responder a todos los solutos.

e Tener sensibilidad apropiada

e No afectarse a los cambios de temperatura: los cambios de temperatura no

deben de modificar la sefal emitida por los detectores.
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e Poseer una buena relacion sefial/ruido: Estas perturbaciones que se
producen en la linea base del detector se deben a la electronica propia del
instrumento, a problemas relacionados con las variaciones de temperatura,

oscilaciones de la tension de la linea eléctrica, o a fluctuaciones en el caudal.

e No destruir la muestra: esta propiedad es caracteristica de casi todos los

detectores de HPLC, a excepcion del detector electroquimico.

e Tener una constante de tiempo baja: la constante de tiempo de un detector
indica la velocidad con que éste responde a un cambio instantaneo a la

concentracion del analito.

DETECTORES UV/VISIBLE.

Es el detector mas empleado en HPLC, posee buena sensibilidad y rango lineal
ademas que permite detectar analitos en el orden de nanogramos, no es destructivo y
pueden emplearse con sistemas de gradiente con la inica limitacion de que éstos sean

transparentes en la longitud de onda de trabajo.

Es un detector muy poco sensible a los cambios de caudal y de temperatura, opera en
el rango 190 nm - 350 nm, y en algunos equipos se puede extender a la zona visible

del espectro (350 nm — 700 nm) recibiendo asi el nombre de UV/VISIBLE. (13

4.4 CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA.

Es un tipo de cromatografia liquida, su nombre se debe a la inversion de las
polaridades de las fases; donde la fase estacionaria es no polar y la fase movil es
polar, este cambio de la polaridad resulta en un cambio en el orden de elucion de los

componentes de la muestra a estudiar.

La difusion de la fase reversa se debe a la silica gel que es un material fuertemente
higroscopico. Las ventajas de la cromatografia en fase reversa se resumen de la

siguiente manera:
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e Compuestos no idnicos, i6nicos e ionizables pueden ser separados en la

misma columna, con la misma fase movil.

e La fuerza de atraccion superficie no polar-soluto es débil.

e La adsorcion irreversible en silicagel ocurre raramente.

e La fase movil predominante es agua.

e El modificador organico predominante es el metanol ya que es asequible en

calidad y en precios.

e Se necesita poco tiempo para el equilibrio del sistema luego de un cambio de

fase movil, 13

5. GELES.

Sobre la piel se aplican una gran variedad de formulaciones de diversa naturaleza

fisicoquimica, ya sea con fines terapéuticos o cosméticos.

Las formas liquidas se pueden preparar como soluciones, suspensiones o emulsiones;
entre las formas solidas estan los polvos suavizantes y lubricantes, las barras que
contienen sustancias medicamentosas y las formas de consistencia semisolidas que

son el grupo mas amplio dentro de las formulaciones de aplicacion topica. (19

Los sistemas semisolidos poseen caracteristicas y propiedades que pueden

considerarse especificas de las formulaciones de aplicacion topica.

Los geles son preparaciones que estan formados por liquidos gelificados que pueden
ser:
e Oleogeles: Hidrofobos, constituidos por excipientes como parafina, aceites

grasos gelificados, o por jabones de aluminio y zinc.
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e Hidrogeles: Se elaboran con excipientes hidrofilos como agua, glicerol, y
propilenglicoles, gelificados con sustancias como gomas, almidon, derivados

de la celulosa, polimeros carboxilicos, silicatos de magnesio y aluminio.

Los hidrogeles constituyen geles en el sentido ‘“cldsico”, se obtiene por
esponjamiento limitado de sustancias organicas macromoleculares o combinaciones
organicas. Su contenido de agua es elevado (hasta un 90%). Elesponjamiento en

presencia de agua de estas sustancias cursa con un incremento de volumen.

5.1.EXCIPIENTES DE LOS GELES.®9

5.1.1. SUSTANCIAS INORGANICAS.

e DIOXIDO DE SILICIO: Es mas conocido por su denominacion comercial,
Aerosil®, y estd constituido por particulas coloidales esféricas de SiO2,
practicamente puro. Se obtiene por pirohidrolisis del SiCl4. La sustancia no

es muy densa. La presencia de electrolitos facilita la gelificacion.

o BENTONITA: Es un silicato aluminico hidratado, relacionado con el caolin.
Es un polvo muy fino cuyas particulas poseen la forma de laminillas,
insoluble en agua pero la absorbe rapidamente con esponjamiento. Para la
obtencion de geles extensibles se requieren concentraciones de 15-20%. La

presencia de electrolitos, al igual que el Aerosil®, facilita la gelificacion.

5.2.SUSTANCIAS ORGANICAS.

e DERIVADOS DE LA CELULOSA: La celulosa es insoluble en agua a
pesar de que las cadenas moleculares filiformes estan constituidas por
unidades basicas, glucopiranosas, que contienen tres grupos —OH por unidad.
Ello se atribuye a la formacion de enlaces hidrogeno entre las cadenas de
moléculas. Sin embargo, estos enlaces pueden romperse introduciendo
sustituyentes (metilo, etilo, etc.) que conducen a la formacion de éteres, y los

productos asi obtenidos son solubles en agua.
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0 La metilcelulosacorresponde al éter metilico que contienen entre 1,3 y

2 grupos metodxilo por unidad de glucosa.

0 La etilhidroxietilcelulosacontiene éteres con ambos grupos, etilo e

hidroxietilo.

o La carboximetilcelulosa soédica es una metilcelulosa con un
sustituyente carboxilo (-OCH2 COOH).

En resumen, si bien la celulosa (celulosa microcristalina, Avicel ®) es
esponjable en agua hasta cierto limite, los productos eterificados muestran
esponjabilidad ilimitada. Exceptuando la carboximetilcelulosa sddica, todos
los éteres de celulosa son de caracter no iondgeno, lo que representa una
ventaja por cuanto no dan origen a incompatibilidades con sustancias de
caracter ionico. De hecho, el comportamiento tixotropico de los geles de
celulosa microcristalinacarboximetilcelulosa sédica sufre modificaciones

importantes en presencia de electrolitos.

e ACIDO POLIACRILICO: A partir del acido se obtienen, por
polimerizacion, productos de peso molecular variable. Las dispersiones
acuosas de estos polimeros presentan un pH igual a 3 y una viscosidad
practicamente similar a la del agua. La neutralizacion de estas dispersiones
con bases inorgéanicas u organicas conduce a la obtencion de geles que
oscilan de 1 a 5%, la concentracién necesaria para la obtencion de la

consistencia de pomada. El producto comercial de uso mas extendido es el

Carbopol®.

Para valores de pH de 6 a 10, la viscosidad de los geles se mantienen
practicamente constante; valores superiores de pH (10-11) conducen a una

répida caida de la viscosidad.

Su caracter anidonico hace que sean muy sensibles a las sales, produciéndose,

en presencia de cationes metalicos, una disminucion de la consistencia. Desde

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




% . UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE #~CATOLICA

TESIS UCSM <2 DE SANTA MARIA

un punto de vista fisiologico, estas bases son atoxicas y bien toleradas por la

piel.

e ALCOHOL POLIVINILICO: También conocido como Poliviol®, se
presenta en diversos grados de polimerizacion. Para formacion de geles solo
son adecuados los productos de peso molecular elevado (40.000), y son

necesarias concentraciones del 12-15% para obtener geles extensibles.

Fisiologicamente son bien tolerados, y son muy utilizados en preparados
cosmetofarmacéuticos. Presentan incompatibilidades con acidos, sales,

taninos y acido poliacrilico.

e POLIVINILPIRROLIDONA: Se obtienenpor polimerizacion de la N-
vinilpirrolidona, de alto peso molecular (20 000 - 700 000). Para obtener
geles extensibles, se requieren concentraciones del 10 al 15%. Basicamente
se utilizan como pomadas protectoras. Hay que tener presente que con
algunos medicamentos (cloranfenicol, sulfatiazol, anestésicos locales tipo
procaina) se producen complejos que pueden ser causa de la inactivacion del

preparado.

5.3.PREPARACION DE LOS GELES.

En la preparacion de los geles interviene el agua, el agente gelificante seleccionado,
la sustancia higroscopica como la glicerina o el propilenglicol que impida la
desecacion rapida una vez que el preparado se aplique sobre la piel, también es

conveniente la adicion de agentes microbianos.

Pueden prepararse por imbibicion lenta del agente gelificante en el agua, en la que
previamente se habran disuelto la sustancia medicinal y los demas componentes, si se
desea, se puede acelerar el proceso de preparacion mezclando los componentes

mediante agitacion fuerte. (19
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6. ESTRUCTURA DE LAPIEL Y CICATRIZACION.

6.1.LAPIEL.

La piel es la cubierta externa del cuerpo humano, es un 6rgano de vital importancia,

de estructura compleja y de multiples funciones que se describen a continuacion:

a. Barrera: mantiene el medio interno

b. Proteccion: agresiones fisicas, quimicas, microbiologicas, rayos UV.

c. Termorregulacion: conserva el calor por vasoconstriccion y por la estructura

aislante de la hipodermis; y enfria por vasodilatacion y evaporacion del sudor.

d. Percepcion multiple.

e. Interviene en el metabolismo de importantes moléculas: como vitamina D.

=

Vigilancia inmunolégica: por medio de las células de Langerhans.

En resumen, la piel es el organo mas extenso del organismo y se encarga de asegurar
el mantenimiento de la integridad y de la homeostasis del organismo. (!9

Desde afuera hacia dentro, se distinguen tres capas de tejido (Figura N° 7):

e Laepidermis
e Ladermis

e La hipodermis o tejido subcutaneo.
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FIGURA N° 7: Estructura de la piel. @7

LA EPIDERMIS:

La epidermis es un epitelio plano poliestratificado y queratinizado que cubre la
totalidad de la superficie corporal, es la capa de la piel con mayor niimero de células
y con una grande dinamica de intercambio. Esta compuesta por cinco capas
denominadas estratos como nos muestra la Figura N° 8, las cuales se describen a

continuacion:

e Estrato cérneo: que comprende a las células muertas.

e Estrato lucido: se encuentra en la parte gruesa de las palmas de la mano y de

las plantas de los pies, no existe en la piel delgada.
e Estrato granuloso: donde las células sintetizan la queratohialina que es la

sustancia precursora de la queratina, la cual se acumula en granulos en el

citoplasma.
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e Estrato espinoso y estrato basal: estan formadas por células vivas que se
reproducen continuamente por division mitotica, conjuntamente se les

denomina capa germinativa.

Se considera que la epidermis estd formada por queratinocitos, responsables de
sintetizar queratina, los cuales constituyen el 80% de las células epidérmicas, pero
también se encuentran otros tipos celulares tales como los melanocitos, células de

Langerhans y las células de Merkel. ('8

LA DERMIS:

La dermis es la estructura de soporte de la piel que le proporciona resistencia y
elasticidad. Bésicamente esta formada por tejido conectivo fibroelastico, y sirve de
soporte y alimento a la epidermis. Histologicamente se divide en dos capas, desde el

exterior hasta el interior las cuales son:

e Estrato papilar: compuesta por papilas dérmicas en las cuales se encuentran
las asas capilares (sistema circulatorio) que proporciona nutrientes a la
epidermis. La capa papilar también contiene terminaciones nerviosas,

receptores sensoriales y vasos linfaticos.

e Estrato reticular: mas gruesa que la papilar, es la estructura que proporciona

elasticidad y capacidad de adaptacion a movimientos y cambios de volumen.

Las células de la dermis son escasas y comprenden los fibroblastos, macrofagos,
mastocitos o células cebadas, linfocitos, células plasmaticas, eosinofilos y monocitos.
Los fibroblastos moviles se diferencian en fibrocitos, que se enlazan mediante
elongacion y forman un entramado tridimensional. Los fibroblastos sintetizan y
liberan los precursores del colageno, elastina y proteoglucanos para construir la
matriz extracelular. Ambas capas, epidermis y dermis se aprecian en el esquema de

la Figura N° 8
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10. Estrato reticular

FIGURA N° 8: Esquema de la epidermis y dermis. (8

La matriz extracelular es una sustancia amorfa compuesta principalmente por
proteoglucanos (heteropolisacaridos y proteinas), antiguamente denominados
mucopolisacaridos, que debido a su gran capacidad de absorcion de agua, forman
una materia pegajosa y gelatinosa, que no so6lo sirve como elemento de union entre el
resto de elementos tanto celulares como fibrosos, sino que influencia la migracion, la

cementacion y la diferenciacion celular. (1®)
LA HIPODERMIS:

La dermis se integra con la hipodermis (tejido subcutdneo) y no tiene un limite
definido. Esta capa esta formada de tejido conectivo laxo y muchas de sus fibras se
fijan a las de la dermis, formando franjas de anclaje, fijando asi la piel a las

estructuras subyacentes (fascia, periostio o pericondrio).

El espesor de la hipodermis es muy variable dependiendo de la localizacion, el peso

corporal, el sexo o la edad. Estd formada por tejido adiposo. La hipodermis sirve de
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almacén de energia, ademas de aislante térmico y de protector mecanico frente a

golpes. 1¥
6.2.CICATRIZACION.
Una herida es la region anatomica donde queda interrumpida la continuidad de la piel

o mucosas producida por un agente fisico o quimico.(%2%

Producida una herida, acontece un conjunto de procesos biologicos que utiliza el
organismo para recuperar su integridad y arquitectura que se conoce cCOmo

cicatrizacion.

La cicatrizacion es un proceso dindmico, interactivo en el cual participan mediadores
solubles extracelulares, células sanguineas, células de la matriz tisular, y del

parénquima.

6.2.1. TIPOSY FASES DE CICATRIZACION.?%

Existen 3 maneras de cicatrizacion segun el periodo y la forma en que ésta ocurra.

6.2.1.1.CICATRIZACION POR PRIMERA INTENCION.

Los tejidos cicatrizan por union primaria cumpliendo con las caracteristicas de
minimo edema, sin secrecion local, tiempo breve, sin separacion de los bordes de la

herida y con una minima formacién de cicatriz.

6.2.1.2.CICATRIZACION POR SEGUNDA INTENCION.

Cuando la herida no se afronta por falta de una atenciéon oportuna o por indicacion
médica, se lleva a cabo un proceso de cicatrizacion mas prolongado y mas
complicado. La herida cicatriza desde las capas profundas y desde sus bordes.
Normalmente se forma tejido de granulacion que contiene miofibroblasto. La herida

cierra por contraccion y deja una cicatriz inestética.
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6.2.1.3.CICATRIZACION POR TERCERA INTENCION.

Este es un método seguro de reparacion en heridas muy contaminadas o en tejidos

muy traumatizados

El proceso de cicatrizacion estd dividido en fases, las cuales ocurren de manera

secuencial, se describen a continuacion:

a. FASE INFLAMATORIAY HEMOSTATICA.

La cicatrizacion comienza inmediatamente tras producirse la lesion mediante la
hemostasia, (Figura N° 9) que se manifiesta inicialmente a nivel macroscopico con
una palidez local en el tejido lesionado que aparece poco minutos después de la
lesion inicial, y a nivel celular con la formacion de un tapon hemostatico compuesto
por plaquetas y fibrina, que aparte de contribuir con la hemostasia, actia como una
matriz extracelular provisional que va a servir como enrejado para la llegada de las

células inflamatorias, fibroblastos y factores de crecimiento.

Al producirse la lesion, las membranas de las células endoteliales destruidas van a

liberar vasoconstrictores potentes como el tromboxano A2 y la prostaglandina 2 a.

La fibrina se produce a partir de la protedlisis del fibrinogeno por accion de la
trombina. Los monomeros de fibrina insoluble son entrecruzados mediante el factor

XI1II, fijando directamente las plaquetas para formar el coagulo. ¢V

Los neutréfilos son los primeros respondedores a los mediadores de la inflamacion
que se acumulan tras la formacion del coagulo (Figura N° 10). Estas células limpian
los tejidos de la herida de particulas extrafias y bacterias mediante la secrecion de
enzimas proteoliticas y son eliminados con la escara o fagocitados por los
macrofagos. Las siguientes células en aparecer son los monocitos, en respuesta a
factores quimiotacticos como los fragmentos de proteinas de la matriz extracelular, el
factor de crecimiento transformante y la proteina quimiotactica de monocitos -1

(MCP-1).
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FIGURA N° 9: Fase hemostatica de la cicatrizacion ®®

Los macrofagos se unen a proteinas especificas de la matriz extracelular mediante
receptores de integrinas, lo que estimula la fagocitosis de microorganismos y
fragmentos de la matriz extracelular, y la secrecion del factor estimulante de colonias
-1 (CSF-1), una citoquina necesaria para la supervivencia de los monocitos y
macrofagos, factor de necrosis tumoral — a (TNF- ), una potente citoquina
inflamatoria y PDGF. Otras citoquinas también segregadas por los monocitos y
macroéfagos son el factor de crecimiento transformante o (TGF- o), interleucina-1
(IL-1), factor de crecimiento transformante- (TGF-B) y el factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 1 (IGF-1). Todos estos mediadores segregados por los
monocitos y macrofagos son esenciales en el inicio y la formacion de nuevo tejido en

las heridas.

Epidermis —

FIGURA N° 10: Fase inflamatoria de la cicatrizacion. ¢
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b. FASE PROLIFERATIVA.

En la segunda fase de la curacion de la herida predomina la proliferacion celular con
el fin de alcanzar la reconstitucion vascular y de volver a rellenar la zona defectuosa
mediante el tejido granular que ha sido formado por los fibroblastos (Figura N° 11).

El tejido de granulacion estd compuesto por sustancia fundamental y colageno. 3

Durante esta etapa la continuidad del tejido se restablece. Los fibroblastos y las
células endoteliales son las ultimas poblaciones celulares que infiltran la herida en
cicatrizacion y el factor quimiotactico mas potente para fibroblastos es el PDGF.
Tras penetrar en el ambiente de la herida, los fibroblastos reclutados necesitan
proliferar primero y luego activarse para realizar su principal funcioén de sintesis y
remodelacion de la matriz. Esta accion es mediada en especial por las citosinas y los

factores de crecimiento que los macrofagos de la herida liberan.

Los fibroblastos al migrar depositan una neomatriz de fibronectina y &cido
hialurénico para comenzar a sintetizar la matriz de colageno, los fibroblastos aislados
de heridas sintetizan mas colageno que los que no provienen de heridas, proliferan
menos y efectuan de modo activo la contraccion de la matriz. Aunque es claro que el
ambiente de la herida abundante en citosina tiene una funciéon importante en esta
alteracion y activacion fenotipicas, los mediadores exactos solo estan caracterizados
en parte. Ademas, el lactato, que se acumula en cantidades importantes en el
ambiente de la herida con el tiempo, es un regulador potente de la sintesis de

colageno mediante un mecanismo que incluye ADP-ribosilacion.!

Las células endoteliales también proliferan en forma extensa durante la fase de
cicatrizacion. Estas cé€lulas participan en la formacién de nuevos capilares
(angiogénesis), un proceso esencial para el éxito en la cicatrizacion de la herida. Las
células endoteliales migran de vénulas intactas cerca de la herida. Su migracion,
replicacion y nueva formacion de tibulos capilares estan influidas por citosinas y
factores de crecimiento como TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), TGF- (factor
beta de transformacion del crecimiento) y VEGF (factor de crecimiento endotelial

vascular).
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FIGURA N° 11: Fase proliferativa de la cicatrizacion. %2

Aunque muchas células producen VEGF, los macrofagos representan una fuente
mayor en la herida en cicatrizacion y en las células endoteliales se localizan en

especifico receptores de VEGF.

c. FASE DE MADURACION Y DE REMODELACION.

Esta fase se inicia durante la fase fibroplastica y se caracterizan por una
reorganizacion del colageno sintetizado con anterioridad. El colageno se cataboliza
mediante metaloproteinasas de matriz (MPM) y el contenido neto de colageno de la
herida es el resultado de un equilibrio entre la colagenolisis y la sintesis de colageno.
Ocurre un cambio neto hacia la sintesis de colageno y por tltimo al restablecimiento
de la matriz extracelular compuesta por una cicatriz rica en coldgeno hasta cierto

punto acelular.

Tanto la calidad como la cantidad del colageno recién depositado determinan la

fuerza y la integridad mecanica de una herida reciente.

El depdsito de matriz en el sitio de la herida sigue un patréon caracteristico: la
fibronectina y el colageno tipo III constituyen la estructura temprana de la matriz; los
glucosaminoglucanos y los proteoglucanos representan los siguientes componentes
importantes de la matriz, y el colageno tipo I es la matriz final. La cantidad de

colageno en la herida llega a una meseta varias semanas después de la lesion, pero la
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fuerza de tension continua en aumento durante varios meses mas, la formacion de
fibrillas y el enlace cruzado de las mismas disminuye la solubilidad del colageno e
incrementa la fuerza y la resistencia a la degradacion enzimatica de la matriz de

colageno.

La remodelacion de la cicatriz continia durante muchos meses - de 6 a 12 - después
de la lesion y tiene como resultado la formacion gradual de una cicatriz madura,
avascular y acelular. La fuerza mecanica de la cicatriz nunca iguala la del tejido

lesionado. D

6.2.2. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CICATRIZACION.@D

e Lanutricién: un estado nutricional deficitario con una ingesta inadecuada de
proteinas, puede producir una disminucion de la resistencia de la herida
debido a la alteracion de sintesis de colageno aunque la sintesis también
depende de la disponibilidad de las vitaminas. El hierro es también un
cofactor de la hidroxilacion del coldgeno y su déficit altera la capacidad
bactericida de los fagocitos. La malnutricion conlleva a un estado de inmuno
depresion produciendo un alto riesgo de infecciones de la herida y una

alteracion en el proceso normal de cicatrizacion.

e La oxigenacion tisular: la carencia de oxigeno tisular impide la curacion de
las heridas y produce una disminucion de la resistencia del tejido formado, ya

que es fundamental para la sintesis de colageno.

e Los farmacos: los corticoides ejercen una importante accion
antiinflamatoria, interfiriendo en la funcion de los fibroblastos y de las
células endoteliales pero la disminucidon de la resistencia de la curacion que
producen los corticoides puede revertirse mediante la administracion de
vitamina A sistémica y local. Los quimioterapicos actian interfiriendo la
sintesis de ADN y ARN, la division celular y la sintesis de proteinas por lo

que afectan principalmente a la fase proliferativa de la cicatrizacion. La
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penicilina disminuye los puentes union al colageno y, por tanto, la resistencia

de la herida.

e Las hormonas: la hormona del crecimiento y los androgenos favorecen la

cicatrizacion aumentando la sangre tras una herida.

e Las enfermedades metabolicas: la diabetes mellitus, la glicosilacion debilita
la fagocitosis bacteriana de macréfagos y neutrédfilos prolongando la fase
inflamatoria y la fase inflamatoria ademds que los eritrocitos se vuelven
menos flexibles y disminuyen su capacidad para transportar oxigeno para el

metabolismo tisular y la sintesis de colageno.

e La infeccion: constituye la causa aislada mas importante para el retraso de la
cicatrizacion. La actividad enzimatica bacteriana y la prolongacion de la fase
inflamatoria producen la destruccion local de los tejidos, especialmente por
ciertos microorganismos como el estreptococo beta hemolitico y Ila

pseudomona.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

1. LUGAR DE LA INVESTIGACION.
En el presente trabajo, la obtencion del extracto se realizo en el laboratorio H- 203, la
investigacion cromatografica y la elaboracion de los geles se realizd en el
Laboratorio de Investigacion del Proyecto MERCURIO (H- 202), y el estudio del
efecto cicatrizante en los animales de experimentacion se realizo en el bioterio, todos
ubicados en el campus de la Universidad Catolica de Santa Maria en el departamento
de Arequipa.
2. TIPO DE INVESTIGACION.

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental, prospectivo.

3. MATERIALES.

3.1.UNIDADES DE ESTUDIO.
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REPOSITORIO DE

3.1.1. UNIDAD VEGETAL.

Para efectuar el presente trabajo se utilizo las flores de Calendula officinalis L.
(Caléndula), las mismas que fueron recolectadas y desecadas en un lugar seco y
seguro a cargo de la “AsociacionHuitco”, ubicada en la provincia de Lucanas,

Puquio en el departamento de Ayacucho y que se muestran en la Figura N° 12.

FIGURA N° 12: Flores de Calendula officinalis L.
3.1.2. UNIDAD BIOLOGICA.
Como unidad biologica se utilizd6 un grupo de 16 animales de experimentacion,

hembras de especieRattusnorvegicus, entre 200-300 g de peso y con una edad

aproximada de 7 meses.

4. MATERIAL DE LABORATORIO.

4.1.MATERIAL DE VIDRIO.

e Probetas de 100 mL, 250 mL.

e Vasos de precipitados de 100 mL, 120 mL y 250 mL
e Pipetasde | mL, SmLy 10 mL

e Frascos de vidrio de 100 mL y 500 mL

e Reservorios de 1000 mL y 500 mL
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e Fiolasde 5mLy 10 mL
e Pipetas Pasteur

e Tubos de ensayo

e Frascos color ambar

e Baguetas

4.2.EQUIPOS.

e Percolador (Elaboracion propia)

¢ Balanza Ohaus®

e Balanza “Triple Beam Balance” Ohaus®

¢ Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) LaChrom con
una Bomba Cuaternaria L.-7100, una Interfase D-7000, un Detector UV L-
7400 Merck HITACHI®

e Equipo de desgasificacion

e pH metro Methrom®

¢ SonicadorBranson® 2510

e Centrifugadora HettichZentrifugen®

¢ Plancha agitadora ThermoScientific®

e Equipo tensiométrico (elaboracion propia)

e EquipoEASYPURE II®

43.REACTIVOS.

e Propilenglicol USP

e Metanol grado HPLC

e Acido ortofosforico grado HPLC

e Estandar de Quercetina pureza > 95% (Sigma).
e Carbopol 940 USP (Delta)

e Trietanolamina pureza > 99% (Merck).

e Metilparabeno pureza > 99% (Fluka).
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e Propilparabeno pureza > 99% (Fluka).

4.4.0TROS.

e Algodon

e Alcohol yodado

e Barbijo y gorro de laboratorio
e Maquina de afeitar

e Bisturi #21

e [Espatulas de 10 cm

e Guantes de latex talla M

e Jeringa de tuberculina

e Papel filtro

e Ketamina 500 mg/10 mL

e Plumoén marcador indeleble

5. METODOS.

5.1. TRATAMIENTO DE LA DROGA.

5.1.1. RECOLECCION Y DESECACION.

La recoleccion y desecacion estuvo a cargo de la “AsociacionHuitco”, en la

provincia de Lucanas, Puquio en el departamento de Ayacucho.

5.1.2. TRATAMIENTO DE LA DROGA.

Unos 60 gramos de pétalos fueron extraidos del caliz de la flor, luego se cortaron en

pequetios trozos con una tijera y se depositaron en el percolador.
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5.2.0BTENCION DEL EXTRACTO.

5.2.1. EXTRACTO.

Es un preparado concentrado de droga animal o vegetal, obtenido por concentracion

parcial o total de los liquidos extractivos. ®?*-Existen 4 tipos:

e Extractos fluidos: el disolvente se ha evaporado en el rotavapor hasta conseguir
una concentracion de principio activo similar a la concentracion de principio
activo en la droga original. Tienen consistencia liquida y se obtiene generalmente
por maceracion o percolacion, los extractos fluidos se alteran facilmente en
contacto con la luz y el aire y son muy usados para obtener formas liquidas tales

como jarabes, gotas entre otras, ya que se manipulan con facilidad.

e Extractos blandos: poseen una concentracion de principio activo superior a la de
la droga original y tiene consistencia semisolida, practicamente no se utilizan por

razones de estabilidad y manipulacion.

e Extractos secos: se obtienen por evaporacion total del disolvente y tiene una
consistencia de polvo, presentan una concentracion muy superior de principio

activo que la droga original, son bastante estables y de facil manipulacion.

e Crioextractos: se obtiene de la droga fresca congelada, de la que se extraen
principios activos mediante nitrégeno liquido y luego se afiade alcohol etilico,
son muy costosos y muy utiles para la obtencion de enzimas y proteinas de
ciertas especies. ®-

5.2.2. METODO DE PERCOLACION.

La percolacion es un método de extraccion continua con disolvente.

DISOLVENTE: Propilenglicol USP
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FUNDAMENTO

Es un procedimiento que se realiza a temperatura ambiente. La droga se coloca en
una columna y esta en contacto permanente con el disolvente que gotea por la parte
superior de la columna, atraviesa toda la zona donde esté la droga, va extrayendo los
principios activos y por la parte inferior se recogen los liquidos extractivos que

contiene dichos principios.

Antes de llenar el percolador debe humedecerse la droga con el disolvente,
permitiendo su esponjamiento, a fin de facilitar la penetracion del disolvente en las

membranas celulares durante la percolacion.

Es muy importante el periodo de tiempo en el que la droga permanece en contacto
con el liquido extractivo (tiempo de extraccion) y la relacion existente entre droga y

liquido extractivo (cantidad de disolvente).

En la percolacion ocurren los procesos de lavado celular y de difusion celular,
cuando la droga entra en contacto con el disolvente, se produce una difusion de los
principios activos de la droga hacia el disolvente debido a que en la droga la
concentracion de principios activos es superior a la concentracion del disolvente
utilizado en la extraccion. La difusion se produce hasta alcanzar el equilibrio. Al
renovar ¢l disolvente se mantiene una diferencia de concentracion de principios
activos entre la droga y el disolvente, lo cual permite que se produzca la difusion
celular pasiva. La percolacion puede llegar a conseguir extracciones practicamente

completas de la droga pero con un elevado consumo de disolvente.

PROCEDIMIENTO:

Previamente se instalé el equipo de percolacion en un soporte de madera, luego se
colocd una torunda de algodén en el pico del percolador, y se introdujo los 60
gramos de pétalos de la muestra procediendo a humedecerla con propilenglicol y
presionando con una bagueta para que la droga quede compactada. Posteriormente se
coloco papel filtro y perlas de vidrio, luego se afadio la suficiente cantidad de
propilenglicol para que este quede a 1 cm por encima de la droga y finalmente se

dejoé macerando por 24 horas, tal como se muestra en el esquema de la Figura N° 13.
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FIGURA N° 13 Extraccion mediante el método de percolacion

LR XS

Pasadas las 24 horas se procedio a soltar la llave del percolador para iniciar el goteo
a una velocidad aproximada de 30 gotas por minuto. Al cabo de 3 horas y media se
obtuvo 300 mL de percolado el cual se volvio a percolar agregando mas cantidad de
disolvente y luego de otras 3 horas y media se obtuvo 300 mL de percolado de color
anaranjado caracteristico. Este percolado se envasé en una botella de vidrio color
ambar, se rotuld, se fecho6 y se almaceno en un lugar fresco y seco para su posterior

analisis por HPLC y la elaboracion del gel.

5.3.METODO ANALITICO.

5.3.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

Validacion es el proceso establecido para la obtencion de pruebas documentadas y
demostrativas de que un método de analisis es lo suficientemente confiable y
reproducible para la obtencion de resultados que demuestren que el proceso analitico

es apto para el uso indicado. (3326)
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La validacion se fundamenta en la determinacion de diversos parametros, pues
proporciona un alto grado de confianza y seguridad del método analitico y se realiza
con caracter obligatorio cuando se desarrolla un nuevo procedimiento, ya que

permite asegurar que el método propuesto hace lo que tiene que hacer 232728

La validacion de un método analitico es necesaria ya que hoy en dia los laboratorios
deben demostrar que sus métodos analiticos proporcionan resultados fiables,
reproducibles y adecuados para un propdsito porque las decisiones que se toman son

en base a la informacion que nos otorgan dichos datos.
53.2. METODO PARA LA EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE
UNA VALIDACION ANALITICA.

Para evaluar los parametros de la validacion del método analitico se utilizé estandar

de Quercetina con pureza > 95% (Sigma).

Condiciones Cromatograéficas:

Columna Chromolith RPe-18 de 10 cm
e Fase movil: Metanol: Agua (50:50).

e Sistema: Isocratico.
e Detector UV/Vis, longitud de onda: 254 nm
e Flujo: Iml.min"!

e Tiempo total de corrida: 10 min

Preparacion de la fase movil:

En una probeta de 1000 mL se agregd 500 mL de agua ultrapura, 200 uL de acido
ortofosforico (H3PO4) y se completd a volumen con metanol grado HPLC, luego la
fase movil se desgasifico con el equipo de desgasificacion, de esta solucion ya
desgasificada, 700 mL se transfirieron a un recipiente de vidrio para las corridas en el
HPLC mientras que los 300 mL restantes se reservaron en otro recipiente para las
diluciones del estandar y la muestra respectivamente. Ambos recipientes se rotularon

y fecharon.
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5.3.2.1.LINEALIDAD.*328.29)

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la

concentracion de analito y su respuesta.

El coeficiente de correlaciondeterminael intervalo comprendido entre la
concentracion maxima y minima de analito para el cudl el método ha sido probado y
dentro del cual se puede efectuar el dosaje por interpolacion en una grafica de

calibracion.

Preparacion de la solucion stock de estandar de Quercetina:

Se peso6 2.90 mg de estandar de quercetina y se transfirio a una fiola de 10 mL
completada a volumen con metanol para lograr una concentracion madre de 290
mg.L"!, luego de esta solucion madre se tom6 una alicuota de 260 uL llevando a una
fiola de 10 mL con metanol obteniendo una solucion stock de concentracion final de

7.5 mg.L! de Quercetina.

Preparacion de la Grafica de Calibracion:

Como se observa en la Figura 14, a partir de esta solucion stock ya preparada se
tomaron alicuotas de 100, 200, 400, 800 y 1000 pL, llevando a cada una de ellas a
fiolas de 5 mL, enrasandolas con fase movil, obteniendo concentraciones de 0.15,
0.30, 0.60, 1.20 y 1.50 mg.L-' de Quercetina. Las soluciones se filtraron y se
procedio a inyectar al HPLC por triplicado.
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Solucién stock de
quercetina 7.5 mg.L™?

i

0.15mg.L? 030mg.L?  0.60mg.L? 1.20mg.L? 1.50mg.L?

FIGURA N°.14: Preparacion de la gréafica de calibracion

Estadistica:

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la
concentracion de analito y su respuesta. Este paso de la validacion es necesario si se va
a trabajar con un solo estandar en las determinaciones de rutina, aunque pueden
aceptarse métodos no lineales, si se opera con estdndares multiples cada vez. Ademas,
conjuntamente se determina el rango lineal, es decir, el intervalo comprendido entre la
concentracion minima y maxima de analito para el cual el método ha sido probado y
dentro del cual se puede efectuar el dosaje por interpolacion en una grafica estandar, y

se determina la ecuacion de regresion Y = a + bx.
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in Y, _m
p=— __n_
zxzi _(zxi)z

a:ZYi—bei

Siendo a y b los estimadores de la ordenada al origen y pendiente respectivamente, n
el nimero de mediciones, Xi la concentracion e Yi el valor medido en el ensayo,
independientemente de la apariencia de la recta, resulta conveniente evaluar los

estimadores de la regresion en un intervalo de confianza dado (p = 0,05).

3 XY, _@

Asi, el valor r = 1 indica una recta perfectamente lineal, r = -1 una recta perfectamente
lineal de pendiente negativay r = 0 la no correlacion entre X e Y. En la practica, r es
generalmente mayor de 0,99 y los valores menores de 0,90 son raros. Sin embargo, el
mejor indicador del modelo lineal no es r sino un test estadistico, en el cual se calcula
un valor de t con n-2 grados de libertad y se compara con el valor t calculado para el
nivel de confianza requerido. Si el valor observado es mayor que el de la tabla,
entonces se concluye que la correlacion lineal es significativa con la probabilidad

calculada.

rl/(n-2)

El limite de confianza para el estimador de la pendiente (b) se calcula en funcion de su

varianza.
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2
s, S(xy)

e, EX

n

Luego, los limites de confianza de la pendiente corresponden
a: Intervalo de confianza para:

b: b=b +1,Sb

Donde t es para n-1 grados de libertad. Por su parte, el limite de confianza del

estimador de la ordenada al origen (a) se calcula en funcion de:

Intervalo de confianza para a: a = a + t,Sa

Para pruebas de Disolucion la ICH recomienda un +/- 20% sobre el rango

especificado.

5.3.2.2.LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION.(3.28.29)

El limite de deteccion corresponde, a la menor concentracion de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una muestra, en las condiciones
establecidas, mientras que el limite de cuantificacion corresponde, a la menor
concentracion de analito que puede determinarse con precision y exactitud
razonables en las condiciones establecidas. Ambos se expresan en unidades de

concentracion.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

Estadistica:

Los limites de deteccion y cuantificacion pueden estimarse a partir de la ecuacion de
regresion, siempre que se hayan considerado concentraciones bajas de analito, por

extrapolacion a concentracion cero.

Se determina la pendiente de la grafica de calibracion (concentracion vs respuesta) en

el rango apropiado: b

Se obtiene otra grafica de calibracion, leyendo cada punto por triplicado, pero en este
caso para concentraciones menores de analito, determindndose la ecuacion de esta
nueva recta de calibracion y se extrapola la respuesta a concentracion cero,

obteniéndose un estimado de la respuesta del blanco: Yol

Se determina la desviacion estandar correspondiente a cada concentracion del punto
2, se calcula la recta correspondiente a concentracion vs s y se extrapola como en el
caso anterior la desviacion estandar a concentracion cero, obteniéndose el estimado
Swi correspondiente a la desviacion estandar del blanco.

Se calcula el limite de deteccion (3 desviaciones estandar del blanco) y el limite de
cuantificacion (10 desviaciones estandar del blanco) para n medidas individuales

como:

Limite de Deteccion:

D= Y +3(n) 1
b Vn

Limite de Cuantificacion:

Yy +10(Sp) 1
- : =
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5.3.2.3.PRECISION.(132829)

La precision de un método analitico, esta relacionada con la dispersion de las medidas
alrededor de su valor medio y corresponde al grado de concordancia de los resultados
de la prueba, cuando el método se aplica repetidamente a multiples alicuotas de una
muestra homogénea. La precision refleja los errores aleatorios que se producen cuando
se utiliza un método. Solamente la precision se evalua con los datos obtenidos
experimentalmente examinando el coeficiente de variacién sin tomar en cuenta los

valores reales.

La precision puede ser medida, ya sea por el grado de reproducibilidad o de

repetibilidad del método analitico, bajo condiciones operativas normales.

La precision intermedia es evaluada por determinaciones que se llevan a cabo en el
mismo laboratorio pero no simultineamente, es decir, en diferentes dias, con

diferentes analistas, con diferentes instrumentos, diferentes graficas de calibracion

Preparacion del ensayo:

De la solucién stock con estdndar de quercetina de 7.5 mg.L"! se tomaron alicuotas
de 100, 200, 400, 800 y 1000 pL, llevando a cada una de ellas a fiolas de 5 mL,
enrasandolas con fase movil, obteniendo concentraciones de 0.15, 0.30, 0.60, 1.20 y
1.50 mg.L! respectivamente. Filtrar estas soluciones y proceder a inyectar al HPLC

por triplicado, realizar el ensayo en tres dias distintos.

Estadistica:

La precision se expresa matematicamente como la desviacion estdndar,c, estimada
analiticamente por s 0 mas comunmente como la desviacion estandar relativa (DSR)

o coeficiente de variacion (CV). (13
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Donde n es el nimero de medidas, es el valor medido en el ensayo iy el estimador de
la medida de la poblacion pu calculado como:
X,

X = il
n

Por su parte, la desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion se calcula
como:

psR = > 190

X
Ambos estimadores, desviacion estdndar y desviacion relativa permiten evaluar la
incertidumbre en la estimacion de la medida (error aleatorio, correspondiente a la
dispersion de datos alrededor de la medida). La precision de un método debera

estudiarse sobre:

e FEl sistema: la precision debe medirse en condiciones repetitivas (mismo
analista, mismo dia, mismo instrumento) y en condiciones reproducibles
(diferente analista diferente dia, diferente instrumento). Asi la AOAC indica
un CV del sistema de no mas de 2%, leyendo 5 veces una solucion estandar,
aunque pueden obtenerse en condiciones apropiadas valores inferiores al 1%

e incluso menores.

Horwitz ha encontrado una ecuacion empirica que relaciona la DSR de un método
dado con la concentracion de analitico en la muestra. Para ello, se recopilaron
resultados de unos 150 ensayos interlaboratorios de la AOAC comprendiendo, por lo
menos, S5 metodologias diferentes  (cromatografia, absorcion atdmica,

espectrofotometria, bioensayos) la relacion hallada es la siguiente,
DSR (%) = 2(1-0.510g©)

Donde C es la concentracion del analito expresada en potencias de 10

Asi la concentracion de analito es 1 ppm la RSD sera:

DSR =2%=16%
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Y si la concentracion de analito es 1 ppb la DSR sera:
DSR = 2%° =45%

En el mismo trabajo, Horwitz reporto que la DSR entre laboratorios tiende a
disminuir al aumentar la experiencia analitica hasta un valor que se aproxima

bastante al estimado por calculo.

Limites de confianza:

En muchos casos debe indicarse el intervalo de confianza de la medida, es decir, el
rango en el cual puede definirse la probabilidad de que éste "capture" con la

probabilidad indicada el parametro p.

Los criterios pueden ser varios, pero debera dejarse constancia del empleado: la
media + 2 desviaciones estandar (correspondiente al 95% de las medidas en una
distribucion normal o gaussiana), la media + 3 desviaciones estandar (99,7% de las
medidas para el mismo tipo de distribucion) o preferentemente, cuando el nimero de
muestras es pequefio (menor de 30), las medidas independientes, y la distribucion

normal, puede calcularse de acuerdo a la distribucion t de Student segun.

N/ tua‘S N/
X—""—=—<u<X+

T

tu,a ’

i

Donde t es el valor "t de Student", tabulado para n mediciones con v =n-1 grados de
libertad y para varios niveles de significacion (el nivel mas empleado es p = 0,05,

correspondiente a un intervalo de confianza del 95%.
5.3.2.4.EXACTITUD.(132829)

La exactitud de un método se refiere a la diferencia entre el valor obtenido (media) y
el valor verdadero, pero también puede referirse en este caso a el porcentaje de
estandar interno presente inicialmente en la muestra, que llega hasta el final del

procedimiento.
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Preparacion de las soluciones de enriquecimiento

En 2 tubos conicos se agregd 1 mL de extracto glicolico de Calendula officinalis L.
(Caléndula), 400 uL de estandar de quercetina y 5 mL de fase movil, como se aprecia
en la Figura 15, se sonicd por 5 minutos y se centrifugd a 60 rpm por 20 minutos, el

sobrenadante obtenido se filtrd y se inyect6 al HPLC por triplicado.

FIGURA N° 15 Muestras preparadas para evaluar el pardmetro de exactitud.

Estadistica:

La exactitud debe ser tan pequefia como sea posible para que el valor medido se
aproxime al de referencia, Dicho de otro modo, la recuperacion del analito debe

acercarse al 100%. (HPLC)

Para hallar el porcentaje de recuperacion es necesario calcular el dato tedrico que esta
relacionado con la concentracion de la solucidn stock mas el volumen adicionado de

dicha solucion y el volumen final de la mezcla.

7.5 mg.L! x 400 uL = [X] x 6000 uL
[X]=0.5mg.L?
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Dato teorico: 0.5 mg.L!
Porcentaje de recuperacion:

[Muestra + estandar]

100
Muestra + estandar solo

53.3. CUANTIFICACION DE QUERCETINA EN EXTRACTO
GLICOLICO DE Calendula officinalis L. (CALENDULA) POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Preparacion de la muestra:

En 5 tubos cénicos se agreg6 1 mL de extracto glicolico de Calendula officinalis L.
(Caléndula) y luego se adicion6 5 mL de fase movil, la muestra se sonico por 5
minutos y se centrifugé a 60 rpm por 20 minutos. El sobrenadante se filtré y se
inyectd al HPLC con las condiciones cromatograficas mencionadas anteriormente

para su lectura respectiva.

Para realizar los calculos se tomo en cuenta la ecuacion de la recta del promedio de
las areas de la grafica obtenidas en el parametro de linealidad de la validacion del
método y las diluciones previamente sonicadas, centrifugadas y filtradas para

proceder a la inyeccion de la muestra al HPLC.

Los resultados se expresaron en mg.kg™!, tomando en consideracion los 60 gramos

utilizados para la elaboracion del extracto.

5.4.PREPARACION DE GELES.

Tomando en cuenta que el disolvente empleado para la elaboracion del extracto fue
el propilenglicol se desarroll6é una formulacion del gel (Tabla N° 1) que involucro al
carbopol como agente gelificante y al agua destilada como liquido gelificado. Fue
necesario ademads, incorporar parabenos como conservantes y unas gotas de

trietanolamina para regular el pH a 6.5 — 7.
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TABLA N° 1: Formulaciéon del gel al 5% y al 10% de Calendula officinalis L.

CANTIDADES
INGREDIENTES Gel de Calendula Gel de Calendula
officinalis L. al 5% officinalis L. al 10%

CARBOPOL 1% 1%
METILPARABENO 0.40% 0.40%
PROPILPARABENO 0.20% 0.20%
EXTRACTO DE Calendula officinalis L. al 20% 25¢ 50g
AGUA DESTILADA c.s.p. 100 g 100 g

TRIETANOLAMINA CS.p.pH6.5-7

Fuente: Elaboracion propia

El modus operandi se desarrolla a continuacion:

®

Se verifico la limpieza y sequedad del material a utilizar.

b. Se procedio a pesar los ingredientes.

c. En un recipiente, se agregé el extracto de Caléndula, luego se afnadieron los

parabenos en agitacion constante.

d. Una vez disueltos los parabenos en el extracto glicolico de Caléndula, se agregd

poco a poco el carbopol y se dejo en agitacion constante por 24 horas.

e. Pasadas las 24 horas, se detuvo la agitacion y se afiadié el agua destilada
moviendo constantemente con una bagueta, se adiciono la trietanolamina gota a
gota hasta alcanzar el pH indicado obteniendo un gel con color y olor

caracteristicos.

f. Finalmente el gel se envaso y se rotulo.
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5.5.METODO PARA LA DETERMINACION DEL EFECTO
CICATRIZANTE.

En 1929 Howeset al. realizaron estudios para la determinacion de la fuerza de
tension, *3 el método fue aplicado para determinar el efecto cicatrizante del gel al 5

y 10% elaborados a base de los pétalos de Calendula officinalis L.

FUNDAMENTO:

El método de la fuerza de tension mide la fuerza (en gramos de arena) necesaria para
abrir una herida incisa de 1 cm de largo, realizada en el lomo de los animales de

experimentacion. 3

La fuerza necesaria para abrir la herida esta relacionada directamente con el proceso
de cicatrizacion, asi una menor fuerza para abrir la herida sera interpretada como una
cicatriz mal consolidada, por el contrario una mayor fuerza implica un proceso de

cicatrizacién favorable. 3%

5.5.1. PROCEDIMIENTO.

Estandarizacion de los animales:

Los animales de experimentacion se alimentaron ad libitum 4 dias antes en jaulas

individuales, al término del cual se tomo el peso de cada animal.

Distribucion aleatoria:

El proceso de muestreo de los animales de experimentacion, fue de forma aleatoria, a
cada animal se le practic6 dos heridas incisas, y se les aplico un tratamiento distinto a
cada herida logrando al final 8 heridas con sus tratamientos respectivos. Este método
de muestreo se realizé con el fin de reducir la variabilidad biologica. Este muestreo

se realizd conforme a la Tabla N° 2.
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Depilacién:

Después de los 4 dias de estandarizacion de los animales de experimentacion, se

procedio a rasurarlos mediante una maquina de afeitar eléctrica en un area de 2 cm?

aproximadamente.

Los animales fueron anestesiados con ketamina via intraperitoneal a una dosis de 75

mg/Kg de peso. GV

TABLA N° 2: Disefio aleatorio para los animales de experimentacion

TRATAMIENTO
ggg:{g Gel Base G(_al _de C_lalendula G_el_ de _Calendula Cicatricure®
officinalis L. al 5% officinalis L. al 10%

1 X X
2 X X
3 X X
4 X X
5 X X
6 X X
7 X X
8 X X
9 X X
10 X X
11 X X
12 X X
13 X X
14 X X
15 X X
16 X X

TOTAL 8 8 8 8

Fuente: Elaboracion propia
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Incision a la piel:

Luego de la depilacion se coloco al animal a la mesa de trabajo, se practico la asepsia
de la zona a incidir, y con un plumoén se marcaron dos puntos equidistantes de 1 cm a
ambos lados del lomo de los animales. Se realiz6 el corte de punto a punto sobre la
zona indicada levantando la piel del animal, a una profundidad de 2 mm 233 Esta

etapa debe de realizarse cumpliendo condiciones de asepsia.

Aplicacion de tratamientos:

Se administr6 en forma topica la primera dosis del tratamiento (0.5 g
aproximadamente 323%) sobre la incision con la ayuda de un hisopo con el fin de
obtener una distribucion homogénea sobre la herida procurada.(® Se aplico a 8
heridas el gel preparado al 5%, a otras 8 el gel preparado al 10%, otras 8 heridas
fueron tratadas con el preparado comercial Cicatricure® (comparacion) mientras que
las ultimas 8 heridas estuvieron destinadas al grupo base gel (placebo). Se repitio el

tratamiento 2 veces por dia en un lapso de 5 dias.

Determinacioén de la fuerza tensil de la cicatriz

Luego de los 5 dias de tratamiento se procedio a realizar la fuerza de tension en el

equipo tensiométrico.

Para ello, los animales son previamente anestesiados con la misma dosis de ketamina
via intraperitoneal empleada antes de realizar las incisiones. Luego los animales se
coloraron en la mesa de trabajo y con un plumén se marcaron los puntos a 1.5 cm de
distancia cada uno a ambos extremos de la incision con el fin de realizar los puntos

de sutura que se unirian a los hilos del equipo de tension.

Con mucho cuidado se coloco al animal en posicion decubito ventral sobre el equipo
de tension, se unieron los puntos de sutura al punto fijo y al punto movil del equipo y

en el recipiente tarado del punto movil se agregd arena lentamente hasta conseguir la
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apertura de la cicatriz. Finalmente se registraron los gramos de arena requeridos para

medir la fuerza tensil de la cicatriz de cada animal de experimentacion.

5.5.2. METODOS ESTADISTICOS PARA LA INTERPRETACION DE
RESULTADOS.

5.5.2.1.MEDIDAD DE TENDENCIA CENTRAL.

Se calcul6 media, mediana, desviacion estandar, varianza valor minimo y maximo,

rango y cuartiles para analizar la dispersion de los datos obtenidos de la muestra.
5.5.2.2.ESTADISTICA PARA LA COMPARACION DE MEDIAS.

ANOVA.

Es un método estadistico para comparar mas de dos medias, es decir para comparar
varios grupos a la vez y determinar si existen diferencia significativa entre ellos a lo

cual se utiliza el modelo de tabla presentado a continuacion en la Tabla N° 3:

TABLA N° 3: ANOVA

FUENTEDE GRADO DE SUMA DE CUADRADOS ESTADISTICO

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIOS F
ENTRE T2 S.C.E C.M.E
K—1 ZXZ__ CME=2""  F=
GRUPOS 1N K-1 C.M.D
DENTRO DE 2 2
N—-K & L 9 T_ C.M.D = SC_D
GRUPOS ni N N-—K
TOTAL N-—1 SCE+S.CD

Fuente: Elaboracion propia
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PRUEBA DE TUKEY.

Esta prueba es empleada cuando se desea realizar una comparacion multiple basada
en los intervalos de confianza, comparando la totalidad de todos los pares de medias.

Se expresa de la siguiente manera:

CM residual
HSD =gq,a,k,N —x —
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto
cicatrizante de un gel elaborado a base del extracto glicolico de Calendula officinalis
L. conocida cominmente como Caléndula. Ademas se cuantifico la cantidad del

flavonoide quercetina en el extracto glicolico, el cual tiene propiedades cicatrizantes.
(37,38,39).

1. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA'Y OBTENCION DEL EXTRACTO.

En primer lugar la droga ya desecada se consiguié por medio de la “Asociacion
Huitco” ubicada en Puquio, provincia de Lucanas en el departamento de Ayacucho.
Luego se procedio tal como se describio en el capitulo II, los pétalos fueron

separados del caliz y posteriormente cortados para dar lugar a la percolacion.

El extracto glicdlico fue obtenido mediante el proceso de percolacion, el cual es un

método de extraccion continuo, el extractante fue propilenglicol elegido dado que
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este es un disolvente organico no volatil, higroscopico, miscible, adicionando el

hecho de que los flavonoides se extraen mejor con este método en este liquido.!)

Se elabor6 un percolador artesanal como se observa en la Figura N° 16, y tras la
percolacion se obtuvo 300 mL de extracto al 20%, las caracteristicas del extracto se

muestran en la Tabla N° 4.

Figura N° 16 Percolador

TABLA N° 4: Caracteristicas del extracto glicdlico de Calendula officinalis L.

CARACTERISTICA EXTRACTO POR PERCOLACION
DISOLVENTE PROPILENGLICOL
COLOR ANARANJADO CARACTERISTICO
ASPECTO LIMPIDO
OLOR AROMATICO

Fuente: Elaboracion propia
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2. VALIDACION DE METODO ANALITICO POR CROMOTOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

La validacion es el proceso de demostrar o confirmar las caracteristicas de
rendimiento de un método de andlisis, tipicamente, la validacion de un método
quimico de analisis resulta en la especificacion de varios aspectos de la fiabilidad y

aplicabilidad. ®?

Las caracteristicas de rendimiento de un método de andlisis son las cualidades
funcionales y las medidas estadisticas sobre el grado de fiabilidad que presenta el
método bajo condiciones de funcionamiento especificadas. Las cualidades,
funcionales son la capacidad de distinguir el analito a partir de otras sustancias; la
aplicabilidad, como las matrices y rango de concentracion de funcionamiento
aceptable; el grado de fiabilidad, la recuperacion que se expresa habitualmente en
términos de sesgo, y la variabilidad, que es expresada como la desviacion estandar o

términos equivalentes (coeficiente de variacion porcentual y la varianza). ?%-

La evaluacion de cuatro parametros, linealidad, limites de deteccion y cuantificacion,
precision y exactitud permitieron evidenciar el cumplimiento de los requerimientos

establecidos como valores sugeridos por la AOAC

La técnica utilizada para la cuantificacion de quercetina fue la de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), utilizando un equipo LaChrom con una bomba
cuaternaria L-7100, una interfase D-7000, un detector UV L-7400 Merck
HITACHI® (Figura 17), disefiando una fase movil de agua y metanol (50:50), en un
sistema isocratico 49414243 3 yna longitud de onda de 254 nm, lo que la hace una
técnica simplificada ya que otros trabajos de investigacion muestran fases moviles
mas complejas utilizando solventes como acetonitrilo, dioxano, tetrahidrofurano,
trabajando incluso en sistemas de gradiente con tiempos de corrida

extensos. (44:45:46,47.48)

El tiempo de retencion para la quercetina en el estandar y en el extracto glicdlico de

Caléndula con las condiciones cromatograficas ya mencionadas fue de 4.7 minutos.
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FIGURA N° 17: Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion.

La columna utilizada fue una columna Chromolith RPe-18 de 10 cm, una columna
monolitica (Figura 18) que consiste en una Unica pieza (de ahi su nombre) de
material poroso con caracteristicas inicas en cuanto a permeabilidad y eficiencia. Se
han desarrollado dos tipos principales de columnas monoliticas, las basadas en
polimeros organicos y las basadas en monolitos de silice. Las de tipo organico son,
en general, mas utilizadas para separaciones de macromoléculas como proteinas o
anticuerpos utilizando fases moviles mayoritariamente acuosas. Las basadas en silice
tienen una estructura bimodal caracterizada por macro-poros de unos 2 pm y meso-

poros de aproximadamente 13 nm.

Las caracteristicas de estas columnas radican en que poseen mayor velocidad de
transferencia de masa y pueden ser utilizadas a caudales entre 3 y 10 veces mas
elevados que las columnas particuladas, permitiendo reducir significativamente el
tiempo de andlisis. Otro enfoque que se emplea con estas columnas consiste en
utilizar suficiente longitud de columna (hasta el limite de presion provisto por el

sistema) con el fin de lograr un gran numero de platos teoricos.
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FIGURA N° 18: Columna monolitica empleada en el ensayo.

Entre las limitaciones generales de estos monolitos se encuentra el limite de presion
que soportan: no mayor a 200 bar, rangos reducidos de pH de fase mévil posibles
(entre 2 y 8), incompatibilidad con algunos solventes, poca variedad de fases
estacionarias y muy pocos fabricantes por fuertes restricciones en las patentes de su

fabricacion. 49

1.1.LINEALIDAD.

Este parametro fue evaluado en un rango de concentraciones de 0.15 a 1.5 mg.L!, en
5 niveles los cuales fueron 0.15, 0.30, 0.60, 1.20 y 1.50 mg.L"* procesandose por
triplicado.

En la Tabla N° 5 se muestran las areas obtenidas, y su analisis estadistico
correspondiente, ademas de los datos promedio con los que se procede a realizar una
grafica de calibracion(Figura N° 19) obteniéndose un valor para r> de 0.9971. En la

practica, r es generalmente mayor de 0,99 y los valores menores de 0,90 son raros.

TABLA N° 5.- Datos para determinar la linealidad del método

Concentracion

ma.L1 Areal Area2 Area3 Promedio S %CV
0.15 17802 20108 18031 18647 1270.43 6.81
0.3 53439 49487 55462 52796 3038.95 5.76
0.6 114628 128210 118411 120416 7009.54 5.82
12 303310 293374 305290 300658 6385.34 2.12
15 378863 404411 383176 388817  13676.18 3.52

Fuente: Elaboracion propia.
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Con los datos de la Tabla N° 5 se obtiene la siguiente grafica de calibracion.

Grafica de Calibracion Promedio

500000

y = 276963x - 31455
400000 |— R?=0.9971
300000

Area bajo la Curva

200000 /
100000 /
0

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
Concentracién mg.L-1

FIGURA N° 19:Gréfica de la linealidad promedio del estandar dequercetina.

La grafica N° 19 nos permite obtener los valores a, b y 12 en donde:

a -31455
b 276963
r 0.9971

El valor de 1> es de 0.9971, dado que este valor es cercano a la unidad se afirma que
hay proporcionalidad entre la concentracion del analito y su respuesta,del mismo
modo se observa que los puntos estan dentro de una linea recta entonces se puede

confirmar que el método es lineal.

1.2.LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION.

El limite de deteccion corresponde, a la menor concentracion de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una muestra en las condiciones
establecidas, mientras que el limite de cuantificacion corresponde, a la menor
concentracion de analito que puede determinarse con precision y exactitud razonables

en las condiciones establecidas. Ambos se expresan en unidades de concentracion.
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Una vez revisado el parametro de linealidad se procedié a calcular los limites de
deteccion y cuantificacion haciendo uso de los datos obtenidos para la linealidad con
ayuda de las formulas descritas en el capitulo II, resultados que se muestran a

continuacion.

a. Calculo de la respuesta a concentracion cero:

El valor de Yui para este caso es igual a la ordenada del origen obtenida en la grafica

concentracion vs area

y = 276963X — 31455
Yo =- 31455

b. Calculo de la desviacion estandar de la respuesta a concentracion cero:

El valor de Sui para este caso es igual a la ordenada del origen obtenida en la grafica

concentracion vs desviacion estandar.

y =73699X + 748.69
Swi= 748.69

Luego, usando la ecuacion de la grafica de calibracion para quercetina
y = 276963x — 31455

Tomamos como pendiente b: 276963 y los indices a calcular son:

Limite de deteccion = 0.054 mg.L"!

D= Yoo + 3(Sbl)i
b Vn
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Limite de cuantificacién = 0.063 mg.L"!

o= Y+ 106 1
- - =

Los valores obtenidos muestran que el método es capaz de cuantificar con exactitud y

precision a partir de un valor de 0.063 mg.L "
1.3.PRECISION.

La precision de un método analitico, esta relacionada con la dispersion de las medidas
alrededor de su valor medio y corresponde al grado de concordancia de los resultados
de la prueba, cuando el método se aplica repetidamente a multiples alicuotas de una
muestra homogénea. 1 La precision refleja los errores aleatorios que se producen
cuando se utiliza un método. Y solamente este parametro es evaluado con los datos
obtenidos experimentalmente examinando el coeficiente de variacion porcentual sin

tomar en cuenta los valores reales. 2%

La precision puede ser medida, ya sea por el grado de reproducibilidad o de

repetibilidad del método analitico, bajo condiciones operativas normales.

La precision intermedia es el parametro determinado mediante situaciones repetidas
llevadas a cabo en un mismo laboratorio pero no simultaneamente, es decir, en dias
diferentes, con diferentes graficas de calibracion, con diferentes instrumentos, con

diferentes analistas etc.
El coeficiente de variacion porcentual de la precision intermedia no debe de exceder al

doble del coeficiente de variacion porcentual de la precision propiamente dicha.

La repetibilidad se refiere al grado de concordancia de los resultados cuando las
condiciones se mantienen lo mas constante posible, con el mismo analista, reactivos,

equipos e instrumentos realizados en un corto periodo de tiempo. 7
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De acuerdo a la Tabla N° 7obtenida de la guia de validacion de la AOAC, los valores
del coeficiente de variacion porcentual de los datos obtenidos para el pardmetro de
precision (repetibilidad) no deben de exceder del valor del porcentaje indicado en la
Tablapara analitos de concentraciones de hasta 1 mg.L'y 10 mg.L"!' respectivamente,
por lo que al observar los valores del coeficiente de variacion porcentual de la Tabla

N° 6 podemos afirmar que el método es preciso.

Tabla N° 6: Datos obtenidos del coeficiente de variacion porcentual para la

determinacion del pardmetro de precision (Repetibilidad).

Concentracion

ma.LL Areal Area2 Area3 Promedio S %CV
0.15 17802 20108 18031 18647 1270.43 6.81
0.3 53439 49487 = 55462 52796 3038.95 5.76
0.6 114628 128210 118411 120416 7009.54 5.82
1.2 303310 293374 305290 300658 6385.34 2.12
15 378863 404411 383176 388817 13676.18  3.52

Fuente: Elaboracion propia

TABLA N° 7: Valores del parametro de precision (repetibilidad) de acuerdo
ala AOAC.@®9)

Concentracion Re‘zeRté%Ir')d 5
100% 1%
10% 1.50%

1% 2%
0.10% 3%
0.01% 4%
10 ug/g 6%
1 ug/g 8%

10 ug/kg 15%
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En el caso de la precision intermedia, el coeficiente de variacion porcentual no debe de
exceder al doble del coeficiente de variacion porcentual de la precision (repetibilidad).
Asi, al observar los valores del coeficiente de variacion porcentual obtenidos en la
Tabla N° 8 nos damos cuenta que los valores no exceden del doble de los valores del
coeficiente de variacion porcentual referente a la precision, por lo que afirmamos que

el método es preciso.

Tabla N° 8: Datos obtenidos del coeficiente de variacion porcentual para la

determinacion del parametro de precision intermedia.

Concentracién mg.L-1 Area1l Area 2 Area 3 Area 4 Promedio s %CV
0.15 18060 17802 20108 18031 18500 1078.03 5.83
0.3 42399 53439 49487 55462 50197 5760.32 11.48
0.6 130972 114628 128210 118411 123055 7785.33 6.33
1.2 272263 303310 293374 305290 293559 15124.51 5.15
15 366291 378863 404411 383176 383185 15860.12 4.14

Fuente: Elaboracion propia.

1.4 EXACTITUD.

Este parametro se refiere al valor medido que se obtiene, el cual debe ser muy proximo
al de referencia, en otras palabras el porcentaje de recuperacion del analito debe
acercarse al 100%.

Para evaluar este parametro se usé el método de porcentaje de recuperacion para lo
que se agreg6 una cantidad de estandar conocida de quercetina, 400 ul, a las muestras
de extracto glicolico de Caléndula, las cuales se sonicaron por 5 minutos y se

centrifugaron a 60 rpm por 20 minutos, el sobrenadante se filtro y se inyect6é al HPLC.

Para obtener el porcentaje de recuperacion es necesario el calculo del dato tedrico:

[7.5mg.L~1] x 400 uL = [X] x 6000 uL

[X]=0.5mg.L!
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Al obtener el dato teorico, se calcula el porcentaje de recuperacion haciendo referencia
a las concentraciones calculadas con la ecuacion de la recta obtenida para el pardametro

de linealidad, de esta manera:

(Muestra + estandar)

100
Muestra + dato teodrico

Como se observa en la Tabla N° 9, el valor del coeficiente de variacion porcentual
fue de 1.86% y el porcentaje de recuperacion fue de 92.37%. La Tabla N° 10obtenida
de la validacion de métodos de la AOAC, nos permite evidenciar que el rango
establecido para muestras con concentraciones de hasta 1 mg.L 'y 10 mg. *! van de
75% a 120%, y de 80% a 115% por lo que se afirma que el valor para el porcentaje
de recuperacion de la muestra de extracto glicdlico de Caléndula esta en el rango
establecido, concluyéndose que el método es exacto. Los resultados se muestran a

continuacion:

Tabla N° 9: Datos obtenidos del porcentaje de recuperacion para la

determinacion del parametro de exactitud.

Muestra Area Concentracion mg.L-1 Porcentaje de Recuperacion
Muestra 01 25873 0.21
91.65
Muestra 01 + st 148004 0.65
Muestra 02 18656 0.18 Gl
Muestra02 + st 140408 0.62 :
Muestra 03 26977 0.21
94.34
Muestra 03 + st 154306 0.67
Promedio 92.37
S 1.72
%CV 1.86

Fuente: Elaboracion propia.
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TABLA N° 10: Valores del parametro de exactitud de acuerdo a la AOAC.®?9

Concentracion Limite de
Recuperacion

100% 98-101%

10% 95-102%

1% 92-105%

0.10% 90-108%

0.01% 85-110%

10 ug/g 80-115%

1 ug/g 75-120%

10 ug/kg 70-125%

1.5.CUANTIFICACION DE QUERCETINA EN EXTRACTO GLICOLICO
DE Calendula officinalis L. (CALENDULA) POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Se determind por HPLC la cantidad de quercetina en el extracto glicolico de
Calendula officinalis L. (Caléndula), los resultados obtenidos se encuentran en la
Tabla N° 11, también en la Figura N° 20 podemos observar el cromatograma
obtenido de estandar en rojo y la muestra en azul a un tiempo de retencion de 4.7

minutos.

TABLA N° 11: Datos obtenidos para la cuantificacion de quercetina en el extracto

glicolico de Calendula officinalis L. (Caléndula).

Muestra Area

1 26977

2 25873

3 26544

4 27011

5 27289

PROMEDIO 26738.80

S 552.52

%CV 2.07

Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA N° 20: Cromatograma obtenido.

Para determinar la cantidad de quercetina en la muestra total de los pétalos de
Calendula officinalis L. (Caléndula) se procedio a realizar una serie de calculos que

se muestran a continuacion:
a. Muestra diluida en 6 mL de fase mévil:
Promedio de areas: 26738.8

Ecuacion de la recta del parametro de linealidad:
y = 276963x — 31455
Reemplazamos:
y = 276963(x) — 31455
26738.8 = 276963x — 31455
x=0.21mg.L?

b. Concentracién de la muestra:

021mg.L™ ' x6mL = [x] Xx1mL
[x] =1.26 mg.L?!
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c. Cuantificacién de quercetina en 1 kilogramo de muestra:
1.26 mg.L™! x 0.3L =0.378 mg
0378 mg - 60g
x — 1000g
Xx=6.3mg.Kg™!

De acuerdo a los calculos obtenidos, se llega a la conclusion de que la cantidad de
quercetina en los 60 gramos de pétalos de Caléndula es de 0.378 mg y la cantidad de

quercetina por kilogramo de pétalos de Caléndula es de 6.3 mg.

2. ELABORACION DEL GEL.

Con el extracto glicdlico obtenido se prosiguié a elaborar el gel de Caléndula tal
como se describid en el capitulo II, se calculo las cantidades necesarias para preparar
un lote de 100 gramos de gel al 5 y 10% (Figura 21) y un lote de 100 gramos de la
base del gel. Al final, el preparado farmacéutico mostré ausencia de grumos y una

buena homogeneidad, y otras caracteristicas que se muestran en la Tabla N° 12:

TABLA N° 12:Caracteristicas de los geles al 5 y 10% de extracto glicélico de

Calendula officinalis L. (Caléndula).

CARACTERISTICA

ORGANOLEPTICA R \°°
Aspecto externo Uniforme
Color Anaranjado caracteristico
Olor Caracteristico al de la planta medicinal
Consistencia Semisolido

Fuente: Elaboracion propia.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

FIGURA N° 21 Gel al 10 % de Calendula officinalis L. (Caléndula).

El valor del pH de la formulacioén desarrollada estuvo en el rango de 6-7, considerado

aceptable para evitar el riesgo de irritacion al aplicarlo sobre la piel. 3659

3. DETERMINACION DEL EFECTO CICATRIZANTE.

3.1.REALIZACION DE HERIDAS INCISAS Y APLICACION DE
TRATAMIENTOS.

De acuerdo con el protocolo mencionado en el capitulo II, se procedio a realizar
las incisiones en el lomo de los animales de experimentacion, tal como se
muestran en las Figuras N° 22, 23, 24, 25, 26, y 27. Durante el proceso no se

tuvo ningun inconveniente.

FIGURA N° 22: Administracion de Anestésico.
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FIGURA N° 23: Rasuradode la zona

FIGURA N° 24: Trazado de la zona a incidir

FIGURA N° 25: Realizacion de heridas
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FIGURA N° 26: Aplicacion de tratamiento: gel de Calendula officinalis L. al 10%

FIGURA N° 27: Administracién del tratamiento con el preparado
comercial Cicatricure®.

3.2.PRUEBA TENSIOMETRICA.
Conforme a la continuidad del protocolo, se determind la fuerza tensiométrica

mediante los gramos de arena necesarios para abrir la herida como se muestra en la

Figura N° 28.
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FIGURA N° 28 Método tensiométrico a través de gramos de arena.

Todos los resultados de los grupos de tratamiento muestran los datos obtenidos
producto de la pesada en gramos de arena necesarios para provocar la ruptura de la
cicatriz en la herida incisa, luego su analisis estadistico mediante medidas

estadisticas descriptivas ANOVA y Tukey.

A continuacion se presenta los gramos de arena necesarios para lograr la ruptura de

la herida de cada grupo evaluado.

GRUPO TRATADO CON GEL BASE.

Tabla N°13: Resistencia a la tension en gramos del grupo tratado con gel base

N° de Animal 1 14 5 8 16 11 4 12
Resistencia en
gramos
Fuente: Elaboracion propia

203.1 | 179.4 | 213.6 | 198.3 | 175.6 | 161.7 | 199.1 | 180.1
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Tabla N° 14: Estadisticos descriptivos de la resistencia a la tension en

gramos del grupo tratado con gel base.

GEL BASE
VARIABLE ESTADISTICO VALOR
Conteo total 8

Media 188.86

Mediana 189.20

Desviacion estandar 17.27

Gramos de arena del Varianza 298.36
grupo tratado con gel Minimo 161.70
base. Méximo 213.60

Rango 51.90

Percentil 25 176.55
Percentil 50 189.20
Percentil 75 202.10

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla N° 14el promedio de g de resistencia a la tension en el grupo gel base es
de 188.86 g, los g necesarios para provocar la ruptura de la herida se dispersa en
promedio 17.27 g, el rango es de 51.9 g. En este caso, el gel base es el tratamiento
placebo donde el carbopol forma una pelicula que protege a la herida, mientras que el
propilenglicol es un antiséptico que evita que ésta se infecte pudiendo alterar asi el

proceso de cicatrizacion.

La Figura N° 29corresponde al grafico de cajas, un grafico que describe
caracteristicas importantes como la dispersion y simetria de los datos, también nos
brinda informacion sobre los valores minimo y maximo, los cuartiles y la existencia
de valores atipicos. En el caso del grupo tratado con el gel base el 50% de las
mediciones se encuentra sobre 189.20 g y el otro 50% se sitlia por debajo de este
dato; el limite maximo del 25% de las mediciones fue de 176.55 g y el limite

maximo del 75% de mediciones fue de 202.10 g.
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RESISTENCIA A LA TENSION EN G EN EL GRUPO TRATADO CON GEL BASE
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FIGURA N° 29: Resistencia a la tension en gramos del grupo tratado con gel

base.

GRUPO TRATADO CON GEL DE Calendula officinalis L. (CALENDULA)
AL 5%.

Tabla N°15: Resistencia a la tension en gramos del grupo tratado con gel de

Calendula officinalis L. (Caléndula) al 5%

N° de Animal 1 14 3 8 6 2 7 9

Resistencia en
gramos
Fuente: Elaboracion propia

251.4 | 237.5 | 250.3 | 240.1 | 281.4 | 267.1 | 258.7 | 261.1

En este caso la Tabla N° 16 presenta un valor de 255.95 g de arena para la media,
valor muy superior respecto al grupo tratado con el gel base, la dispersion de los
datos da un valor de 14.39 g de arena, mientras que la diferencia entre el valor

maximo y minimo — rango — es de 43.9 gramos.
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TABLA N° 16:Estadisticos descriptivos de la resistencia a la tension en

gramos del grupo tratado con gel de Calendula officinalis L. (Caléndula) al

5%.
GEL DE Calendula officinalis L. AL 5%
VARIABLE ESTADISTICO VALOR
Conteo total 8
Media 255.95
Mediana 255.05
Desviacion estandar 14.39
Gramos de arena del Varianza 207.19
officinalis L. al 5% M dgiino 281.40
Rango 43.90
Percentil 25 242.65
Percentil 50 255.05
Percentil 75 265.60

Fuente: Elaboracion propia

La Figura N° 30 correspondiente al grafico de cajas, describe que para el caso del
grupo tratado con el gel de Calendula officinalis L al 5% el 50% de las mediciones se
encuentra sobre 255.05 g mientras que el otro 50% esta debajo de este dato; el 25%
de los datos tienen un valor menor o igual a 242.65 gy el 75% de los datos tienen un

valor menor o igual a 265.60 g.

El grupo tratado con el gel al 5% elaborado a base del extracto glicolico al 20% de
Calendula officinalis L. requiri6 mas gramos de arena en comparacion con el grupo
tratado con la base del gel (placebo) ademas de que el aspecto de las heridas tratadas
con el gel de Caléndula al 5% era mas aceptable en relacion al aspecto de las heridas

tratadas con la base del gel.

El tratamiento de las heridas conlleva a aliviar el dolor y permitir sin inconvenientes
la reparacion del tejido; cuando ocurre una lesion, muchos mediadores de la
inflamacion son liberados iniciandose asi el proceso de cicatrizacion y sus tres

etapas: inflamatoria, proliferativa y de remodelacion.
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RESISTENCIA A LA TENSION EN G DE GRUPO TRATADO CON EL GEL AL 5 % DE CALENDULA
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FIGURA N° 30: Resistencia a la tension en gramos del grupo tratado con el

gel al 5% de Calendula officinalis L.

Calendula officinalis L. posee dentro de su composicion quimica una gran variedad
de metabolitos secundarios que posiblemente junto con los flavonoides, y sobre todo
con la quercetina originan sinergismo logrando asi una cicatrizacion favorable para el

individuo.

GRUPO TRATADO CON GEL DE Calendula officinalis L. (CALENDULA)
AL 10%.

TABLA N°:17 Resistencia a la tension en gramos del grupo tratado con gel de

Calendula officinalis L. (Caléndula) al 10%

N° de Animal 16 11 4 12 3 15 10 13

Resistencia en
gramos
Fuente: Elaboracion propia

301.8 | 298.3 | 326.4 | 293.6 | 297.2 | 282.2 | 269.9 | 289.1

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

TABLA N° 18: Estadisticos descriptivos de la resistencia a la tension en
gramos del grupo tratado con gel de Calendula officinalis L. (Caléndula) al
10%.

GEL DE EXTRACTO DE Calendula officinalis L. AL 10%

VARIABLE ESTADISTICO VALOR

Conteo total 8

Media 294 .81

Mediana 295.40

Desviacion estandar 16.38

GraT°St§§0a£§?,a 2:?'de Varianza 268.32

glt;;l(g?acl';g de Calengula Mini,mo 2000

officinalis L. al 10% Maximo 326.40

Rango 56.50

Percentil 25 283.92

Percentil 50 295.40

Percentil 75 300.93

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla N° 18 se observa que la media es de 294.81 g, un valor mucho mayor
que la media del grupo tratado con el gel al 5% de Caléndula que fue de 255.95 g, lo
que puede deberse que si se emplea mas extracto de Caléndula los valores de los
gramos de arena necesarios para abrir una herida procurada pueden mayores a éstos,
pero se debe de tomar en cuenta el costo de elaboracion del preparado farmacéutico,

que demanda més cantidad de materia prima y de principio activo.

La dispersion de los datos es de 16.38 g, un dato mas elevado que la desviacion
estandar del grupo tratado con el gel de Caléndula al 5% y que puede deberse a la
respuesta fisioldgica de cada animal de experimentacion ante las incisiones
provocadas. La diferencia entre el valor minimo y maximo es de 56.5 g, lo cual
indica que los datos estan mas dispersos en comparacion con el rango de la base gel

y del gel de Caléndula al 5%.

La Figura N° 31 nos muestra la grafica que representa a los estadigrafos que

describen que el valor minimo es de 269.90 g y el valor maximo es de 326.40 g, el
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50% de la mediciones se encuentra por encima de 295.40 y el otro 50% esta por
debajo de dicho valor, el 25% de los datos son menores o iguales a 283.92 g y el
75% de los datos son menores o iguales a 300.93 g.

RESISTENCIA A LA TENSION EN G DEL GRUPO TRATADO CON EL GEL AL 10 % DE CALENDULA
330+

320

310

300

gramos

290

280

270

FIGURA N° 31: Resistencia a la tension en gramos del grupo tratado con el

gel al 10% de Calendula officinalis L.

GRUPO TRATADO CON EL PREPARADO COMERCIAL
CICATRICURE®.

TABLA N° 19: Resistencia a la tension en gramos del grupo tratado con el

preparado comercial Cicatricure®

N° de Animal 6 2 7 9 3 15 10 13

Resistencia en
gramos
Fuente: Elaboracion propia

329.2 | 290.1 | 283.8 | 262.5 | 2943 | 296.2 | 2979 | 303.2

La Tabla N° 20 indica que el grupo tratado con el preparado comercial Cicatricure®
necesitdo en promedio 294.65 g de arena para poder abrir las heridas producidas en

los 8 animales de experimentacion, un valor mas elevado que el valor de las medias
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de los grupo tratados con base gel y con el gel de Calendula officinalis L. al 5% pero
un valor similar a la media del grupo tratado con el gel de Calendula officinalis L. al
10%. En cambio la desviacion estandar para este grupo es de 18.72 g, el mayor valor

en este estudio.

TABLA N° 20: Estadisticos descriptivos de la resistencia a la tension en

gramos del grupo tratado con el preparado comercial Cicatricure®.

PREPARADO COMERCIAL
VARIABLE ESTADISTICOS VALOR
Conteo total 8
Media 294.65
Mediana 295.25
Desviacion estandar 18.72
Gramos de arena del Varianza 350.28
grupo tratado con Minimo 295.25
preparado comercial. Maximo 329.20
Rango 66.70
Percentil 25 285.38
Percentil 50 295.25
Percentil 75 301.88

Fuente: Elaboracion propia

Mostrando la grafica de cajas en la Figura N° 32 el valor minimo es de 295.25 g, el
valor maximo es de 329.20 que en este caso viene a ser el valor atipico, es un dato
que es distante del resto de los otros datos y que no se encuentra dentro del diagrama
ya que si se toma en cuenta los resultados podrian ser engafiosos. La dispersion de
los datos tiene el mayor valor de todos los grupos y puede deberse al valor atipico ya
descrito en este grupo. El producto comercial Cicatricure® estd compuesto por
extractos naturales que ayudan a activar el proceso de cicatrizacion y regeneracion de
la piel, tales como extracto de cebolla, nogal, tomillo, concha de nacar, manzanilla,
sabila, centella asiatica; ademas contiene aceite esencial de bergamota y vitamina K
la cual es necesaria para la formacion de coagulos sanguineos que van a permitir que

una herida deje de sangrar y cierre.
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RESISTENCIA A LA TENSION EN G DEL GRUPO TRATADO CON CICATRICURE
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FIGURA N° 32: Resistencia a la tension en gramos del grupo tratado con el
preparado comercial Cicatricure®

A continuacion se mostrara un resumen que aglutinan los resultados de cada grupo

en conjunto:

TABLA N° 21: Estadisticos descriptivos de la resistencia a la tension en g de todos
los grupos de tratamiento.

VALORES
VARIABLE | ESTADISTICO Gel | Gelal5%de | Gelal 10% Preparado
Base Caléndula de Caléndula Comercial
Conteo total 8 8 8 8
Media 188.86 255.95 294.81 294.65
Mediana 189.2 255.05 2954 295.25
Gramos de D::;‘;‘g;‘r’n 17.27 14.39 16.38 18.72
arena Varianza 298.36 207.19 268.32 350.28
emp'ealdos Minimo 161.7 2375 269.9 29525
fueggﬁeﬁsil. Méximo 213.6 281.4 326.4 329.2
Rango 51.9 43.9 56.5 66.7
Percentil 25 176.55 242.65 283.92 285.38
Percentil 50 189.20 255.05 295.40 295.25
Percentil 75 202.10 265.60 300.93 301.88

Fuente: Elaboracion propia
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RESISTENCIA A LA TENSION EN G DE TODOS LOS GRUPOS DE TRATAMIENTO

350+
*
S
£ 250-
&b
200
150_ T T T T
Gel Base Gel Calendula 5 % Gel Calendula 10 %  Preparado Comercial

FIGURA N° 33: Resistencia a la tension en gramos de todos los grupos de
tratamiento.

Grafica de la fuerza tensil de los
tratamientos
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FIGURA N° 34: Fuerza tensil de los tratamientos con su error estandar.
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3.3.ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA).

El analisis de varianza (ANOVA) de un factor nos sirve para comparar varios grupos
en una variable cuantitativa. Esta prueba es una generalizacion del contraste de
igualdad de medias para dos muestras independientes. Se aplica para contrastar la
igualdad de medias de tres o mas poblaciones independientes y con distribucion
normal. Si al realizar la prueba ANOVA se obtiene una significancia (probabilidad)
baja, es decir, menor a 0.05, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis
alterna que quiere decir que todos los grupos evaluados tienen diferencia

significativa.

Las Tablas N° 22 y N° 23 describen el resumen de los resultados obtenidos mediante
el andlisis de varianza de un solo factor y notamos que los 4 grupos de estudio
difieren entre si, ya que el valor de la significancia es de 3.34907E-13 y ademas es
menor a 0.05, entonces se rechaza la hipotesis nula que asume que los grupos no
difieren entre si y se acepta la hipotesis estadistica de investigacion que supone que

los grupos difieren entre si (hipotesis alterna).

Del mismo modo el valor F es de 70.99, mayor al valor encontrado en la tabla de

distribucion a 4 y 31 grados libertad que es de 2.94 (valor critico para F).
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3.4.PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE DE TUKEY (HSD).

La prueba de Tukey sirve para probar todas las diferencias entre medias de grupos en
una misma experiencia siempre y cuando el nimero de repeticiones sea constante en

todos los grupos.

Se utilizé el programa Minitab version 17 para realizar esta prueba obteniendo los

siguientes resultados:

TABLA N° 24: Test de Tukey (Minitab version 17)

COMPARACION DE TUKEY

FACTOR N | MEDIA AGRUPACION
COMERCIAL 8 294.65 A
GEL CALENDULA 10% 8 294.81 A
GEL CALENDULA 5% 8| 255.95 B
GEL BASE 8 188.86 C

Las medias gue no comparten una letra son significativamente diferentes

Al aplicar el Test de Tukey (Tabla N° 24)para los distintos grupos experimentales
observamos que existen diferencias significativas entre los grupos tratados con el gel
base y con el gel de Calendula officinalis L. al 5% ya que sus medias difieren
considerablemente; en cambio los grupos experimentales tratados con el gel de
Calendula officinalis L. al 10% y con el preparado comercial Cicatricure® no presentan
diferencia significativa entre ellos y a su vez son significativamente diferentes con los

dos grupos anteriores.
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Por lo tanto se deduce que los tratamientos que involucran el gel de Calendula
officinalis L. al 10% y el preparado comercial Cicatricure® tiene una similar eficacia

siendo las medias de ambos grupos casi iguales.

Anteriormente se presentaron trabajos en los que se evalud el efecto cicatrizante de otras
plantas tales como Aloysia spathulata conocida comunmente como Chigqchilla y
Calceolaria lobata con el nombre comun de Borragilla en los que se trabajo con las
mismas condiciones que se realizaron en este trabajo, como el tamafio y profundidad del

corte, la cantidad de dosis aplicada y los horarios de tratamiento.

Para la evaluacion del efecto cicatrizante de Aloysia spathulata (Chiqchilla) las medias
obtenidas al realizar la fuerza de tension fueron 160.43 g para el grupo tratado con la
base del gel, 239.71g para el grupo tratado con crema con extracto etanolico, 248.08g
para el grupo tratado con crema con extracto con propilenglicol y el grupo tratado con el
medicamento de referencia fue de 247.24g por lo que se concluyd que no se encontrd
diferencia significativa al 0.05 mediante pruebas de hipotesis entre los grupos tratados
con las cremas con extracto etandlico y de propilenglicol y el grupo tratado con el

preparado comercial denominado Mucovit®.3?

En el caso de Calceolaria lobata (Borragilla) las medias obtenidas al realizar la fuerza
tensil fueron 101.15 g para el grupo tratado con la base del gel, 191,35 g para el grupo
tratado con el gel de Calceolaria lobata (Borragilla) y 172.96 g para el grupo tratado
con el preparado comercial Cicatricure®, por lo que se concluyé que no existen
diferencias significativas entre ¢l gel de Calceolaria lobata y el Cicatricure®, pero si
estos difierendel grupo tratado con extracto con el gel base, es decir que el gel con
extracto con propilenglicol de Calceolaria lobata muestra un efecto que favorece el

proceso de cicatrizacion similar al Cicatricure®.39

Comparando las medias de la fuerza tensil obtenidas en el presente trabajo nos damos
cuenta que tiene valores mayores que las medias de los dos trabajos realizados

anteriormente por lo que se concluye también que Calendula officinalis L.(Caléndula) es
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mejor en cuanto a eficacia respecto al efecto cicatrizante que Aloysia spathulata

(Chiqchilla) y Calceolaria lobata (Borragilla).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

CONCLUSIONES

1. El preparado farmacéutico (gel) elaborado a base del extracto glicolico de Calendula
officinalis L. (Caléndula) muestra un efecto positivo en el proceso de cicatrizacion de

heridas en animales de experimentacion de especie Rattusnorvegicus.

2. Se logro cuantificar la quercetina en el extracto glicolico de Calendula officinalis L.
(Caléndula) por cromatografia liquida de alta resolucion HPLC con una fase movil
(50:50) de metanol y agua, a una longitud de onda de 254 nm con una velocidad de
flujo de 1 mL/min, obteniendo un tiempo de retencion de 4.7 minutos y una cantidad
de 6.3 mg .Kg' de muestra, el método analitico propuesto fue lineal, preciso, exacto
con un limite de deteccion de 0.054 mg.L-1 y un limite de cuantificacion de 0.063

mg.L-1.
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3. Se formul6 un lote de 100 g de hidrogel conteniendo el 5% y el 10% de extracto
glicdlico al 20%de Calendula officinalis L. (Caléndula).

4. Al comparar los promedios de la fuerza tensil entre todos los grupos de tratamiento
se determiné que el gel de Calendula officinalis L. al 10% y el preparado comercial
Cicatricure®, presentan la misma eficacia y que es mayor a la del gel base y a la del
gel de Calendula officinalis L. al 5% ya que estos presentan promedios con valores
menores. Al realizar la prueba de ANOVA y de Tukey se deduce que no existen
diferencias significativas entre el gel de Calendula officinalis L. al 10% (Caléndula)
y el producto comercial Cicatricure® pero si hay diferencia significativa al 0.05
entre el grupo tratado con ¢l gel base y el grupo tratado con el gel de Calendula
officinalis L. al 5% (Caléndula) por lo que concluimos que el gel de Calendula
officinalis L. al 10% es tan buen cicatrizante como el producto comercial

Cicatricure® pudiendo ser una buena alternativa para el tratamiento de heridas.
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SUGERENCIAS

1. Realizar estudios de control de calidad y estabilidad controlados a los geles con

extracto de propilenglicol de Calendula officinalis L. (Caléndula).
2. Formular y evaluar un gel de Calendula officinalis L. asociado a otros extractos

vegetales o principios activos con reconocidos estudios de eficacia sobre el proceso

de cicatrizacion.
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EXCIPIENTES UTILIZADOS EN LA FORMULACION. ¢

CARBOMERO

a. Nombre genérico
Formulario Britdnico, Farmacopea Europea, Formulario Nacional y Farmacopea de los

Estados Unidos: Carbomer

b. Sinénimos
Acrytamer, Polimero del 4cido acrilico, Carbopol, carboxivinil polimero, Ultrez, Acido

poliacrilico, Pemulen.

c. Nombre quimico y nimero de registro CAS:
Carbomer [9003-01-4]

Los carbomeros 910, 934, 934P, 940, 941, 971P y las resinas del 974P comparten el
nimero CAS [9003-01-4] comtn. Carbomer 1342 es un copolimero y tiene a un CAS

diferente.

d. Formula empirica y peso molecular

Los carbémeros son polimeros de alto peso molecular del 4cido acrilico unidos con
alilsucrosa o alil éteres del pentaeritrol, contienen entre 56 a 68% de grupos de acidos
carboxilicos (COOH), calculado como base seca, existen diferentes tipos de carbomeros
¢éstos clasificados segin su peso molecular aproximado, el cual también variara su

viscosidad en medio acuoso.
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e. Formula estructural

I—T—I
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Los polimeros de carbomero estan formados por unidades repetidas del acido acrilico —
la que se muestra arriba — las cadenas del polimero forma enlaces cruzados con sucrosa

o pentaeritrol de alilo.

f. Categoria funcional
Agente emulsificante, agente para supensiones, agente ligante para tabletas,

angenteincrementador del a viscosidad.

g. Aplicaciones en tecnologia farmaceéutica.
Los carbomeros son usados en la formulacion de liquidos y semisélidos es usado en la
formulacion de cremas, geles y pomadas y puede ser usado en preparaciones oftdlmicas

topicas y rectales.

Algunos grados de carbémeros con bajo contenido de benceno residual como carbomer
934P 0 974P pueden ser usados en formulaciones de administracion oral (suspensiones,
tabletas o formulaciones de tabletas de liberacion prolongada), en formulaciones de
tabletas los carbomeros pueden ser usados como ligante en el proceso de compresion

directa o granulacion himeda (aqui el agua es usada como liquido granulante).

Los carbomeros son usados como emulsificantes en la preparacion de emulsiones aceite

/agua para uso externo. Para este propoésito, el carbomero es neutralizado parcialmente
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con hidroxido de sodio y con una amina de cadena larga como estearilamina, también

son usados en cosméticos.

h. Descripcién
Polvo blanco, de aspecto esponjoso, acido, higroscopico con un leve olor a

caracteristico.

i. Propiedades fisicas

Acidez alcalinidad:

2,7-3,5 para dispersion acuosa al 0.5% p/v
2,5-3,0 para dispersion acuosa al 1% p/v

— Punto de fusion: 260°C.

— Contenido de humedad: El contenido de humedad normal es superior al 2% p/p,
sin embargo, los carbomeros son higroscopicos y el tipico equilibrio de humedad
a 25°C y 50% de humedad relativa ambiental es 10%; el contenido de humedad
no afecta su accion y eficiencia, pero en incremento del porcentaje de humedad

dificulta mucho su manipulacion y es mas dificil de dispersar.

— Distribucién del tamafio de particula: El tamafio de particula promedio es 2 a 7

pum.

— Solubilidad: Soluble en agua y después de ser neutralizado en etanol 95% y

glicerina.
— Gravedad especifica: 1,41g/ml

— Viscosidad (dinamica):Carbomer disperso en agua forma soluciones coloidales
acidas con poca viscosidad, la cual es incrementada enormemente cuando es
neutralizada. El carbomer polvo debe ser dispersado en agua con agitacion

vigorosa, teniendo cuidado con la formacién de grupos no dispersables, luego
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debe ser neutralizado con adicion de una base, los agentes que pueden ser usados
para la neutralizacion del carbomer incluyen: aminodcidos, bérax, hidroxido de
potasio, bicarbonato de sodio, hidréxido de sodio, aminas organicas polares
como trietanolamina y lauril o estearil aminas los cuales son usados como
agentes gelificantes en sistemas no polares.

Durante la preparacion del gel la solucion debe ser agitada suavemente para
evitar la inclusion de burbujas de aires. Los geles acuosos de carbomer
neutralizados son mas viscosos a pH 6 a 11, la viscosidad se ve reducida
considerablemente a menos de pH 3 y a mas de pH 12, la viscosidad también se
ve reducida en presencia de electrolitos fuertes, el gel pierde rdpidamente su
viscosidad cuando es expuesto a la luz, pero esto es solucionado con la adicién

de alglin antioxidante.

j. Estabilidad

Los carbémeros son estables, es un material higroscopico puede ser calentado a
temperaturas menores a 104°C por dos horas sin que se afecte su eficiencia espesante,
sin embargo la exposicion a excesivas temperaturas pueden resultar en decoloracion y

reducir su estabilidad, la completa descomposicion ocurre a 260°C por 30 minutos.

Los polvos secos de carbomer no promueven el crecimiento de hongos y levaduras, sin
embargo los microorganismos crecen bien en dispersiones acuosas de carbomer sin
preservantes, algunos preservantes pueden afiadirse como clorocresol 0,1% p/v,
metilparabeno 0,1% p/v o timerosal 0,1% p/v, también se afiaden otros conservadores
como cloruro de benzalconio, acido benzoico, y benzoato de sodio; concentraciones
altas de conservadores en general pueden causar la disminucion de la viscosidad, geles

acuosos pueden esterilizarse por autoclavado.

A temperatura ambiente, las dispersiones de carbomer mantienen su viscosidad durante
el almacenado por prolongados periodos, de la misma forma la viscosidad se mantiene o

se ve ligeramente disminuida a elevadas temperaturas ambientales, si hay un
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antioxidante en la formulacion y si la formulacion esta protegida de la luz. La exposicion
a la luz causa oxidacion la cual se ve reflejada en la disminucion de la viscosidad, sin
embargo la sensibilidad a la luz puede ser mejorada con la adiciéon de 0,05 a 0,1% de
algin protector UV soluble en agua como 2-benzofenona o 4-benzofenona en
combinacion de 0,05 a 0,1% de EDTA. La estabilidad a los rayos UV en los geles puede

ser mejorada en los geles con el uso de trietanolamina como base neutralizante.

k. Incompatibilidades

Los carbomeros decoloran el resorcinol y son incompatibles con fenol, polimeros
cationicos, acidos fuertes y por altas concentraciones de electrolitos, trazas de hierro y
otros metales de transicion pueden degradar cataliticamente dispersiones de carbomer.
Calor intenso puede ser generado si el carbomer estd en contacto con materiales
fuertemente basicos como amoniaco, hidroxido de potasio, hidréxido de sodio o aminas

fuertemente basicas.

I.  Método de manufactura

Carbomeros son polimeros sintéticos de alto peso molecular del acido acrilico
copolimerizados con aproximadamente 0,75-2% w/w de alilsucrosa, el solvente usado
para la polimerizacion es normalmente benceno, sin embargo algunos nuevos grados de
carbomer comercializados son manufacturados usando acetato de etilo o una mezcla de

ciclohexano/ acetato de etilo como solvente.

m. Seguridad

Los carbomeros son usados ampliamente en formulaciones no parenterales,
particularmente liquidos topicos y preparaciones semisolidas, algunos carbdmeros
pueden ser utilizados en formulaciones pero de ciertos tipos y con bajo contenido de

benceno; no hay evidencia de hipersensibilidad o de reacciones alérgicas para
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formulaciones topicas en humanos (DLso oral en ratas de carbomer 910 es de 10,25

g/kg).

n. Categoria regulatoria
Incluidos en la lista de ingredientes inactivos por la FDA (suspensiones orales y tabletas,
preparaciones rectales, oftalmicas y topicas) autorizada como excipiente no parenteral en

el Reino Unido

METILPARABENO

a. Nombre genérico

BP: Metil hidroxibenzoato

JP: Metil parahidroxibenzoato

— PhEur: Methilisparahidroxibenzoas

USPNF: Methilparabeno

b. Sindnimos

E218; acido 4-hidroxibenzoico metil ester; metil p-hidroxibenzoato; Nipagin M;

Uniphen P-23.

c. Nombre quimico y numero de registro CAS:

Metil-4-hidroxibenzoato [99-76-3]

d. Férmula empirica y peso molecular

CsHsO:152.15
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e. Formula estructural
o) OCHs

OH

f. Categoria funcional

Preservante antimicrobiano.

g. Aplicaciones en tecnologia farmacéutica.

Metilparabeno es ampliamente usado como un preservante antimicrobiano en
cosméticos, productos alimenticios, y formulaciones farmacéuticas; ya sea solo o en
combinacion con otros parabenos o con otros agentes antimicrobianos. En cosméticos, el
metilparabeno es el mayor agente antimicrobiano utilizado. Los parabenos son efectivos
sobre un amplio margen de pH y tiene un amplio espectro de actividad antimicrobiana,

aunque es mas efectivo contra levaduras y hongos.

La eficacia preservante es mejorada por la adicién de propilenglicol (2--5%), o usando

parabenos en combinacion con otros agentes antimicrobianos.

A causa de la solubilidad pobre de los parabenos, sus sales (en particular la sal sddica)
son mas seguido usadas en formulaciones. El metilparabeno (0.18%) conjuntamente con

propilparabeno (0.02%) ha servido para la preservacion de diversas formulaciones
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farmacéuticas parenterales. El rango de pH donde es estable el metilparabeno es de 4 a

8.

h. Descripcién

En forma de cristales incoloros o un polvo cristalino blanco. Es inodoro o casi inodoro y

tiene un sabor leve a quemado.

i. Propiedades fisicas
— Punto de fusion: 125-128°C.
— Constante de disociacion: pK.= 8,4 a 22°C.

— Solubilidad: Soluble en agua (1 en 400 a 25°C), propilenglicol (1 en 5 a 25°C);
etanol (1 en 2 a 25°C); glicerina (1 en 60 a 25°C)

— Gravedad especifica: 1,352 g/cm?

j. Incompatibilidades

Similares al propilparabeno, presenta incompatibilidad con polisorbato 80, la cual se ve
disminuida con la adicion de 10% de propilenglicol para evitar micelizacion. Se ha
reportado incompatibilidades con bentonita, trisilicato de magnesio, talco, goma
tragacanto, alginato de sodio, aceites esenciales, sorbitol y atropina, se recomienda el
uso de polietileno de alta densidad en los envases que sirvan para contener
formulaciones que contengan metilparabeno, el rango de pH donde es estable

metilparabeno es de 4-8.

k. Método de manufactura

Metilparabeno es preparado por esterificacion del acido p-hidroxibenzoico con metanol.
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I. Seguridad

Practicamente no es toxico, no es irritante de la piel (DLso raton 8g/kg).

PROPILPARABENO

a. Nombre genérico

BP: Propilhidroxibenzoato

JP: Propilparahidroxibenzoato

PhEur: Propilisparahidroxibenzoas

USPNF: Propilparabeno

b. Sin6nimos

E216; Acido 4-hidroxibenzoico propil éster; Nipasol M; propagin; propil p-
hidroxibenzoato; Propilparasept; Solbrol P; Uniphen P-23.

c. Nombre quimico y niumero de registro CAS:

Propil 4-hidroxibenzoato [94-13-3]

d. Férmula empirica y peso molecular

CiH0Os 180.20

e. Formula estructural
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HO

f. Categoria funcional

Preservante antimicrobiano.

g. Aplicaciones en tecnologia farmaceéutica.

Propilparabeno al igual que metilparabeno es ampliamente usado como un preservante
antimicrobiano en cosméticos, productos alimenticios, y formulaciones farmacéuticas;
ya sea solo 0 en combinacion con otros parabenos o con otros agentes antimicrobianos.
En cosméticos, el metilparabeno es el mayor agente antimicrobiano utilizado. Los
parabenos son efectivos sobre un amplio margen de pH y tiene un amplio espectro de

actividad antimicrobiana, aunque es mas efectivo contra levaduras y hongos.

A causa de la solubilidad pobre de los parabenos, sus sales (en particular la sal sddica)
son mas seguido usadas en formulaciones. El metilparabeno (0.18%) conjuntamente con
propilparabeno (0.02%) ha servido para la preservacion de diversas formulaciones

farmacéuticas parenterales.

h. Descripcién

En forma de polvo blanco, cristalino, inodoro e insipido.

i. Propiedades fisicas

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
TESIS UCSM g DE SANTA MARIA

REPQSITORIO DE :"‘i%&

— Punto de fusién: 295°C.
— Constante de disociacién: pK.= 8,4 a 22°C.

— Solubilidad: Soluble en agua (1 en 2500 a 20°C), propilenglicol (1 en 3,9 a
20°C); etanol 95° (1 en 1,1 a 20°C); glicerina (1 en 250 a 20°C)

— Gravedad especifica: 1,288 g/cm’

j. Incompatibilidades

La actividad antimicrobiana de propilparabeno se ve considerablemente reducida en
presencia de surfactantes no i6nicos como resultado de la miscelizacion, la absorcion de
propilparabeno por los plasticos ha sido reportada, la cual es dependiente del tipo de
plastico del envase y de los vehiculos. El silicato de magnesio y aluminio, trisilicato de
magnesio, 0xido de hierro amarillo y azul ultramarino también han sido reportados como
absorbentes de propilparabeno reduciendo su eficacia. Propilparabeno es degradado en
presencia de hierro y es sujeto a hidrolisis por bases débiles y acidos fuertes. Es estable a
pH 3-6 y puede ser autoclavado, las soluciones a este pH son estables hasta por 4 afios a
temperatura ambiente, a un pH de 8 es rapidamente hidrolizado en aproximadamente 60

dias a temperatura ambiente.

k. Método de manufactura
Propilparabeno es preparado por esterificacion del acido p-hidroxibenzoico con n-

propanol.

I. Seguridad

Material no téxico, no es irritante de la piel (DLso raton 9g/kg).
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PROPILENGLICOL

a. Nombre genérico

BP: Propilenglicol

JP: Propilenglicol

PhEur: Propylenglycolum

— USP: Propilenglicol

b. Sinénimos

1,2-dihidroxipropano, 2-hidroxipropanol, metilenglicol,  propanol 1,2-diol,

metiletilenglicol.

c. Nombre quimico y nimero de registro CAS:

1,2-Propanodiol [57-55-6]

d. Férmula empirica y peso molecular

C3Hg0276.09

e. Formula estructural

H H H
]
H—C——C——C——OH
N
H OH H

f. Categoria funcional
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Preservante antimicrobiano, desinfectante, humectante, plastificante, solvente,

estabilizante de vitaminas, codisolvente miscible en agua.

g. Aplicaciones en tecnologia farmaceéutica.

Propilenglicol es comunmente usado como solvente, liquido extractante y preservante en
una variedad de formulaciones parenterales y no parenterales. En general es mejor
solvente que la glicerina y disuelve una gran variedad de materiales como
corticosteroides, fenoles, sulfas, barbituricos, vitamina A y D, la mayoria de los
alcaloides y muchos anestésicos locales. Es un antiséptico semejante al etanol, también
es usado en cosméticos y en industria alimentaria como transporte de emulsificantes y
como vehiculo de esencias teniendo como ventaja sobre el etanol que su falta de

volatilidad produce un sabor mas uniforme.

h. Descripcion

Liquido claro viscoso, inodoro.

i. Propiedades fisicas
— Punto de ebullicién: 188°C.
—  Punto de fusién: -59°C

— Solubilidad: miscible con agua, cloroformo, etanol y glicerina. No es soluble en

aceite mineral u otros aceites, pero puede disolver aceites esenciales.

— Densidad: 1,038 g/cm?® a 20°C

j. Incompatibilidades

Propilenglicol es incompatible con agentes oxidantes como permanganato de potasio.
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k. Meétodo de manufactura
El propileno es convertido a clorhidrina por agua clorada e hidrolizado a 1,2-oxido de

propileno. Con mas hidrdlisis el 1,2-6xido de propileno es convertido a propilenglicol.

I. Seguridad
Este ingrediente se utiliza en alimentos y en formulaciones farmacéuticas, es

considerado como material no toxico (DLso por via oral en ratas 21-33g/kg).

TRIETANOLAMINA

a. Nombre genérico
— BP: Triethanolamine
— PhEur: Trolaminum

— USPNF: Trolamine

b. Sindnimos

TEA; Tealan; trietilolamina; trihidroxitrietilamina; tris (hidroxietil)amina.

c. Nombre quimico y niumero de registro CAS:

2,2°,2>’-Nitrilotrietanol [102-71-6]

d. Férmula empirica y peso molecular

CeHi15NO3 149.19
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e. Formula estructural
H,C—CH; — OH

HO

I—0—I

H,C—CH,— OH

f. Categoria funcional

Agente alcalinizante y emulsificante.

g. Aplicaciones en tecnologia farmacéutica.

Ampliamente usado en formulaciones farmacéuticas topicas para la formacion de
emulsiones, cuando es mezclado en proporciones equimoleculares con acidos grasos
como estearico u oleico, trietanolamina forma jabones anionicos los cuales son usados
como agentes emulsificantes para producir particulas finas y estables en emulsiones
aceite/agua con un pH alrededor de 8. Los jabones de trietanolamina producen
emulsiones mas estables que las producidas con un jabon alcalino, sin embargo, ambos

se descomponen en presencia de acidos y altas concentraciones de sales ionizadas.

Las concentraciones que se usan tipicamente para la emulsificacion de aceites fijos es 2-
4% y 2 a 5 veces la cantidad de acido graso, para aceites minerales la cantidad de
trietanolamina debe ser incrementada en un 5% con el apropiado incremento del acido
graso usado. Las preparaciones que contienen jabones de trietanolamina tienden a
obscurecerse cuando estan almacenadas. Sin embargo, la coloracion puede reducirse
cuidando de no ser expuesto el producto a la luz y evitando el contacto del mismo con
metales e iones metalicos. También es utilizada en la formacién de sales para
inyecciones, en preparaciones analgésicas topicas. Otros usos generales son como agente

tampoOn, solvente, plastificante de polimeros y humectante.
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h. Descripcion

Liquido ligeramente amarillento, viscoso, olor amoniacal poco pronunciado.

i. Propiedades fisicas
— Acidez/alcalinidad: pH=10.5
— Punto de ebullicion: 335°C.
— Punto de fusion: 20-21°C

— Solubilidad: miscible con agua, acetona, metanol y tetracloruro de carbono.

Soluble en benceno (1:24), éter etilico (1:63).

j. Incompatibilidades

Trietanolamina es una amina terciaria la cual contiene grupos hidroxilo asi que es capaz
de sufrir reacciones tipicas de las aminas terciarias y alcoholes. El grupo amino
usualmente exhibe una gran actividad cada vez que es posible una reaccion con el grupo
amino y hidroxilo. Trietanolamina puede reaccionar con el cobre formando sales
complejas, decoloracién y precipitacion puede suceder en presencia de sales de metales
pesados, también puede reaccionar con reactivos como cloruro de tionilo por el
reemplazo de los grupos hidroxilo con halégenos, los productos de esta reaccion son

muy toxicos, pueden parecerse a mostazas nitrogenadas.

k. Meétodo de manufactura
Trietanolamina se prepara comercialmente por la amondlisis de 6xido de etileno, la
reaccion produce monoetanolamina, dietanolamina y trietanolamina, los que son

separados para obtener los productos puros.
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I. Seguridad
Considerado como material no toxico, puede causar hipersensibilidad o ser irritante a la

piel (DLso piel de conejo >20g/kg).
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CICATRICURE: GEL HIDRATANTE Y HUMECTANTE PARA CICATRICES

Componentes:

Agua.

Propilenglicol.

Glicerina.

Polietilenglicol.

Carbomero.

Extracto de cebolla.
Extracto de tomillo.
Extracto de concha de nacar.
Extracto de nogal.

Extracto de sabila.

Extracto de centella asiatica.
Aceite esencial de bergamota.
Vitamina K.

Alantoina.

Benzoato de sodio.
Trietanolamina.
Metilparabeno.
Propilparabeno.

Polisorbato 20.

Diazolidinil urea.

Regenerare® Complex.
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