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Capitulo 1. Introduccién

1.1 Lapiel

El sistema tegumentario estd formado por la piel y sus estructuras anexas
(faneras): foliculos pilosos, pelo, ufias y diversas glandulas, musculos y nervios.
Dicho sistema protege la integridad fisica y biologica del cuerpo, mantiene

constante la temperatura corporal y proporciona informacion sensorial acerca del
entorno (Figura 1).

Tallo gel pelo

Terminal nervioso libre

Papila dérmica

Asa capilar

Poro sudorlparo - - g :

Gléndula sebécea o AT AN Ui haL f— regen |
Corpusculo tactil 17 B
(corpusculo de Meissner) } [
Musculo erector del pelo ; 4 /
Foliculo piloso ‘ BE v Tad 44" | /6 — DERMIS
Ralz del pelo [l v .
Glandula sudoripara
ecrina

Glandula sudoripara
apocrina

Corpusculos laminares
(corpusculos de Pacini)

Vena

Figura 1. Corte transversal de la piel y tejido subcuténeo (Tortora, 2008).
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1.1.1 Estructura de la piel

La piel esta constituida por diferentes tejidos integrados para realizar funciones
especificas. Es el 6rgano mas grande del cuerpo humano en area superficial y
peso. En los adultos, la piel cubre un area alrededor de 2 m?y pesa entre 4.5 a 5.0
kg, aproximadamente el 16% del peso corporal. Su grosor varia desde 0.5 mm en
los parpados hasta 4.0 mm en los talones. Sin embargo, en gran parte del cuerpo
mide de 1 a 2 mm.

Desde el punto de vista estructural consta de dos partes principales (Figura 2). La
superficial y mas delgada esta compuesta por tejido epitelial y se denomina
epidermis (epi-, de epi, por encima). La parte profunda y mas gruesa, compuesta
de tejido conectivo, es la dermis. Debajo de ésta, aunque sin formar parte de ella,
se encuentra el tejido subcutaneo, también denominado hipodermis (hipo-, de
hypd, debajo), la cual consiste en tejido areolar y adiposo (Tortora, 2008; Ross y
col., 2007).

EPIDERMIS

Region papilar ]

— DERMIS

Region reticuar |
Glandula sebacea
Raiz pilosa

Foliculo piloso

Figura 2. Corte transversal de piel. Microscopia 6ptica 60X,
tincion HE (Tortora, 2008).
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1.1.1.1 Epidermis

La epidermis esta formada por epitelio plano estratificado, queratinizado y
avascular. Contiene cuatro tipos principales de células (Figura 3A):

e Queratinocitos (90%)

e Melanocitos (5%)

e Células de Langerhans (3-5%)
e Células de Merkel (<0.1%)

Los queratinocitos son las células mas abundantes en la epidermis, encargadas
de producir queratina. Un melanocito es un tipo de célula dendritica que produce
melanina, un pigmento que contribuye al color de la piel y absorbe los rayos

ultravioleta (UV) nocivos.

Las células de Langerhans derivan de la médula 0sea y participan en la respuesta
inmunitaria contra los microorganismos que invaden la piel. Las células de Merkel
se localizan en la capa mas profunda de la epidermis y participan en las

sensaciones tactiles.

La epidermis esta formada por distintas capas de células. En muchas partes del
cuerpo, ésta tiene cuatro estratos: basal, espinoso, granuloso y corneo. Sin
embargo, en las areas donde la friccibn es mayor, como en las yemas de los
dedos, palmas de las manos y las plantas de los pies, la epidermis posee cinco

estratos: basal, espinoso, granuloso, lucido y corneo (Figura 3B).

El estrato basal o germinativo es el mas profundo de la epidermis. Consiste en
una sola hilera de células cubicas o cilindricas, algunas de las cuales son células
madre, que entran en division celular constante para producir continuamente

nuevos queratinocitos.
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Las células estan unidas entre si por medio de desmosomas y hemidesmosomas.
Contienen tonofilamentos dispersos, melanocitos, células de Langerhans y células
de Merkel (Tortora, 2008; Ross, 2007).

A B
-7 Queratinocitos Epidermis
Estralo . muerios Superficial
cAmeo = A Estrato comeo
hodo
Eslmo % Granulos lamelares Estraio
w weido
D Estrato
1 Ouomnnoooo granuloso
Céiuta ce Langerhans Estato
54 A X 25pinoso
; Célula de Markel
= %
. le— Disco técii
‘ e ——— Neurona sensitva
; Eswato
. Melanocito basal
=T Dermis
::;:\o / —— Dormis ¥,
Profundo

Figura 3. Estructura de la epidermis. A) Principales tipos de células epidérmicas;
B) Microfotografia de una porcién de piel, 240X, tincion HE (Tortora, 2008).

Encima del estrato basal se halla el estrato espinoso, donde se encuentran de
ocho a diez capas de queratinocitos poligonales estrechamente unidas, los
nucleos son redondos y el citosol es de caracteristicas basofilicas. También se

observan prolongaciones de células de Langerhans y melanocitos.

Localizado en la parte central de la epidermis, el estrato granuloso, consta de
tres a cinco capas de queratinocitos aplanados que sufren apoptosis. El citosol
contiene granulos basoéfilos denominados granulos de queratohialina, una

sustancia precursora de la queratina.

El estrato lucido se encuentra sélo en la piel de las yemas de los dedos, palmas
de las manos y plantas de los pies. Consta de tres a cinco capas de queratinocitos
transparentes, planos y muertos, que contienen grandes cantidades de queratina.
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La capa mas externa de la epidermis se denomina estrato corneo, la cual esté
constituida por 25 a 30 capas de células planas queratinizadas anucleadas y
muertas, llamadas células cérneas o0 corneocitos, compuesta principalmente por

gueratina.

Estas células se desprenden (descaman) continuamente y son reemplazadas por
las células de los estratos mas profundos. El estrato cérneo sirve como barrera
impermeable efectiva, también protege de lesiones y de invasion microbiana
(Tortora, 2008; Ross, 2007).

1.1.1.2 Queratinizacion y epidermopoyesis

En las células recién formadas del estrato basal, ocurre el proceso de desarrollo
llamado queratinizacion. Estas células se van desplazando lentamente hacia la
superficie, conforme se desplazan, los queratinocitos van acumulando queratina al
pasar de una capa epidérmica a otra. Posteriormente experimentan apoptosis.
Finalmente, las células queratinizadas se desprenden y son reemplazadas por

otras de capas subyacentes, que a su vez se convierten en queratinizadas.

El proceso completo por el cual las células del estrato basal ascienden hacia la
superficie, se queratinizan y se desprenden, lleva aproximadamente 4 semanas.
La velocidad de division celular en el estrato basal se incrementa cuando la
epidermis pierde sus capas mas externas, como ocurre en abrasiones Yy

guemaduras.

Aungque no se conocen del todo los mecanismos que regulan esta proliferacion
celular, proteinas del tipo hormonal como el factor de crecimiento epidérmico
(EGF, por sus siglas en inglés) desempefian un papel importante, asi como
también depende de diversas moléculas estimuladoras e inhibidoras (Portas et al.,
2002; Tortora, 2008).


http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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Tabla 1. Factores estimuladores e inhibidores del proceso de queratinizacion y

epidermopoyesis (Portas et al., 2002).

Factores estimuladores Factores inhibidores

Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

Factor de crecimiento de transformacion
beta (TGF-B)

Factor de crecimiento de transformacién
alfa (TGF-a)

Interferon gamma y alfa (IFN-y, INF-a)

Factor de crecimiento de los
queratinocitos (KGF)

Factor de necrosis tumoral (TNF)

Interleucina-1-a (IL-1a)

Chalonas

Factor basico de crecimiento de

Glucocorticoides

fibroblastos (bFGF)

GMPc

Andrégenos (testosterona)

Vitamina A

Eicosanoides y leucotrienos
Poliaminas: espermidina, putrescinay
espermina

1.1.1.3 Dermis

La capa profunda de la piel es la dermis, compuesta principalmente por tejido
conectivo que contiene colageno y abundantes fibras elasticas, que se disponen
de forma paralela y que le dan a la piel la consistencia y elasticidad caracteristica.
En la dermis se encuentran; vasos sanguineos, nervios, glandulas y foliculos
pilosos. Asi como algunos fibroblastos, macréfagos y adipocitos. De acuerdo con
su estructura tisular, la dermis se divide en dos capas; una papilar superficial y una

reticular profunda.

La region papilar es la porcion superficial de la dermis y le corresponde una quinta
parte del grosor total de la dermis. Constituida por tejido conectivo laxo, fibras de
colageno tipo lll con fibras elasticas; contiene papilas dérmicas que albergan

capilares, corpusculos del tacto o de Meissner y terminales nerviosas libres.

La parte profunda de la dermis es la regidn reticular. Formada por tejido conectivo
irregular denso con haces de colageno tipo | y algunas fibras elasticas gruesas.
Los espacios libres entre las fibras presentan células adiposas, foliculos pilosos,

nervios, glandulas sebaceas y sudoriparas. Debajo de la dermis reticular pueden



Capitulo 1 | Introduccién

encontrarse capas de tejido adiposo, musculo liso y en algunos sitios musculo
estriado (Tortora, 2008).

1.1.1.4 Tejido celular subcutaneo o hipodermis

Se encuentra localizado debajo de la dermis y estd compuesto de tejido conectivo
laxo y tejido adiposo. Esta capa cumple una funcién importante de
almacenamiento de energia y también sirve como aislante (Tortora, 2008).

1.1.2 Funciones de la piel

La piel ayuda a regular la temperatura corporal, sirve como barrera protectora e
impermeable entre el entorno y los tejidos internos, contiene terminaciones
nerviosas sensoriales, excreta pequefias cantidades de sales y varios compuestos
organicos; ademas, puede absorber sustancias y participa en la sintesis de la

forma activa de la vitamina D.

Sin embargo, algunas de estas funciones vitales pueden verse interrumpidas
cuando se genera un dafio sobre la piel, como cuando se produce una herida
(Tortora, 2008; Ross, 2006).

1.2 Heridas

La herida es el area donde queda interrumpida la continuidad tanto anatémica,
como celular de las cubiertas externas del cuerpo (piel), de revestimiento mucoso
o de la superficie de los érganos. Una lesion tisular es el comun denominador de
toda herida que afecta al organismo en diversas formas, incluyendo pérdida local
de fluidos, dolor y liberacion de productos celulares hacia la circulacion, que inician
la respuesta postraumatica neuroendocrina y metabdlica para favorecer la

curacion (Rivera, 2004).
1.2.1 Proceso de curacioén de heridas cutaneas

Cuando se ve afectada la integridad o la continuidad de la piel, se inicia una

secuencia de procesos de reparacion que la llevan a recuperar su estructura y su

7
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funcion normales (o cercanas a la normalidad). Existen dos tipos de curacién de
las heridas, segun la profundidad de la lesion. La correspondiente a heridas
epidérmicas cuando sélo se afecta ésta capa, mientras que en caso de las heridas
profundas, este proceso tiene lugar si la dermis o el tejido subcutaneo son
dafados (Tortora, 2008).

1.2.1.1 Curacién de heridas epidérmicas

La reparacion de la epidermis comprende la proliferacion de los queratinocitos
basales en el estrato germinativo de los sitios no dafiados que rodean la herida.

Entonces las células crecen y migran a traves de la lesion (Figura 4A).

Las células migran en forma de una lamina, hasta que se encuentran con las
células que avanzan desde el lado opuesto de la herida. Al ocurrir esto ultimo, se
interrumpe la migracion como consecuencia de una respuesta celular llamada
inhibicién por contacto. La migracion de las células epidérmicas cesa por completo
cuando cada célula queda en contacto con otras ceélulas epidérmicas a su

alrededor.

Mientras que las células basales epidérmicas migran, una hormona llamada factor
de crecimiento epidérmico estimula a las células madre basales a dividirse y
reemplazar a aquellas que migraron hacia el centro de la herida. Las células
basales epidérmicas reubicadas se dividen para construir estratos nuevos y
engrosan la epidermis nueva (Figura 4B). Los tipos comunes de heridas

epidérmicas son las abrasiones y las quemaduras menores.

En los casos en los que se pierde todo el espesor de la epidermis, a causa de un
traumatismo, las partes mas profundas de los foliculos pilosos y de las glandulas
gue perduran como islotes de células epiteliales en la dermis proliferan para
producir células que migran sobre la superficie expuesta para restablecer una
capa epitelial (epidérmica) completa. La destruccibn masiva de todas las

estructuras epiteliales de la piel, como ocurre en las quemaduras de tercer grado,



Capitulo 1 | Introduccién

impide la reepitelizacion. Estas heridas solo pueden curarse con injertos de
epidermis que cubran la region lesionada. Sin un injerto, en el mejor de los casos
la herida se reepitelizara con lentitud y de manera imperfecta por proliferacion
celular desde sus bordes (Tortora, 2008).

A Células epiteliales B
- basales en divisién —
Células epiteliales

separadas, agrandadas, -\
migrando a través .

> .: h"}'bl » ."- D
I 1
Al all basal ..6 v

; LU _Jiq

Aﬁ_rx.- sanguineo

en la herida

Epitelio

migrando a través
de la herda
Flbroblastos

Fibras colé

Mor
(macréfagos)
Neuurdfilos
Vaso sangufi
dilatado
Vaso sanguli
dafiado
Extremo

del codguio

Figura 4. Curacién de las heridas de la piel. A) Divisidén de células epiteliales basales y
migracion através de la herida; B) Engrosamiento de la epidermis; C) Fase inflamatoria;
D) Fase de maduracién (Tortora, 2008).

1.2.1.2 Curacion de heridas profundas

La curacion de heridas profundas se produce cuando la lesidén se extiende hasta la
dermis y el tejido subcutaneo. Puesto que deben repararse varias capas tisulares,
el proceso de curacién es mas complejo que en las heridas epidérmicas. Ademas
como se forma tejido cicatrizal, el tejido reparado pierde una parte de sus
funciones normales. Este proceso abarca cuatro fases: inflamatoria, migratoria,

proliferativa y de maduracion.
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Durante la fase inflamatoria se forma un coagulo sanguineo sobre la herida que
une laxamente sus bordes. Como su nombre lo indica, esta fase involucra la
inflamacion, una respuesta vascular y celular que ayuda a eliminar materiales
extrafios, microorganismos y tejido muerto para preparar la reparacion. La
vasodilatacién y la permeabilidad aumentada de los vasos sanguineos asociadas
con la inflamacion, estimulan la llegada de neutréfilos, que se diferencian en
macréfagos y fagocitan microorganismos, y células mesenquimatosas, que se
diferencian en fibroblastos. Las tres fases que siguen son las que corresponden a
la reparacion propiamente dicha de la herida.

En la fase migratoria, el coagulo se convierte en una escara o costra y las células
epiteliales migran por debajo de ésta para cubrir la herida. Los fibroblastos migran
a lo largo de haces de fibrina y empiezan a sintetizar tejido cicatrizal (fibras
colagenas y glucoproteinas), asi como la formacion de nuevos vasos sanguineos.
Durante esta fase el tejido que llena la herida se denomina tejido de granulacion.
La fase proliferativa se caracteriza por la proliferacion de células epiteliales bajo
la costra, el deposito al azar de fibras colagenas por los fibroblastos y el continuo
desarrollo de vasos sanguineos. Finalmente, durante la fase de maduracion la
escara se desprende una vez que se ha recobrado el grosor normal de la
epidermis. Las fibras de colageno se vuelven mas organizadas, disminuye el
namero de fibroblastos y los vasos sanguineos recuperan la normalidad (Figura
4D) (Tortora, 2008).

El proceso de formacion de tejido cicatrizal se denomina fibrosis. En ocasiones se
forma demasiado tejido cicatrizal durante la curacién de heridas profundas, esto
da lugar a una cicatriz sobre elevada, es decir, por encima de la superficie normal
de la epidermis. Si esta cicatriz se mantiene dentro de los limites de la herida
original, se trata de una cicatriz hipertréfica. Si se extiende mas alla de los limites
hacia el tejido normal circundante, se constituye una cicatriz queloide. El tejido
cicatrizal difiere de la piel normal en que las fibras de colageno estan organizadas

mas densamente, su elasticidad es menor, tiene menos vasos sanguineos, y

10
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puede contener o no la misma cantidad de pelo, glandulas o estructuras sensitivas
que la piel sana. Dadas las disposiciones de las fibras coldgenas y la escasez de
vasos sanguineos, las cicatrices suelen tener un color mas claro que la piel normal
(Tortora, 2008 y Ross, 2006).

Dentro de los tipos mas comunes de heridas en la piel, se encuentran las

guemaduras.
1.3 Quemaduras

Una quemadura es una lesion en los tejidos del cuerpo causada por la exposicion
a diversos factores (fisicos, quimicos o biolégicos) que puede originar alteraciones

locales o sistémicas (Lovesio et al., 2006).
1.3.1 Clasificacion de las quemaduras

Existen varias clasificaciones de las quemaduras en funcién de diversos criterios:
el agente que las produce, la extension de la superficie quemada, la profundidad y

la localizacion de dichas lesiones (Schwartz et al., 2008; Lovesio et al., 2006).
1.3.1.1 Clasificacion de las quemaduras en funcién del agente productor
* Térmicas

= Llama

= Solidos calientes
= Liquidos calientes
= Frio

* Eléctricas
* Quimicas
* Por radiaciéon

* Biolégicas

11
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1.3.1.2 Clasificaciéon de las quemaduras segun la profundidad

Existen diferentes clasificaciones de acuerdo a la profundidad, una de las mas
empleadas es la propuesta por Converse-Smith que han clasificado a las
guemaduras en diferentes grados (Figura 5A).

1.3.1.3 Clasificacién de Converse-Smith
. Primer grado

Las quemaduras de primer grado afectan exclusivamente la epidermis, donde la
membrana basal se encuentra integra y no hay lesion en la dermis. Clinicamente
se caracterizan por la presencia de eritema con flictenas o ampollas pequefias
intraepidérmicas. La lesién es seca y dolorosa al tacto. La regeneracion es ad
integrum sin secuelas y no entra en el céalculo de la extension total de una

guemadura. A este tipo pertenecen las quemaduras solares (Figura 5B).
. Segundo grado

Las quemaduras de segundo grado pueden ser superficiales o profundas. La
guemadura de segundo grado superficial se caracteriza porque la lesion afecta a
la epidermis y a la dermis superficial o papilar. Es dolorosa, con aparicion de
ampollas, lecho sonrosado y humedo. Queda viable un gran grosor de dermis
donde hay abundantes fibras de colageno y elastina, y donde quedan numerosos
anexos cutaneos (foliculos pilosebaceos) rodeados de queratinocitos. Por lo tanto,
ésta quemadura tiene un gran poder de reepitelizacion y la cicatriz resultante sera

de buena calidad.

La quemadura de segundo grado profundo se caracteriza porque la lesion llega
hasta la dermis profunda o reticular y queda muy poca dermis residual, pocos
anexos cutaneos y consecuentemente, pocos queratinocitos. Hipoestésica, sin
ampollas, lecho blanquecino y seco. Tiene escaso poder de reepitelizacion y la

calidad de la cicatriz resultante sera mala.

12
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. Tercer grado

Se caracterizan por la lesién o pérdida completa de toda la dermis. Anestésica,
blanquecina o amarillenta, con vasos trombosados, seca. No tiene capacidad de
reepitelizacién espontanea y la cicatriz sera de mala calidad (Schwartz et al.,
2008).

o e Quemadura de

Quemadura
solar

i '&\? q?}lk?' primer grado
Hipodermis di‘,g:x“)v/

Quemadura de
segundo grado

e
g‘gjr i

5@\?1&’5@"2/

4 Quemadura de
tercer grado Gi¥

Figura 5. Clasificacion de las quemaduras. A) Clasificacion segun Converse-Smith
(http:/iwww.primerosauxilios.org/ ); B) Quemadura solar de primer grado
(http:/femssolutionsint.blogspot.mx/); C) Acercamiento de una quemadura
térmica de primer grado (http://m.medlineplus.gov/).

Otra clasificacion ampliamente utilizada para valorar la profundidad de las

guemaduras, es la de Benaim-Artigas, que divide a las quemaduras en tres tipos.
1.3.1.4 Clasificacion de Benaim-Artigas
. Quemaduras tipo A

Afectan la epidermis y en ocasiones la dermis papilar, pudiendo dividirse en 2
tipos:

13
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-Las quemaduras tipo A eritematosas: hay vasodilatacion del plexo dérmico
superficial, observandose la piel enrojecida y seca. Hay irritacibn de las
terminaciones nerviosas que producen escozor, prurito y dolor. La conservacién

de la capa germinativa permite la epitelizacion en 7 a 10 dias.

-Las quemaduras tipo A flictenulares: donde ademés de la vasodilatacion, se
produce un aumento de la permeabilidad del plexo dérmico superficial, con
formacién de flictenas y edema. Existe eritema cutaneo y las lesiones son muy

dolorosas. Reepitelizan en 10 a 14 dias.
. Quemaduras tipo AB

Existe destruccion de la epidermis y de la dermis papilar, conservandose la dermis
reticular y las porciones profundas de los anexos cutaneos. El plexo dérmico
superficial se trombosa y el profundo se encuentra vasodilatado y con aumento de
la permeabilidad. La piel lesionada adquiere un color blanquecino y luego de unos
10 dias se forma una escara intermedia. Las terminaciones nerviosas superficiales
también se encuentran comprometidas, por lo que, son poco dolorosas. La
reparacion puede tener dos caminos, algunas epitelizaran luego de 14 a 21 dias,
aunque el epitelio suele ser fragil y el resultado estético es irregular; otras sin
embargo, evolucionan hacia la profundizacion (Lovesio et al., 2006; Schwartz et
al., 2008 y P.A.U.E., 2000).

. Quemaduras tipo B

Existe destruccién total de la piel incluyendo anexos cutaneos y las terminaciones
nerviosas, se presenta trombosis de los plexos dérmicos (superficial y profundo).
La piel esta acartonada, dura, sin turgencia y tiene un color blanco grisaceo,

originando una escara.

En la Tabla 2 se muestra una comparaciéon entre las diferentes clasificaciones de
las quemaduras, de acuerdo a su profundidad (Lovesio et al., 2006; Schwartz et
al., 2008 y P.A.U.E., 2000).
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Tabla 2. Comparacion entre las diferentes clasificaciones de las quemaduras de acuerdo a
su profundidad (Lovesio et al., 2006; Schwartz et al., 2008 y P.A.U.E., 2000).

Converse-

Smith

Benaim-

Otros

Caracteristicas

Caracteristicas

Primer grado

Artigas
A eritematosas

Epidérmicas
(tipo 1)

microscopicas
Destruccion de la
epidermis

macroscépicas
Eritematosa

No exudativa

Sin flictenas o
ampollas
Hiperestesia
Curacion espontanea
7-10 dias

Segundo
grado
superficial

A flictenulares

Dérmicas
superficiales
(tipo 1l &)

Destruccion de la
epidermis y de la
dermis superficial

Flictenas

Lecho sonrosado y
himedo

Conserva foliculos
pilosebaceos
Hiperestesia
Curacion espontanea
10-14 dias

Segundo
grado
profundo

AB

Dérmicas
profundas
(tipo Il b)

Dafio en la
epidermis y dermis

Sin flictenas

Lecho blanquecino y
seco

No conserva foliculos
pilosebaceos
Hipoestesia
Tratamiento quirdargico
con secuelas

Tercer grado

Subdérmicas
superficiales
(tipo III)
Subdérmicas
profundas
(tipo IV)

Destruccion de
todo el espesor de
la piel y zonas
profundas

Negruzca,
blanquecina o
amarillenta

Vasos trombosados
Pérdida de la
sensibilidad y
anestesia

Tratamiento quirdargico
con secuelas
importantes

1.3.1.5 Clasificacion de las quemaduras segln su gravedad

La gravedad de una quemadura esta determinada por la profundidad y la
extension del area afectada, asi como, por la edad del paciente y su estado

general de salud.
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1.3.1.6 Extension de superficie quemada

La extension se expresa como porcentaje de superficie corporal quemada (SCQ).
Existen varias formas descritas para evaluar la extension de una quemadura. Las
mas utilizadas son la regla del 9% de Pulazky-Tennisson, también denominada
regla de Wallace o de los 9 (Figura 6). Segun la cual el cuerpo humano se divide
en 11 regiones, teniendo la misma extension todas ellas, es decir 9% y la zona
correspondiente a los genitales tendria un 1% y la regla de la palma de la mano
(que corresponde aproximadamente al 1% de la superficie corporal del paciente),

para calcular rapida y facilmente la extension en quemaduras aisladas.

Otras formas, como la Tabla de Lund-Browder y Dubois se usa en grandes centros
de quemados (Lovesio et al., 2006; Schwartz et al., 2008 y P.A.U.E., 2000).

Figura 6. Regla de los 9 (Pulazky-Tennisson) para determinar
la extensién de una quemadura
(http://atenciondepacientesquemados.blogspot.mx).
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1.3.1.7 Clasificacion de la Asociacion Americana de Quemaduras

Con base en los criterios antes descritos, la Asociacion Americana de
Quemaduras, ABA (del inglés, American Burn Association), ha clasificado las
lesiones por quemaduras en leves, moderadas y graves, como se muestra en la
Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion de la Asociacion Americana de Quemaduras (Lovesio et al., 2006;
Schwartz et al., 2008 y P.A.U.E., 2000).

Tipo de quemadura | Criterio
Quemadura leve o 15% de SCQ o menos de 1° o 2° grado en adultos
menor 10% de SCQ o menos de 1° 0 2° grado en nifios

2% SCQ o menos de 3° grado en nifios 0 adultos

(que no afecten ojos, orejas, cara o genitales)

Quemadura 15-25% de SCQ de 2° grado en adultos

moderada 10-20% de SCQ de 2° grado en nifios

2-10% de SCQ de 3° grado en nifios o adultos (que no afecten ojos,
orejas, cara o genitales)

Quemadura grave o > 25% de SCQ de 2° grado en adulto

mayor > 20% de SCQ de 2° grado en nifios

> 10% de SCQ de 3° grado en nifios 0 adultos

Todas las quemaduras que involucren ojos, oidos, orejas, cara, mano,
pies, periné y genitales. Todas las lesiones inhalatorias con o sin
gquemaduras. Quemaduras eléctricas. Pacientes de alto riesgo;
diabetes, embarazo, EPOC, cancer, etc. Pacientes psiquiatricos.

SCQ = superficie corporal quemada, EPOC = enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

1.3.2 Tratamiento de las quemaduras
1.3.2.1 Tratamiento del Quemado grave

Si el paciente presenta quemaduras importantes, segun los criterios de gravedad
antes descritos, se requerira la hospitalizacion en una unidad de quemados. No
obstante para los fines de este trabajo, se enfocara en el tratamiento de las

guemaduras menores (Gomez, 2007).
1.3.2.2 Tratamiento del Quemado leve

Si por las caracteristicas, extensién y localizacion de las quemaduras, éstas se

pueden tratar ambulatoriamente, el tratamiento local consistira en lo siguiente.
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Pasos para tratar las quemaduras menores (P.A.U.E., 2000):

Separar al paciente del agente etioldgico.

Retirar la ropa, anillos y joyas si se precisa.

Lavar con suero fisiolégico o con agua tibia, durante 20 minutos,
temperatura tibia (agua fria provocaria vasoconstriccion y puede empeorar
la extension y la profundidad de la lesion).

Limpiar la quemadura con agua y jabon.

e Tratamiento de las flictenas.

e Plantear la necesidad de un antibiético tépico.

e Plantear la necesidad de un apdésito.

e Vacunacion antitetanica si se precisa.

e Terapia analgésica si se precisa. Se pueden utlizar los analgésicos

habituales, como paracetamol, AINES y metamizol.

e Uso de antibiotico oral si se precisa.

1.3.2.3 Tratamiento de aplicacion topica en quemaduras menores

Para el tratamiento de accion topica en las quemaduras menores, se pueden usar

diferentes productos, tal como se ejemplifica a continuacion en la Tabla 4
(P.A.U.E., 2000; Schwartz et al., 2008 y PLM, 2013).

Tipo de

Primer
grado o
tipo A
eritematosa

guemadura

Tabla 4. Tratamiento de aplicacién topica en quemaduras menores.

Agente Causal ‘

Sol
Fogonazo menor
Liquidos calientes

Tratamiento local

Cremas hidratantes (con urea y acido lactico).
Corticosteroides topicos.

Refrigeracion de la zona: Hidrogeles, Burnshield®,

Brélestop®y WaterJel®, SunBurnJel®, Burnaid®
Geles emolientes: Aloe vera.

Remedios herbolarios: pomada de Tepezcohuite,
Sabila (Aloe vera), Caléndula.

guimicas diluidas

Segundo Liquidos calientes | Aplicacion local de sulfadiazina argéntica al 1% 6
grado Deflagracion o nitrofurazona al 0.2%.

superficial llamas Cicatrizantes: Italdermol®, Fitoestimulina®,

o tipo A Exposicion a Recoveron®.

flictenular sustancias Remedios herbolarios: pomada de Tepezcohuite,

Sabila (Aloe vera), Caléndula.
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Como se menciond, en el tratamiento de quemaduras menores, se suele utilizar
medicamentos, como antibiéticos, antiinflamatorios, cicatrizantes y analgésicos,

asi como remedios herbolarios de aplicacion topica.
Por este motivo es necesario definir y diferenciar a cada uno de estos productos.
1.4 Productos de aplicacion tépica

La aplicacion de sustancias medicinales sobre la piel es sin duda un concepto tan
antiguo como la humanidad. Los papiros del antiguo Egipto describen una
variedad de esas medicaciones para uso externo (Gennaro, 2003).

Se le denomina via de administracion a la ruta que se elige para administrar un
medicamento, un cosmético o un remedio herbolario a un individuo (NOM-072-
SSAl, 2012). En la via de administracion topica, los productos se aplican
directamente sobre la piel y las mucosas. La caracteristica de esta via es que se
busca fundamentalmente el efecto a nivel local, no interesando tanto la absorcion

de los principios activos (Gennaro, 2003).

Dentro de los productos de aplicacion topica se encuentran los medicamentos, los

cosméticos y los remedios herbolarios.
1.4.1 Medicamentos

De acuerdo a la Ley General de Salud vigente de México (LGS), en su Titulo
Décimo Segundo “Control sanitario de productos y servicios de su importacion y
exportacion”, en el Capitulo IV Medicamentos, Articulo 221. Se entiende por
medicamento, a toda substancia o mezcla de substancias de origen natural o
sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente
en forma farmacéutica y se identifigue como tal por su actividad farmacoldgica,

caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas (LGS, 2014).
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1.4.2 Fitofarmacos

La fitoterapia es el uso medicinal de algunas especies vegetales, también se
puede definir como el empleo de las plantas con fines curativos. Los fitofarmacos
en términos generales son medicamentos que contienen como principio activo
exclusivamente plantas, partes de plantas, ingredientes vegetales o bien,
preparaciones obtenidas a partir de ellas (Romero, 2004).

La LGS define el fitofarmaco o “medicamento herbolario” como: “Los productos
elaborados con material vegetal o algun derivado de éste, cuyo ingrediente
principal es la parte aérea o subterrdnea de una planta o extractos y tinturas, asi
como jugos, resinas, aceites grasos y esenciales, presentados en forma
farmacéutica, cuya eficacia terapéutica y seguridad ha sido confirmada

cientificamente en la literatura nacional o internacional” (LGS, 2014).
1.4.3 Remedios herbolarios

Con respecto a los remedios herbolarios, el Reglamento de Insumos para la Salud
(RIS), en su Titulo Tercero “Remedios Herbolarios”, Capitulo Unico. EI Art. 88,
considera como remedio herbolario al preparado de plantas medicinales, o0 sus
partes, individuales o combinadas y sus derivados, presentado en forma
farmacéutica, al cual se le atribuye por conocimiento popular o tradicional, el alivio

para algunos sintomas participantes o aislados de una enfermedad (LGS, 2014).

En los ultimos afios, la industria farmacéutica se ha volcando hacia el uso de los
remedios herbolarios, esto es debido a que los requerimientos administrativos de
desarrollo y comercializacion de los remedios herbolarios son muy inferiores a los

gue se requieren para un producto farmacéutico.

Como se ha mencionado, los productos de aplicacion tépica se administran sobre
la piel o mucosas, ya sea con fines terapéuticos o cosméticos, en formas
farmacéuticas de diversa naturaleza fisicoquimica, como por ejemplo; lociones,

pomadas, cremas, pastas, geles, parches, entre otros.
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En la eleccibn de la forma farmacéutica para la aplicacion topica deben
considerarse varios factores. La estabilidad y propiedades fisicoquimicas del
principio activo, el uso especifico del producto, el sitio de aplicacion y el tipo de
producto deben ser combinados en un vehiculo que libere facilmente al principio
activo cuando sea puesto en contacto con la piel (Gennaro, 2003).

Tomando en cuenta las consideraciones anteriores, a continuacién se enuncian

las caracteristicas de la forma farmacéutica propuesta en este trabajo.
1.5 Geles

El uso de los geles en la industria farmaceéutica, asi como en la cosmética se ha
incrementado debido a que satisfacen una exigencia en las preparaciones de
aplicacion topica, ya que, en general presentan buena adherencia, alto grado de
claridad, facilidad de aplicacion, remocion y uso. Asi como, proveen una liberacion
mas rapida del principio activo en comparacion con las cremas y pomadas.
(Gennaro, 2003; Fitzpatrick et al., 2009).

1.5.1 Definicion

Desde el punto de vista quimico, un gel es un sistema coloidal donde la fase
continua es solida y la discontinua es liquida, constituidos por una red
tridimensional de cadenas flexibles interconectadas e interpenetradas por el

liquido.

Presentan una densidad similar a los liquidos, sin embargo, su estructura se

asemeja mas a la de un sdlido (Leppard, 1994).

En la industria farmacéutica los geles son formas farmacéuticas de consistencia
semisdlida, destinados a ser aplicados sobre la piel 0 membranas mucosas con el

fin de ejercer accion local (Gennaro, 2003).

De acuerdo a esto, la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, FEUM,

definid gel como: “una preparacion semisdlida que contiene €l o los principios
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activos y aditivos, sélidos en un liquido que puede ser agua, alcohol o aceite de tal

manera que se forma una red de particulas atrapadas en la fase liquida” (FEUM,

2004).

Asi mismo, la Farmacopea de Estados Unidos, USP (del inglés, United States

Pharmacopeia), definié a los geles como: “sistemas semisélidos compuestos que

consisten por particulas inorganicas pequefias 0 moléculas organicas grandes

interpenetradas por un liquido” (USP, 2008).

1.5.2 Propiedades fisicoquimicas de los geles

La estructura de un gel depende de sus propiedades, por eso es necesario definir

algunas de ellas, las cuales se muestran en la Tabla 5:

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de los geles (Juvé et al., 2007 y Gennaro, 2003).

Propiedad ’ Descripcién

Imbibicion Es la capacidad de absorber liquido, hinchamiento. El liquido penetra en la
matriz del gel y aumenta su volumen. Se presenta en los geles elasticos.

Sinéresis Es la liberacion espontanea del liquido intersticial por un gel, cuando este se
contrae durante el reposo. Representa un problema en la estabilidad de los
geles.

Tixotropia Es la designacién dada para el fenémeno en el cual un coloide cambia su
viscosidad de su estado de gel para sol o sol para gel.

Viscosidad Es la resistencia que ofrece cuando se aplica una fuerza que tiende a
deformarlos.

1.5.3 Clasificacion de los geles

Los geles se pueden clasificar con base en sus diferentes propiedades, tal como

se muestra en la Tabla 6:
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Tabla 6. Clasificacion de los geles de acuerdo a sus propiedades (Juvé et al., 2007; Cortés,
2009 y Gennaro, 2003).

Propiedad
Comportamiento
frente al agua

| Clasificacion |

Descripcion

Hidro6filos 6 | Constituido por agua, glicerina, propilenglicol u otros liquidos
hidrogeles hidrofilicos. Gelificados por sustancias de tipo poliméricas,
goma tragacanto, almidon, derivados de la celulosa,

polimeros carboxilicos o silicatos de aluminio y magnesio.
Hidréfobos, | Son aceites gelificados mediante la incorporacién de aditivos
oleogeles 6 | reolégicos lipdfilos. Las bases por lo general consisten en
lipogeles parafina liquida adicionada de polietieno o por aceites

grasos gelificados por anhidrido silicico coloidal. Son
vehiculos oleosos oclusivos. Tienen una mejor
termoestabilidad y extensibilidad que los respectivos lipidos
constituyentes.

Nimero de Monoféasicos | EI medio liquido lo constituye una sola fase o liquidos
fases miscibles; agua-alcohol, solucion hidroalcohdlica, aceite, etc.
Bifasicos TOW gel | Geles transparentes obtenidos mediante
(O/IW) solubilizacién micelar de la parte oleosa de la
férmula, un emulgente que se comporta como
solubilizante. Se presentan en forma de un
sistema de cristales liquidos, transparentes y
ViSCosos que pueden incorporar activos tanto
liposolubles como hidrosolubles.
TAS gel | Geles transparentes basados en emulsiones de
(W/S) siliconas, de gran aplicacion cosmética.
Viscosidad Fluidos
Semisoblidos
Solidos
Estructura Elésticos Se obtienen por enfriamiento de un sol liéflo que al
calentarse con agua se forma el gel. Se pueden regenerar
por hidratacién. Un ejemplo es la gelatina.

No elasticos | Un gel no elastico se hace vitreo o se pulveriza y pierde su
elasticidad por secado, pueden tomar liquido sin cambio de
volumen. El ejemplo mas comun es el gel silice.

Origen y/o Animal Gelatina; se emplea para la preparacién de capsulas.
naturaleza de Mineral Bentonita y Veegum®. Se utilizan en la elaboracion de
los polimeros preparados destinados a pieles grasas.

Microbiano El de mayor utilidad es la goma de xanthan.

Vegetal Goma ardbiga, goma guar.

Semisintético

Derivados de la celulosa: carboximetilcelulosa, etilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, metilcelulosa. Se caracterizan por ser
estables en un amplio margen de pH, poseen cierta
incompatibilidad con metales, dejan residuos en la piel,
adhesivos.

Sintético

Carbomer: es un polimero del &cido acrilico y es el mas
utilizado en formulacién magistral. Su nombre comercial es
Carbopol®. Tienen buena extensibilidad y transparencia, son
poco adhesivos y no dejan residuos sobre la piel, son
estables a pH 6-11 e incompatibles con metales y
electrolitos.

TOW = Transparent Oil in Water emulsions, TAS = Transparent Aqua Silicone emulsions, O/W = Oil-Water
emulsions, W/S = water silicone emulsions.
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1.5.4 Ventajas y desventajas de los geles (Juvé et al., 2007).

En el campo de la dermofarmacia, se suelen utilizar los geles, en especial los

hidrogeles en razon de:

Su buena tolerancia cutanea.

Su caracter filmégeno, pero no oclusivo.

Su facilidad de eliminacién por lavado.

La sensacion de frescor que producen al ser aplicados sobre la piel.

Por sus caracteristicas organolépticas: transparencia (que posibilita, si
interesa, la visualizacion de microcapsulas o cristales liquidos), reologia,
extensibilidad, etc.

Los geles pueden usarse para la administracion de drogas en forma topica.

En contrapartida deben sefalarse algunos inconvenientes para su empleo, como

son:

La incompatibilidad con numerosos principios activos cuando estos
modifican el pH final de la formulacion o influyen en la estabilidad fisica de
las preparaciones.

La tendencia a la desecacion, con la consiguiente pérdida de la textura
original, ocasionada por la presencia de determinados tipos Yy
concentraciones de electrolitos, iones metalicos y/o alcohol. Para minimizar
la pérdida de agua se agregan humectantes, como el propilenglicol, la
glicerina o el sorbitol.

Su escaso poder de penetracion, que circunscribe su empleo a tratamientos
de accidn superficial. Sin embargo, los geles proveen una liberacion mas
rapida de la droga, independiente de su solubilidad, en comparacién con las
cremas 0 pomadas.

Elevado “tacking” (sensacion de pegajosidad al estar aplicado sobre la piel)

de determinados gelificantes. Dicho efecto puede reducirse mediante la
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adicion a las formulaciones de diferentes sustancias tales como mezclas de
aceites, siliconas, sustancias pulverizadas micronizadas, etc.

e La radiacion solar puede producir despolimerizaciones del gelificante con la
subsiguiente pérdida de las propiedades reoldgicas y texturales, por lo que,
debe preverse un adecuado acondicionamiento que minimice dicho efecto
(Juvé et al., 2007).

1.5.5 Estabilidad de los geles

Las propiedades fisicas y quimicas del gel seran afectadas por el orden de adicion
de los reactivos, el pH, la temperatura, la concentracion de los reactivos, los

reactivos utilizados, asi como la agitacion (Gennaro, 2003).

Ya que con el tiempo los geles pueden perder su estructura, la estabilidad de un

gel dependera de su correcta formulacion.
1.5.6 Elaboracion de geles

Los geles pueden elaborarse de diferentes maneras, la mas empleada en farmacia

es a partir de agentes gelificantes o promotores de la gelacion.

Los cuales suelen ser sustancias poliméricas organicas capaces de formar

estructuras tridimensionales en medio liquido.
1.5.6.1 Agentes gelificantes

A nivel de formulacion los agentes gelificantes pueden dividirse en dos tipos:

polimeros pH dependientes y polimeros no pH dependientes.
* Polimeros pH dependientes

La formacién del gel y consecucion de las propiedades reoldgicas caracteristicas

del mismo dependen del pH del medio externo. Dan lugar a soluciones acidas que
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al neutralizar con las bases adecuadas, aumentan la viscosidad y disminuyen la

turbidez del medio.

El mecanismo por el cual se forma el gel es el siguiente: a bajos valores de pH, se
disocia una pequefia proporcion de grupos carboxilicos del polimero, formando
una espiral flexible. La adicion de una base produce la disociacién de grupos
carboxilicos, ionizandose, creando repulsion electrostatica entre las regiones
cargadas, expandiéndose la molécula, haciendo mas rigido el sistema,
gelificAndolo. Se pasa de una estructura espiralada a una desenrollada o
extendida, ejemplo carbomero. Si se agrega un exceso de base puede producir
una pérdida de viscosidad al neutralizarse los grupos carboxilicos. El agregado de
electrolitos a estos geles, como por ejemplo cloruro de sodio, disminuye la
viscosidad, ya que los grupos carboxilicos cargados se rodean de cationes
metalicos, produciéndose una neutralizacion de cargas, impidiendo la formacién

de una matriz rigida (Juvé et al., 2007; Gennaro, 2003).
* Polimeros no pH dependientes

La gelificacion se produce con independencia del pH del medio externo (o cuando
menos en un muy amplio intervalo de pH). Gelifican por si mismos, forman
puentes de hidrégeno entre el solvente y los grupos carboxilicos del polimero,
formando una estructura polimérica entrelazada similar a una red de fibrillas y
dejando una fase continua atrapada en los intersticios de la red (ej. derivados de

celulosa).

1.5.7 Formulacién de Geles

Como se menciond anteriormente, la estabilidad de un gel dependera de su
correcta formulacion, por tanto, es necesario presentar los componentes

principales en la elaboracion de un gel, los cuales se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Componentes principales en la formulacion de un gel (Juvé et al., 2007; Cortés, 2009
y Gennaro, 2003).

\ Aditivo | Uso | Ejemplo

Principio activo Sustancia a la cual se debe el efecto EACRA-13, Aloe vera,
farmacoldgico. diclofenaco, pilocarpina,

vitamina A, E.

Agente gelificante Sustancias poliméricas organicas capaces | Carbopol, metilcelulosa,
de formar estructuras tridimensionales en carboximetilcelulosa,
medio liquido. Promueven la gelificacion. etilcelulosa,

hidroxietilcelulosa.

Agente neutralizante | Modifican la concentracion de iones NaOH, trietanolamina o

hidrégeno del gel. Unicamente se incorpora | aminometilpropanol.
a la formulacién de geles pH dependientes.

Humectantes Evitan la evaporacion del agua del Glicerina, propilenglicol o
preparado, evitan la desecacion del sorbitol.

producto sobre la piel y ayudan en la
extensibilidad.

Conservadores Evitan la carga microbiana. Metilparabeno, acido
benzoico, propilparabeno,
clorocresol.

Agentes quelantes Captacion de iones, que pueden provocar Acido citrico, EDTA.

la disminucioén de la viscosidad de los
productos.
Otros Colorantes, esencias, antioxidantes. Mentol, BHT, BHA, nitritos.

EACRA-13 = extracto acuoso CRA-13, NaOH = hidréxido de sodio, EDTA = &cido etilendiaminotetraacético,
BHT = butilhidroxitolueno, BHA = Butilhidroxianisol.

1.5.8 Elaboracion y acondicionamiento

En principio la elaboracion de formulaciones de geles es sencilla y no implica
dificultad. Para preparar geles uniformes es necesario dispersar el agente

gelificante de tal manera que no forme conglomerados con el agregado de agua.

A pequeiia escala, su preparacién requiere tiempo para garantizar la correcta
imbibicién del gelificante en el agua de la férmula en la que previamente se habra

disuelto el resto de ingredientes hidrosolubles (humectantes, activos, etc.).

Si la viscosidad del gel no es elevada, el proceso puede acelerarse mediante el
empleo de agitacion mecanica enérgica; ello comportara la incorporacién de aire
en el preparado, que podra eliminarse manteniendo el producto en reposo un
tiempo mas o menos prolongado, previo a su acondicionamiento en el envase

definitivo. Para evitar la incorporaciéon de aire y por tanto, la pérdida de una de sus
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principales caracteristicas organolépticas, la transparencia, se debera trabajar bajo

vacio (Gennaro, 2003).

1.5.8.1 Incorporacion de activos

En la incorporacién del principio activo, pueden plantearse diferentes situaciones:

Activo soluble en el medio externo del gel (agua o soluciones
hidroalcohdlicas): la incorporacién se realiza por disolucién, previa a la
incorporacion a la formula del agente gelificante.

Activo insoluble en el medio externo del gel asi como en otros solventes
hidrofilos autorizados, pero soluble en aceite u otros emolientes: la
incorporacion se realiza disolviendo el activo en la minima cantidad posible
del emoliente escogido e incorporando dicha solucién al gel previamente
formado.

Si las caracteristicas del los activos no permiten ninguna de las anteriores
opciones, se debera recurrir a la incorporacion directa del mismo en el gel
previamente formado, quedando dichas sustancias en suspension,
homogéneamente repartidas en toda la masa de la formula (Juvé et al.,
2007).

1.6 Desarrollo farmacéutico

El desarrollo farmacéutico es un conjunto de actividades que se realizan dentro del

conocimiento de la ciencia, la tecnologia y la ética profesional, destinado a obtener

el maximo aprovechamiento de un medicamento (Huerta, 2004).

El desarrollo farmacéutico se lleva a cabo en diferentes etapas, como se observa

en la Figura 7.
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Figura 7. Diagrama de flujo del desarrollo farmacéutico

(Huerta, 2004).
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1.6.1 Preformulacién

Se conoce como preformulacion al proceso dentro del desarrollo de medicamentos
qgue involucra la aplicacion de parametros fisicos, quimicos y biolégicos que
permitan analizar las propiedades del principio activo asi como de los
componentes a utilizar, con la finalidad de detectar las posibles incompatibilidades
gue se puedan presentar al desarrollar el producto.

La finalidad de llevar a cabo los estudios de preformulacion es disefiar el mejor
sistema para su aplicacion dando como resultado una formulacion estable, eficaz,
de facil administracion y segura que ademas cumpla con las caracteristicas

deseadas y con la finalidad para la cual se desea desarrollar el producto.

Para poder realizar los estudios de preformulacion es necesario primero realizar
una busqueda bibliografica para asi contar con la informacién necesaria que nos
permita conocer las propiedades fisicas, quimicas, farmacologicas y toxicologicas

del principio activo y de los posibles excipientes a utilizar.

La siguiente etapa en el desarrollo esta conformada por los estudios de
preformulacion, los cuales nos permitiran comprobar las propiedades

fisicoquimicas del farmaco.

Dentro del estudio de preformulacién se lleva a cabo la caracterizacién del
principio activo, pruebas de degradacion y pruebas de compatibilidad del farmaco
con los excipientes, estas pruebas nos proporcionaran la informacion necesaria
para llevar a cabo la formulacién mas adecuada asi como la eleccion del proceso

de manufactura mas viable (Huerta, 2004).
1.6.2 Formulacién

En esta etapa se lleva a cabo la seleccién de los excipientes, la cual se debe de

realizar tomando en consideracién la informacion derivada de los estudios de
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preformulacion. Dentro de esta etapa también se realiza la seleccion de la forma

farmacéutica a desarrollar, asi como del proceso de manufactura mas adecuado.
1.6.3 Evaluacion

La importancia de esta etapa radica en que mediante ella podremos llevar a cabo
la evaluacién de nuestro producto con la finalidad de saber si efectivamente el
producto que estamos obteniendo cumple con las caracteristicas para la cual fue
disefiado.

Las pruebas que se utilizan para llevar a cabo esta evaluacion se apoyan en

diversos métodos analiticos y de validacion existentes (Huerta, 2004).
1.6.4 Estabilidad

La estabilidad es la capacidad de un producto de permanecer dentro de las
especificaciones de calidad establecidas, en el envase que lo contiene durante su

periodo de vida util.

Los estudios de estabilidad por lo tanto, son pruebas que se efectian a un
producto por un tiempo determinado, bajo la influencia de temperatura, humedad o
luz en el envase que lo contiene, con el objeto de documentar como estos factores
afectan la calidad del producto. Asi como para poder establecer las condiciones de
almacenamiento y su vida util (NOM-073-SSA1, 2005).
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Capitulo 2. Justificacion

Las quemaduras ocupan un lugar importante en la atencion hospitalaria e
intrahospitalaria. Las quemaduras son un problema significativo de salud publica
en niflos menores de cinco afios, de las cuales el 45% de éstas ocurren en los
hogares por diversas causas. Sin embargo, no existe un tratamiento farmacoldgico
de eleccion para tratar quemaduras menores, en su lugar, se suele utilizar
remedios caseros. Actualmente, el empleo de las plantas medicinales ha permitido
establecer una fuente importante de remedios de bajo costo, accesible y que

ademas proveen remedios curativos.

Por otro lado, es necesario contar con un modelo animal que permita reproducir
las condiciones fisiopatoldgicas de las quemaduras para poder evaluar los efectos

topicos de diferentes agentes sobre la reparacion de heridas.

Por tal motivo, el objetivo de este trabajo es evaluar un gel con el extracto acuoso
CRA-13 como posible regenerador tisular en quemaduras de primer grado en
ratas cepa Wistar. El gel con el extracto CRA-13 podria utilizarse en la terapéutica
para proteger y optimizar el proceso de cicatrizacion asi como brindar un ambiente
Optimo necesario que preserve los principios fisiolégicos basicos de humedad,
calor, oxigenacién y circulacion sanguinea en el tejido dafiado en una quemadura

menor.
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Capitulo 3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar si el extracto acuoso CRA-13 contenido en un gel de uso tépico posee
actividad reepitelizante al ser aplicado sobre quemaduras de primer grado en ratas

cepa Wistar.
3.2 Objetivos particulares
En tanto que los objetivos particulares, derivados del anterior, son los siguientes:

e Obtener el extracto acuoso CRA-13 por diferentes métodos para elegir el
gue presente mejor efecto.

e Determinar la CLsy de los extractos por medio del bioensayo en Artemia
salina para evaluar cual presenta mayor bioactividad.

e Proponer una formulacion de un gel base que pueda servir como vehiculo
para el extracto acuoso CRA-13.

e Obtener un gel conteniendo el extracto acuoso CRA-13 para poder
evaluarlo en tejido vivo.

e Realizar pruebas de irritabilidad dérmica en piel de conejos para determinar
la seguridad de uso del producto elaborado.

e Desarrollar un modelo animal que genere las condiciones fisiopatologicas
de quemaduras de primer grado, asi como su reproducibilidad para poder
evaluar los efectos tépicos del gel con el extracto acuoso CRA-13 sobre la

reparacion de heridas.
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Capitulo 4. Hipétesis

Dado que en la evaluacion del extracto CRA-13 en estudios pilotos previos
present6 un efecto inmunoestimulador, se espera por lo tanto que, tenga un efecto
reepitelizante al ser evaluado en modelos de quemaduras de primer grado, en

ratas cepa Wistar.
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5.1 Esquema general de trabajo
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Figura 8. Diagrama general de trabajo.
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5.2 Materiales

A continuacion se enlistan los instrumentos, equipos y materiales utilizados en

general.

5.2.1 Instrumentos, equipos y material

Tabla 8. Lista de instrumentos, equipos y materiales utilizados.

Abatelenguas estériles N/A
Agitador de vidrio Pyrex
Agitador magnético N/A
Algodén de curacién Zuum
Balanza analitica OHAUS
Balanza granataria OHAUS
Bafio para tejidos eléctrico Lipshaw
Caja de Petri Kimax
Céamara fotografica Sony
Céamara para microscopio AxioCam ERC5S
Cerillos N/A
Cronémetro Samsung
Cubreobjetos Madesa
Embudo P.K.
Espatula cromo-niquel N/A
Estufa N/A
Estuche de diseccién Hergom
Frascos viales 5, 10, 15 mL N/A

Gasa estéril Protec
Horno Felisa 375
Jabén liguido N/A
Jeringas para insulina desechables 27G BD Plastipak
Matraces aforados de 10,100,1000 mL Pyrex
Microscopio 6ptico Carl Seizz

Microscopio 6ptico

Carl Seizz Primo Star

Microtomo

Leica RM2245

Moldes de plastico para bloques de parafina N/A

Mortero con pistilo Kimax

Navajas para rasurar Lobo/ Gillette

Papel aluminio Alupak

Papel parafilm Pechiney plastic packaging
Parrilla eléctrica Corning

Pecera N/A

Pipetas graduadas de 1, 5, 10 mL Pirex/Kimax

Piseta N/A

Pomaderas cosméticas Drogueria cosmopolita
Portaobjetos esmerilados Madesa

Probeta de 10, 50, 100, 500 mL Pirex/Kimax

Sonda esofégica de metal para rata ( 20 mm) N/A

Tela adhesiva N/A
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| Tabla 8. Lista de instrumentos, equipos y materiales utilizados (continuacion).

Tubos falcon 50 mL Corning
Vasos de precipitados de 50,100, 250, 500 y | Pirex/Kimax
1000 mL

Vidrio de reloj Kimax

Viscosimetro

Brookfield RVT 75092

N/A = no aplica

5.2.2 Reactivos quimicos

Tabla 9. Reactivos quimicos utilizados.

Reactivo Marca

Acido acexamico Recoveron C
Agua Mili-Q Millipore

Azul de toluidina Merck
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) Sigma-Aldrich
Bromuro de potasio (KBr) Sigma-Aldrich
Carbopol 940 G.R. Quiminet
Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0) Sigma-Aldrich
Cloruro de magnesio hexahidratado Sigma-Aldrich
Cloruro de potasio (KCI) Sigma-Aldrich
Cloruro de sodio (NaCl) Sigma-Aldrich
Colageno Sigma-Aldrich
Dicromato de potasio (K,Cr,O-) J. T. BAKER
Eosina Sigma

Etanol Merck

Extracto acuoso de Triticum vulgare

Fitoestimulina

Formaldehido

Merck

Gelatina Sigma-Aldrich
Glicerina Sigma-Aldrich
Hematoxilina Merck

Medio para montaje Cytoseal 60
Meloxicam Flaxol
Metilparabeno Quiminet
Parafina N/A

PBS N/A
Pentobarbital sédico Sedalphorte
Propilparabeno Quiminet
Solucién salina isoténica 0.9% (SSI) Pisa
Sulfadiazina de plata Argentafil
Sulfato de sodio (Na,SO,) Sigma

Tiras reactivas de pH HYDR101069
Trietanolamina Merck
Vitamina A,Cy E Merck

Xilol Merck

N/A = no aplica
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5.2.3 Reactivos biolégicos
5.2.3.1. Material vegetal

Material vegetal en proceso de patente, proporcionado por la M. en C. Cecilia
Hernandez Flores, Investigadora en Ciencias Médicas "A" del Instituto Nacional de
Rehabilitacion.

5.2.3.2. Animales de experimentacion

Se utilizaron crustaceos de Artemia salina de 48 h para el bioensayo de actividad y
toxicidad aguda del extracto acuoso CRA-13.

La evaluacion de irritabilidad dérmica se realizo en conejos macho (Oryctolagus
cuniculus) de raza Nueva Zelanda, sanos, con un peso de 3.0 £ 1.0 kg, sin dafio

en la piel.

Para evaluar la actividad reepitelizante del gel con el EACRA-13 se utilizaron ratas

macho (Rattus norvegicus) cepa Wistar, sanas, de 300 + 100 g de peso.

Las especies animales utilizadas fueron proporcionadas y alojadas por la unidad
de Bioterio de la Facultad de Quimica, UNAM. Los animales se mantuvieron bajo
condiciones controladas de luz, temperatura y humedad, con acceso de alimentos
y agua ad libitum, de acuerdo a la NOM-062-ZO0-1999. Especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z0OO0,
1999).

En la realizacion de este trabajo se tomaron en consideracion los procedimientos
éticos descritos en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, asi
como los principios de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) (CENAM, 2007,
NAP, 2011).
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5.3 Métodos
5.3.1 Descripcion macroscopica del material vegetal

Se llevo a cabo una inspeccion visual del material vegetal proporcionado para

determinar sus caracteristicas fisicas (color, olor y apariencia).
5.3.2 Obtencién del extracto acuoso CRA-13

La elaboracién del extracto acuoso que permitié el posterior desarrollo de los
geles, se realizo por dos métodos diferentes; estos fueron el método de infusion y

decoccion.

Para el método de infusion se pes6 8 g del material vegetal seco y molido en la
balanza analitica y se deposité en una bolsa de gasa estéril, la cual se cerré con
un hilo de algodon estéril. Se verti6 200 mL de agua destilada en un vaso de
precipitados de 250 mL y se llevo a ebullicidbn en la estufa. Posteriormente se
coloco la bolsita con el material vegetal en un vaso de precipitado de 250 mL y se
agregaron 125 mL de agua destilada en ebullicion. Se dejo reposar la infusion por
1 minuto. Finalizada la infusion se retiré del agua la bolsita que contenia el
material vegetal. Se dejo enfriar el extracto y se filtr6 por gravedad con un embudo
de vidrio y papel filtro en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. Finalmente se agregé
agua destilada c.b.p. 160 mL, para llevar el extracto a una concentracién de [50

mg/mL], correspondientes a 50 mg de material vegetal por mL de agua.

Para el método de decoccidon se pesd en la balanza analitica 8 g del material
vegetal seco y molido y se depositdé en una bolsa de gasa estéril. Se colocé la
bolsita con el material vegetal en un vaso de precipitado de 250 mL y se
agregaron 125 mL de agua destilada. Se coloco el vaso de precipitado sobre la
estufa, se llevé a ebullicién y se dejé hervir por 1 minuto. Finalizada la decoccién
se retiré del agua la bolsita que contenia el material vegetal. Se dej6 enfriar el
extracto y se filtré por gravedad con un embudo de vidrio y papel filtro en un

matraz Erlenmeyer de 250 mL. Finalmente se agregd agua destilada c.b.p. 160
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mL, para llevar el extracto a una concentracion de [50 mg/mL], como se muestra

en la Figura 9.
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Pesar 8 g del
material vegetal

Depositar en una
bolsa de gasa estéril

v

Extraccion
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\J Y

Infusion Decoccién

v
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[50 mg/mL] ._organoléptica. pH

Fin

Figura 9. Diagrama de flujo de la obtencion del extracto acuoso CRA-13.
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5.3.3 Evaluacién de la toxicidad del extracto acuoso CRA-13 mediante el
ensayo de toxicidad aguda en Artemia salina

El ensayo de toxicidad en Artemia salina se basa en la posibilidad de causar la
muerte de larvas de este crustaceo cultivadas en el laboratorio. Este método fue
propuesto por Michael en 1956 y posteriormente desarrollado por Vanhececke
(1981), Sleet y Brendel (1983) con el propdsito de contar con una herramienta Util
y sencilla para la determinacién de toxicidad (Bustamante, 2012).

Este método, en el cual se determina el valor de la concentracion letal media
(CLsp) de compuestos y extractos en medio salino, actualmente se considera una
herramienta atil para la evaluacion preliminar de la toxicidad de extractos de
plantas, metales pesados, la deteccion de toxinas de hongos y cianobacterias, asi
como la deteccion de distintos tipos de actividad biologica y para aislar e identificar
sustancias vegetales bioactivas (Gonzalez-Pérez, 2001; Sanchez et al.,, 2005 y
Cortés, 2005).

El bioensayo se llevé a cabo de la siguiente manera: se prepar0 previamente
medio para Artemia salina (agua de mar artificial) de acuerdo a la siguiente
férmula: para 1L, se disolvié en agua destilada 23 g de NaCl, 11 g de MgCI-6H-0,
4 g de Na,S0Oy4, 1.3 g de CaCl,-2H,0 y 0.7 g de KCI. Se ajusto el pH de la solucion
a 9.0 con Na,COs. Se realizé el montaje del equipo para la eclosion de los huevos,
él cual consistid en una camara de vidrio de 2 compartimentos (uno oscuro y el
otro iluminado por una lampara de 18 W colocada a una altura aproximada de 30

cm).

Para la eclosién de los crustaceos. Se agregd el medio para Artemia salina
previamente esterilizada en la camara de vidrio y se oxigend por 15 minutos
previos a la colocacion de los huevecillos. Se adicion6 0.1 g de huevecillos por
cada litro de agua de mar artificial. Se mantuvo aeracion constante, temperatura
de 28°C y pH = 9.0 durante el tiempo de incubacién para garantizar la eclosién de

los crustaceos (24h).
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Para el ensayo de toxicidad aguda, se distribuyeron los grupos experimentales de

la siguiente manera:

Grupo 1. Control positivo. K2Cr,0O7 [1, 10, 100 y 1000 ppm]
Grupo 2. Control negativo. Agua Milli-Q
Grupo 3. EACRA-13inf[1, 10, 100 y 1000 ppm]

Grupo 4. EACRA-13 coc [1, 10, 100 y 1000 ppm]

Se coloco 2 mL del medio de cultivo y se introdujeron 10 nauplius por frasco vial

mas la muestra a evaluar. Se realizo el ensayo por triplicado.

Se incubaron los crustaceos por 24 h a 28°C y pH = 9.0. Transcurrido el tiempo de

incubacion se contd el numero de sobrevivientes por vial.

Con los datos obtenidos se realizaron las graficas correspondientes para cada
muestra y se calculé la concentracion del extracto a la cual se produjo la muerte
del 50% de larvas de A. salina, es decir, la concentracion letal 50 o CLso, esto se
realiz6 empleando el método de Reed-Muench (Figura 10). Se consider6 que los
extractos eran bioactivos cuando presentaran una CLso <500 ppm (Sanchez et al.,
2005).
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Figura 10. Diagrama de flujo del ensayo de toxicidad aguda en Artemia salina.
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5.3.4 Propuesta de formulacién de un gel con el extracto acuoso CRA-13

Para fines de este trabajo se requirid proponer una formulacién bésica de un gel
de uso tépico que pudiera servir como vehiculo para el extracto acuoso CRA-13
de modo que, éste pudiera ser aplicado sobre los animales de experimentacién y
asi poder evaluar su actividad reepitelizante, por este motivo, no se realiz6 un
desarrollo formal de un gel de uso tépico. A continuacidbn se describen las
actividades llevadas a cabo.

5.3.4.1 Disefio del gel con el extracto acuoso CRA-13

Para la elaboracion del gel con el extracto acuoso CRA-13 se necesito plantear

previamente las caracteristicas fisicoquimicas y de uso del producto a obtener.

En la Tabla 10 se muestran las especificaciones de calidad del producto a
elaborar:

Tabla 10. Especificaciones de calidad del producto a elaborar.

Caracteristica Especificacién

Apariencia Gel, semisdlido, viscoso, suave al
tacto, uniforme y libre de
particulas extrafias.

Color Amarillo claro.

Olor Caracteristico de la planta.

pH (20°C) 5.0-6.0

Viscosidad (20°C) 2800-3600 cps

(Brookfield RTV, aguja N.6)

Uso Facil de dispersar, sensacién no
grasosa o pegajosa.

cps = Centipoise
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5.3.4.2 Preformulacion
5.3.4.2.1 Caracterizaciéon del principio activo

Se llevé a cabo una evaluacién sensorial del material vegetal y del extracto acuso,
a fin de determinar sus caracteristicas fisicas y quimicas: apariencia, color, olor y
pH.

5.3.4.2.2 Estudio de compatibilidad de materias primas

Para la eleccion de los excipientes idoneos para la elaboracion de un gel de uso
topico se tomaron en consideracion los resultados del estudio de compatibilidad y
solubilidad de materias primas para el desarrollo de un gel base de uso topico,
tomado del trabajo de Marquez-Ramirez, 2004.

Con base en los resultados obtenidos de Marquez-Ramirez, se seleccionaron los

siguientes excipientes y aditivos para la elaboracion del gel base (Tabla 11).

Tabla 11. Excipientes y aditivos seleccionados para la formulacion.

Excipiente o aditivo Funcion

Colageno Activo hidratante

Vitamina A, CYy E Activos antioxidantes

Carbopol 940 Agente gelificante
Trietanolamina Agente neutralizante (base débil)
Metilparabeno, Propilparabeno Conservadores

Glicerina Humectantes

Agua Solvente

5.3.4.3 Formulacién

Empleando los excipientes seleccionados en la etapa de Preformulacion, se
elaboré la formulacion de una base de gel de uso topico, la cual estaba

conformada por los siguientes componentes (Tabla 12):
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Tabla 12. Excipientes y aditivos utilizados en la formulacion de
la base de gel.

Excipiente o aditivo Funcion % en formulacion
Vitamina A Antioxidante 0.50
Vitamina C Antioxidante 0.50
Colageno Hidratante 0.50
Vitamina E Antioxidante 0.25
Carbopol 940 Agente gelificante 2.00
Glicerina Humectante 0.50
Metilparabeno Conservador 0.25
Propilparabeno Conservador 0.25
Trietanolamina Agente neutralizante C.S.
(base débil)
Agua Vehiculo c.b.p. 100.00 g
EACRA-13 = extracto acuoso CRA-13, c.s. = cantidad suficiente, c.b.p. = cuanto
baste para.

Empleando esta formulacion de gel base, se propusieron diez formulaciones

diferentes, ocho con el extracto acuoso CRA-13y dos unicamente con la base.

5.3.4.4 Elaboracién del gel con el extracto acuoso CRA-13

La metodologia que se muestra a continuacion describe Unicamente el proceso de
elaboracién del gel en general, el proceso de fabricacion de las diez formulaciones
propuestas contiene variantes, dependiendo de los excipientes utilizados y su

contenido en la formulacion.
Se verifico el orden y limpieza de los equipos, materiales y areas de trabajo.

En un vaso de precipitados de 250 mL se verti6 100 mL de agua destilada y se
adicion6 por completo el polimero gelificante (Carbopol 940), se agité constante y
vigorosamente con una varilla de vidrio, durante aproximadamente 5 minutos,
posteriormente se tapd el vaso de precipitados con papel parafim y se dejo

reposar durante 24 h.

Por otro lado, en un vaso de precipitados de 250 mL se verti6 50 mL de agua
destilada y se adiciond el propilparabeno, se calentd ligeramente en la parilla
hasta que alcanzd una temperatura entre 60-65°C manteniendo una agitacion

suave y constante con una varilla de vidrio hasta que alcanzé su solubilizacion;
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posteriormente se adiciond el metilparabeno y se solubilizé de igual forma, se
retird la mezcla del calentamiento y se reservo hasta su uso (Mezcla 1).

En un vaso de precipitados de 250 mL se adicion6 uno a uno los siguientes
ingredientes: colageno, vitamina A, vitamina E y glicerina. Se mezclaron los
ingredientes completamente utilizando una varilla de vidrio en forma suave y

constante. Se reservé la mezcla hasta su uso (Mezcla 2).

En otro vaso de precipitados de 100 mL se adicioné el extracto de prueba y la
vitamina C (acido ascérbico), se mezclo en forma suave y constante hasta la

incorporacion total (Mezcla 3).

Por otro lado, en un vaso de precipitados de 1 L se verti6 500 mL de agua
destilada y se calentd en la parilla hasta que alcanzé una temperatura entre 70-

80°C. Se retir6 del calentamiento y se reservé hasta su uso.

En un vaso de precipitados de 1 L se incorporaron las mezclas 1, 2 y 3 asi como la
dispersion coloidal previamente obtenida. Se mezcld constante y vigorosamente
con una varilla de vidrio hasta la incorporacion de todos los ingredientes. Se

adicion6 agua caliente (70-80°C) hasta que alcanz6 un volumen de 400 mL.

Posteriormente se sometid el producto obtenido a agitacidbn con ultraturrax,
adicionando cantidad suficiente de trietanolamina, hasta que alcanz6 un pH entre
6.0-7.0.

Se dejé enfriar el producto obtenido, posteriormente se envasé y se etiqueto

adecuadamente (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama de flujo de la elaboracién del gel con el EACRA-13.
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5.3.4.5 Pruebas de calidad del gel con el extracto CRA-13

Con el objeto de garantizar la calidad de los productos fabricados, es necesario
gue cumplan con las especificaciones establecidas en el disefio y saber si éstas
son las requeridas para su funcion y uso. Por lo anterior es preciso determinar las

propiedades fisicoquimicas del gel a evaluar (ANVISA, 2005).
Los parametros que se evaluaron fueron los siguientes (Figura 12):

e Propiedades organolépticas: aspecto, color, olor.

e Propiedades fisicoquimicas: pH, viscosidad.
5.3.4.5.1 Determinacion de propiedades organolépticas

Se llevo a cabo una evaluacion sensorial de los geles elaborados, a fin de

determinar sus caracteristicas fisicas: apariencia, color, olor y textura.
5.3.4.5.2 Determinacion de propiedades fisicoquimicas
5.3.4.5.2.1 Determinacion del pH

El pH es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucion. El pH indica la
concentracion de iones hidronio [H30"] presentes en determinadas sustancias
(Brown et al., 2006).

La piel humana tiene un pH superficial de alrededor de 5,5. El pH de los productos
de aplicacion tépica en general, no debe diferir mucho del pH de la piel, si este
valor es modificado puede ocasionar irritacion sobre la piel (Martinez-Fraga,
2012).

Con base en lo anterior, se debe mantener un valor adecuado de pH en el gel
propuesto, tanto para que el producto no resulte dafiino para la piel, asi como para
gue las variaciones de pH no cambien la estructura quimica de alguna sustancia

en la formulacion, promoviendo inestabilidad del gel.
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La determinacion de pH se realizé de acuerdo al modo de empleo especificado por
el fabricante del papel indicador de pH.

Primero se verificd el orden y la limpieza de los materiales y area de trabajo. Se
tomo la longitud necesaria de papel indicador y se introdujo durante 1 segundo a
una profundidad de 1-2 cm en la muestra del gel a evaluar. Finalmente, se
clasificé dentro de 10 segundos la coloracion con la escala colorimétrica y se leyé
el correspondiente valor del pH (pH éptimo 5-6).

5.3.4.5.2.2 Determinacion de la viscosidad

Esta prueba esta basada en la medicion de la resistencia que ofrece un fluido,
cuando se le aplica una fuerza que lo induce al movimiento, bajo condiciones
establecidas. Esta prueba se llevo a cabo segun lo especificado en el MGA 0951,
FEUM 8" edicion.

Antes de la prueba se verificd el correcto funcionamiento del viscosimetro

Brookfield RV, asi como el orden y limpieza del area de trabajo.

Se verti6é la muestra a evaluar en su contenedor correspondiente, él cual consistio
en pomadera de cloruro de polivinilo (PVC) con tapa. Posteriormente la muestra
se introdujo en un bafio Maria y se equilibré la temperatura a 20°C. Una vez
estabilizada la temperatura, se seleccion6 el nimero de aguja indicada (N.6) y las
rpm (50).

Se introdujo la aguja en la muestra de manera inclinada para evitar la formacion
de burbujas; se encendid el viscosimetro y se dej6 funcionando entre 30 a 60
segundos. Al término de este tiempo, se oprimid el embrague para detener la
escala y se registré la lectura sefialada, dicha operacion se realizé por triplicado y

después se promediaron las lecturas.
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La lectura promedio obtenida se multiplicé por el factor correspondiente de la tabla

adjunta al aparato (Anexo 1), para asi obtener la viscosidad absoluta de la
muestra en centipoises (cps).
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DH 5:6 Vaciar muestra en

contenedor correspondiente

Introducir en el bafio Maria.
Equilibrar temperatura

Seleccionar nimero de
agujay rpm.

Introducir aguja en la
muestra

v

Encender viscosimetro. " Registrar lectura.
Dejar funcionando 30-60 s » Realizar por triplicado.

Figura 12. Diagrama de flujo de la determinacion de las propiedades fisicoquimicas del gel
con el extracto acuoso CRA-13.
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5.3.5 Prueba de irritacion en piel de conejos

Los productos farmacéuticos de uso tépico son formulaciones que contienen
ingredientes que pueden causar lesiones en la piel, por lo tanto, es importante

comprobar que su contenido sea inocuo y seguro para el usuario.

Esta prueba se realizé con la finalidad de asegurar el uso confiable del producto
por el consumidor, descartando asi posibles reacciones inflamatorias locales que
pudieran presentarse durante su aplicacién, de acuerdo a lo establecido en la
NOM-039-SSA1-1993 y el MGA 0515. Irritabilidad en piel de la FEUM 8" edicion.

Se verifico el orden y limpieza de los materiales y areas de trabajo. 24 horas
previas a la realizacion de la prueba, se rasuro el dorso de los conejos, desde la
region escapular a la lumbar, a un lado y otro de la columna vertebral. Sin lesionar

la piel.

El dia de la prueba se aplicé 0.5 mL del material de prueba directamente en el
dorso de cada animal, cubriendo la zona de prueba con un parche de gasa
quirdrgica de 2 x 2 cm y sujetandolo con cinta adhesiva. Se consider6 como

control cualquier otra area de la piel en esa zona.

Se coloco a cada animal en un cepo para minimizar sus movimientos durante la
prueba. Transcurridas 4 horas, se saco a los conejos de los cepos y se removié el

parche, eliminando los restos del material de prueba con una toalla hUmeda.

Se evaluo el sitio de prueba, a los 30 y 60 minutos después de removido el
parche, a las 24 y 72 horas de iniciada la prueba, de acuerdo a la escala de

evaluacion de eritema y edema presente en el Anexo 2.

Una vez obtenidas las lecturas de eritema y edema, se promedio por separado las
calificaciones de las evaluaciones para los tres animales. A partir de estos

promedios, se calculé el indice de irritacion primaria.
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De acuerdo al indice de irritacion primaria, se clasificé al producto en una de las
categorias descritas en el Anexo 2 (Figura 13).

Inicio ; ; L Rasurar el dorso
<—>—> Seleccionar 3 conejos 24 h antes de la prueba

\

Dia de prueba

\

Aplicar el material de prueba
directamente (0.5 mL)
en el dorso de cada animal

\

Cubrir la zona de prueba
con un parche de gasa
y sujetar con tela
adhesiva

v

Colocar a cada animal en
un cepo

\

Transcurridas 4 h remover
el parche y limpiar la zona
con toalla himeda.

v

Evaluar el sitio de prueba a los
30 y 60 min después de
remover el parche y a las 24
y 72 h de iniciada la prueba

v

Registrar y analizar resultados )
segln el Anexo 2 Fin

Figura 13. Diagrama de flujo de la prueba de irritacidon en piel de conejos.
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5.3.6 Estandarizacion del modelo de quemadura en rata

El uso de modelos experimentales animales permite introducir y manipular
variables con el fin de dar respuesta a problemas planteados (Leo6n et. al., 2009).
Por ejemplo, para reproducir las condiciones fisiopatologicas de las quemaduras,
es necesario contar con un modelo animal que permita evaluar los efectos topicos
de diferentes agentes sobre la reparacién de heridas. La literatura menciona
diferentes técnicas para producir quemaduras con fines experimentales, las
cuales, en muchos de los casos, una vez probadas, no son reproducibles ni
fiables. Es por esto que, se tuvo que buscar otros métodos y modelos animales,
para inducir las quemaduras de manera que se generen las condiciones

fisiopatoldgicas de las quemaduras, asi como su reproducibilidad.
5.3.6.1 Modelos de quemaduras

Para producir quemaduras de primer grado se evaluaron 3 diferentes modelos:
guemadura por escaldadura con agua, quemadura por escaldadura con cera y

guemadura térmica con cerillo.

Se verificd el orden y limpieza de los materiales y areas de trabajo. Los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sodico (40 mg/kg) via IP. Se rasuré la
region dorso-escapular y se provocaron en condiciones asépticas las lesiones.
Después del procedimiento de quemadura se les administré analgésico Meloxicam
(2 mg/kg) via SC. Las lesiones se evaluaron macroscopicamente y

microscopicamente mediante un estudio histopatolégico.
5.3.6.1.1 Modelo de quemadura con agua

Una vez anestesiados y rasurados los animales, se delimitd el area de la piel a
lesionar, con gasa quirurgica. Se dejo caer gotas de agua hirviendo, sobre la piel
del animal, mediante una jeringa con canula de metal (para mantener constante la

temperatura del agua), y se mantuvo el agua sobre la piel por un tiempo
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cronometrado de 5 segundos. Transcurrido el tiempo de exposicion, se seco y
limpié la herida con SSI.

5.3.6.1.2 Modelo de quemadura con parafina

Se delimité con gasa quirargica el area de la piel a lesionar de los animales
previamente anestesiados y rasurados. Se calent6 a bafio Maria la parafina hasta
su fundicion y se dejo caer gotas de parafina derretida sobre la piel del animal
mediante una jeringa sin aguja y se mantuvo sobre la piel hasta que solidific6. Una

vez solidificada la parafina se retir6 con unas pinzas y se limpié la herida con SSI.
5.3.6.1.3 Modelo de quemadura con cerrillo

Se anestesido y se rasur0 previamente el dorso de los animales, segun lo
especificado anteriormente, se puso en contacto la piel del animal con la flama de
un cerillo a una distancia de 1 cm durante 3 segundos. Transcurrido el tiempo de

exposicion se limpid la herida con SSI.

5.3.7 Evaluacion de la actividad reepitelizante del gel con el extracto acuoso
CRA-13

Para la evaluacion de la actividad reepitelizante, se utilizaron los modelos de
guemadura en rata cepa Wistar propuestos. Se utilizd una N = 10 ratas en forma
aleatoria y se distribuyeron en 3 grupos experimentales de la siguiente manera
(Figura 14):

Grupo |: Control negativo. Evolucion espontanea sin tratamiento.

Grupo II: Control positivo. Tratamientos de referencia (Fitoestimulina® [Extracto
acuoso de Triticum vulgare], Recoveron C® [acexamato de sodio] y Argentafil®

[Sulfadiazina de plata]).

Grupo llI: Gel con el EACRA-13.
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GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il SSI= solucioén salina isoténica
Control Tratamientos Tratamiento F= Fitoestimulina®
de referencia gel EACRA-13 R=Recoveron®
N=1 N=3 N=6 S= Sulfadiazina de plata
(Argentafil®)
Ceralagualcerillo Ceral/agualcerillo (E:gi-RﬁS-1 3= Bxtracto acuoso

C- =control negativo

Cera GEL| GEL

Agua

GEL| GEL

Cerrillo GeL| GEL

Figura 14. Distribucion de los grupos experimentales para la evaluacion de la actividad
reepitelizante del gel con el EACRA-13.

Inmediatamente después de practicadas las lesiones se procedié a la aplicacion
de los tratamientos empleados. Se verifico el orden y la limpieza de los materiales
y areas de trabajo. Se pesé y marcd a los animales y se anestesiaron con
pentobarbital sédico (40 mg/kg) via IP. Una vez anestesiados los animales, se
rasuro la region dorso-escapular de cada animal. Una hora antes de realizar las
guemaduras se administré el analgésico Meloxicam (2 mg/kg) via SC, y después

cada 24 h, durante 3 dias.

Los animales se dividieron en los grupos experimentales y se procedio a realizar
las lesiones de quemaduras, segun los modelos antes propuestos. Después de
practicadas las lesiones, se aplicaron los tratamientos via topica sobre la lesion,
segun el grupo experimental a evaluar (Figura 14). La aplicacion de los
tratamientos se realizé cada 12 h por 5 dias (hasta que la herida sand). Llevando
un registro diario del estado clinico de los animales. Se consideré que la herida

habia sanado con el resurgimiento del pelo.
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El dltimo dia de tratamiento, se realiz6 eutanasia a todos los animales, mediante
camara de CO,. Inmediatamente después, se tomd una muestra del tejido a

evaluar por escision quirdrgica para el estudio histopatolégico (Figura 15).

Inicio

Pesar y marcar animales

\/

Anestesiar y rasurar el
dorso del animal

\/

Administrar analgésico

(3 dias)
Dividir en grupos
Y v Y
Gru_po I GruBo I Grupo Il
N=1 N=3 N=6
_ contro_l tratamientos de gel con EACRA-13
sin tratamiento referencia v

v

Realizar quemaduras
(agua, cera, cerillo)

\

Aplicar tratamientos
por 5 dias

\/

Eutanasia de animales.
Tomar muestra de la lesion

—

Fin

- Histopatologia

Figura 15. Diagrama de flujo de la evaluacion de la actividad reepitelizante del gel con el
extracto acuoso CRA-13.
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5.3.7.1 Procesamiento y evaluacién histopatolégica

Un tejido es un conjunto de células similares, con un origen embrionario comun y
funciones también comunes, que realiza actividades especializadas. Distintos

tejidos se asocian entre si para formar los érganos (Tortora, 2008).

La histologia es la ciencia que estudia los tejidos, la cual es una disciplina
eminentemente descriptiva basada en la observacién mediante microscopio de los
distintos tipos de tejidos. La mayoria de los cuales, son incoloros y por ello se

requiere tefiirlos para observar sus caracteristicas morfologicas.

Los colorantes usados son normalmente hidrosolubles y se caracterizan por unirse
a ciertas moléculas presentes en los tejidos gracias a afinidades quimicas. Una de
las tinciones mas utilizada en histologia, es la tincion hematoxilina-eosina sobre
cortes de parafina, tiiendo tanto al nucleo (morado) como al citoplasma (rosa).
Otra tincion utilizada es con el colorante azul de toluidina, el cual es usado para

tincion nuclear en cortes histologicos (Ross, 2007; Vigo, 2013).

El procesamiento y evaluacion histopatologica se llevd a cabo de la siguiente
manera: después de realizarse el estudio de la actividad reepitelizante, se tomd
una muestra de tejido por escision quirargica de las lesiones a evaluar de todos

los grupos experimentales.

Se realiz6 la fijacidbn de las mismas en formaldehido al 10% por 24 horas,
procesandose por la técnica clasica de inclusién en parafina; las muestras se
cortaron en un microtomo a cinco micras de espesor, coloreandose con

hematoxilina-eosina (HE) y azul de toluidina (AT) (Figura 16).
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Las observaciones histopatoldgicas se realizaron por microscopia oOptica a través
de un microscopio Optico a 10 (10X) y 40 (40X) aumentos, donde se evalud la
continuidad del epitelio, edema, estrato basal, dafio en la dermis e hipodermis,

presencia de costra y reconstruccion epidérmica (Figura 17).

Figura 16. Procesamiento histopatolégico. A) Bloque de parafina con muestra;
B) Microtomo; C) Corte en microtomo; D) Colocacion del tejido en portaobjetos;
E) Tincién; F) Desparafinizacion e hidratacién; G) Observacién al microscopio.
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| Inicio ‘
v ,

Obtencion del tejido

\

Fijacion con formaldehido
al 10%

. . - Aclaramientoe
Deshidratacion ’; ] infiltracion

\

Inclusion en parafina

\

Corte en microtomo
(5 micras)

Tincion
hematoxilina-eosina
y azul de toluidina

\

Observacion al Fotografiar y analizar
microscopio ~ resultados

Fin

Figura 17. Diagrama de flujo del proceso histopatolégico.

60



Capitulo 6 | Resultados

Capitulo 6. Resultados

6.1 Descripcion macroscoOpica del material vegetal

La descripcion de las caracteristicas fisicas del material vegetal y del extracto

acuoso se muestra en la Tabla 13:

Tabla 13. Descripcion macroscépica del material vegetal.

\ Material vegetal ] Descripcion |
CRA-13 Polvo fino, seco y molido. Color verde
oscuro. Olor caracteristico de la planta.
EACRA-13 inf Solucioén color café oscuro-rojizo. Olor

caracteristico de la planta. Homogénea,
sin particulas suspendidas.

pH =6

EACRA-13 coc Solucién color café oscuro-rojizo. Olor
caracteristico de la planta. Sin particulas
suspendidas. Homogénea.

pH=6

EACRA-13 = extracto acuoso CRA-13; inf = método de infusion; coc = método de
decoccion.

6.2 Evaluacion de la toxicidad del extracto acuoso CRA-13 mediante el

ensayo de toxicidad aguda en Artemia salina

Se muestran en la Figura 18 las graficas correspondientes para cada muestra
evaluada, donde se observa la relacion de las frecuencias acumuladas de los
crustaceos de A. salina vivas contra las muertas, con respecto al logaritmo de la
concentracion, obteniéndose asi la concentracion letal media (CLso), por el método
de Reed-Muench. Para el dicromato de potasio (control positivo) se obtuvo una

CLso de 24.2 ppm (24.2 pg/mL) mientras que para el EACRA-13 por el método de

61



Capitulo 6

Resultados

decoccidn y para el EACRA-13 por el método de infusion, se obtuvo una CLso de
398.1 ppm (398.1 pg/mL) y 402.7 ppm (402.7 pg/mL) respectivamente.
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Figura 18. Determinacién de la CLggpor el método de Reed-Muench; A) K,Cr,07 (control
positivo); B) EACRA-13 por el método de decoccion; C) EACRA-13 por el método de infusién.
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6.3 Propuestas de formulacién del gel con el extracto CRA-13

En la Tabla 14 se muestran las diferentes propuestas de formulacion para elaborar

100 g de gel de uso topico.

Tabla 14. Propuestas de formulacion del gel.

Excipiente o N. de formulacion (% p/p)
aditivo

EACRA-13coc | ------ 5.00 | ------ 5.00 | ------- 5.00 | ----- 500 | - | -
EACRA-13inf | - | ------ 5.00 | ------ 5.00 | ------ 5.00 | ------ 500 | -----
Vitamina A 050 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50
Vitamina C 050 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50
Colageno 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50

Vitamina E 025 | 025 | 0.25 | 0.25 | 0.25 | 025 | 025 | 0.25 | 0.25 | 0.25
Carbopol 940 2.00 | 200 | 2.00 | 2.00 | 2.00 | 2.00 | 2.00 | 2.00 | 2.00 | 2.00
Glicerina 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50
Metilparabeno 0.25 | 0.25 | 0.25 | - | - 0.25 | 0.25 | === | ---m-- 0.25
Propilparabeno | 0.25 | 0.25 | 0.25 | ---—-- | ------ 0.25 | 0.25 | === | ---e-- 0.25
Trietanolamina | c.s. C.S. C.S. C.S. C.S. C.S. C.S. C.S. C.S. C.S.

Agua 95.25 | 90.25 | 90.25 | 90.75 | 90.75 | 90.75 | 90.75 | 91.25 | 91.25 | 95.75

EACRA-13 = extracto acuoso CRA-13, c.s. = cantidad suficiente.

6.3.1 Pruebas de calidad

Con el fin de garantizar la calidad de los productos elaborados, es necesario que
cumplan con las especificaciones establecidas en el disefio. Por lo anterior se
determinaron sus propiedades fisicoquimicas y se evalué si estas cumplian o no

con las especificaciones de disefio.
Para tal fin se definié la siguiente escala de evaluacion:

v = Aceptable, x = Inaceptable
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En la Tabla 15 se muestra el comparativo de los resultados de las pruebas de
calidad de los geles elaborados.

Tabla 15. Evaluacion de las especificaciones de calidad de las formulaciones.

Caracteristica N. de formulacién
de diseiio
Apariencia v v v v v v X v X v
Color v v v v X v v v X v
Olor v v v v v v v v v v
pH v v v v v v v v v v
Viscosidad v v v v v v x v v v
Uso (facil de
dispersar,
sensacion v v x v v v v v x v
no grasosa o
pegajosa)
Evaluacion Se Se Descartada | Se Descartada | Se Descartada | Se Descartada Se
acepta | acepta | por dejar acepta | por acepta | por baja acepta | por baja acepta
sensacion diferencia viscosidad. consistencia
pegajosa enla y diferencia
en la piel coloracién enla
coloracion

v/ = Aceptable , x = Inaceptable

6.4 Prueba de irritacion en piel de conejos

Los resultados de la prueba de irritacion en piel de conejos de los geles
evaluados, se muestran en las Tablas 16 ,17 y 18. Estos resultados se obtuvieron
segun lo especificado en la NOM-039-SSA1-1993 y el MGA 0515 de la FEUM 8%

edicion, presentado en el Anexo 2.
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Tabla 16. Evaluacion de la presencia de eritema en la piel de conejos.
Reaccion Eritema
cuténea
Conejo _—_ Promedio
et o el S e S e
exposicion (h)

Muestra (Gel)

OO0 |0|0|0|0|0|0|o|o|o
OOk |O|0|0|0|0|0|0|0o|o
OOk |O|0|0|0|0|0|0|0o|o
OO0 |O0|0|0|O0|0|0|o|o|o
OO0 |O0|0|0|O0|0|o|o|o|o
OO0 |0O|0|0|0|0|0|o|o|o
OO0 |0O|0|0|0|0|0|o|o|o
OO0 |0O|0|0|O0|0o|O0|o|o|o
OO0 |0O|0O|0|O0|0|0|o|o|o
OO0 |0O|0|r|O|O|O0|0O|o|o
O |O|0O|0|0|O0|O0|O0|O0O|o|o
OO0 |0O|0|0|0O|O0|O0|o|o|o

12(SSI)

SSI = solucién salina isoténica; h= horas.

Tabla 17. Evaluacion de la presencia de edema en la piel de conejos.
Reaccibn Edema
cuténea
Conejo ___ Promedio
Dl el i il
exposmon (h)

Muestra

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

O|0O|O0|O0|0O|0|0|0|0|o0|o|o
O|O0|O0|O0|0O|0|0|0|0|o|o|o
O|O0|O0|O0|0O(r|O|0O|O0|0|0|0o
OOOOOOOOOOOO
OOOOOOOOOOOO
O|0O|O0|O0|0O|0o|0|0|o|o|o|o
O|0O|O0|O0O|0O|0o|0|0|o|o|o|o
O|O0O|O0|O0O|0O|0o|0|0|o|o|o|o
O|O|O0|O0|0O|o|0|0|0o|o|o|o
O|O0O|O0|O0|O|0o|0|0|0|o|o|o

OOOOOOOOOI—‘OO

12(SSI)

SSI = solucién salina isoténica; h = horas.

A partir de los resultados mostrados en las Tablas 16 y 17, se calcul6 el indice de
irritacion primaria de cada uno de los geles, para posteriormente clasificar a los

productos como se muestra en la Tabla 18.
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Tabla 18. indice de irritacion primaria y clasificacion de los geles evaluados.

Muestra (gel) | 1P | Clasificacion
1 0.00 No irritante
2 0.00 No irritante
3 0.04 No irritante
4 0.00 No irritante
5 0.00 No irritante
7 0.08 No irritante
8 0.00 No irritante
9 0.00 No irritante
10 0.08 No irritante
11 0.04 No irritante

IIP= indice de irritacion primaria.

En la Figura 19, se muestra la evolucion de la prueba de irritacion en piel de
conejos, donde se puede apreciar que no hay presencia de edema, ni eritema en
la piel del conejo evaluado, corroborando asi los resultados presentados en las
tablas anteriores.

Figura 19. Prueba de irritacion en piel de conejos. A) Inicio de la prueba; B) Evaluacién alos
30 min; C) 60 min; D) 24 h y E) 72 h después de iniciada la prueba.
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6.5 Estandarizacion del modelo de quemadura en rata

Para determinar el grado o el tipo de quemadura que se generaba con los
diferentes modelos de quemadura propuestos, se realiz6 una evaluacion
macroscopica y una microscopica de las lesiones. Los resultados obtenidos fueron

los siguientes:

6.5.1 Evaluacion macroscoépica de las lesiones provocadas por los diferentes
modelos de quemaduras

En la evaluacion macroscoépica, la Figura 20A muestra la piel intacta y rasurada
del animal (control), mientras que la Figura 20B muestra la distribucién y
comparacién de los diferentes modelos de quemadura propuestos. En el caso del
modelo de quemadura con parafina, en la Figura 20C se puede observar que se
generd una lesion de caracteristicas delimitadas (eritema, piel deshidratada, sin
presencia de flictenas y con grado de lesion superficial), correspondientes a una
guemadura de primer grado.

Figura 20. Lesiones provocadas por los diferentes modelos de quemadura.
A) Piel intactay rasurada del animal; B) Diferentes modelos de quemadura; C)
Quemadura con parafina; D) Quemadura con agua; E) Quemadura con cerillo.
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El modelo con agua provocé una lesion de caracteristicas similares a las
provocadas por los otros modelos, sin embargo, a partir del tercer dia se observo
la presencia de ampolla o flictena sobre la piel (Figura 21). El modelo de
guemadura con cerillo, ocasiond una lesion eritematosa muy definida, seca y sin

flictena (Figura 20E).

En la Figura 21, se muestra la evolucion de las lesiones provocadas por los
diferentes modelos de quemadura, donde se observa que al dia diez, las lesiones

estaban recuperadas con la presencia de pelo y sin escara.

Figura 21. Evolucion de las lesiones provocadas por los diferentes modelos de

quemadura. 1 = Piel intacta; 2 = Quemadura con parafina; 3 = Quemadura con agua;
4 = Quemadura con cerillo.
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6.7.2 Evaluacién microscopica de las lesiones provocadas por los diferentes
modelos de quemaduras

En cuanto a la evaluacion microscopica, la Tabla 19 muestra los resultados del
analisis histoldgico realizado a las lesiones provocadas por los diferentes modelos
de quemaduras, en donde se muestran las fotografias de los cortes histoldgicos,
los cuales fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (HE) y azul de toluidina (AT)
y observados al microscopio a 10 y 40 aumentos (10X y 40X).

Tabla 19. Evaluacion histopatolégica de los diferentes modelos de quemaduras.

Muestra HE 40X AT 10X AT 40X Observaciones

Se pueden observar las
diferentes capas de la piel. La
epidermis presenta una fina
capa de queratina que
constituye el estrato cérneo. Las
capas de la epidermis son
claramente distinguibles. En el
limite entre epidermis y dermis
se observan las crestas
epidérmicas y las papilas
dérmicas. Se aprecian foliculos
pilosos y glandulas sebaceas. No
hay presencia de edema, ni de
infiltracion celular.

Piel intacta

Quemadura _’,’7%{“ WU | T it Y Se observa la destruccién de la
con agua b 7 H o : ' | ‘? epidermis, conservando algo de

e Vol estrato basal. Sin dafio en
dermis e hipodermis.

TR P
:o)

Lesion a nivel de la epidermis,
conservando el estrato basal. Sin
dafio en dermis e hipodermis.

Quemadura
con parafina

Se observa la destruccién de las
capas superficiales de la
epidermis, manteniéndose el
estrato de Malpighi (estrato
basal) intacto. No hay daio a
nivel de dermis e hipodermis.
HE = tincion hematoxilina y eosina, AT = tincidn azul de toluidina, D = dermis, E = epidermis, H = hipodermis, FP = foliculo
piloso, CE = crestas epidérmicas, MB = membrana basal o estrato basal, EC = estrato cérneo.

Quemadura
con cerillo
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A continuacién en la Tabla 20, se muestra un comparativo de los resultados
microscépicos y macroscopicos de las lesiones provocadas por los diferentes

modelos de quemaduras, asi como su clasificacion segun Converse-Smith vy

Benaim-Artigas, dos de las clasificaciones més utilizadas.

Tabla 20. Comparacion de los resultados microscopicos y macroscopicos de las

Modelo de
quemadura

Caracteristicas
microscopicas

Destruccion de la epidermis,
conservando parte de la
membrana basal. Sin dafio en
dermis e hipodermis.
Conservacion de foliculos
pilosos.

Caracteristicas
macroscopicas

Flictena, lecho
sonrosado y
himedo

lesiones provocadas por los diferentes modelos de quemaduras y su clasificacion.

Clasificacion
Converse-
Smith
Segundo grado
superficial

Clasificacién
Benaim-
Artigas

A flictenular

manteniéndose el estrato de

exudativa y sin

Parafina Lesion a nivel de la epidermis, | Eritematosa, no Primer grado A eritematosa
conservando la capa basal. exudativa, sin
Sin dafio en dermis e flictenas o
hipodermis. ampollas

Cerillo Destruccion de la epidermis, Eritematosa, no Primer grado A eritematosa

Malpighi (capa basal y flictenas
espinal) intacto. No hay dafio
a nivel de dermis e

hipodermis.

6.6 Evaluacion de la actividad reepitelizante del gel con el extracto acuoso
CRA-13

Para la evaluacion de la actividad reepitelizante se utilizaron los geles con las

formulaciones que cumplieron con las caracteristicas de disefio propuestas.

A continuacién, se presentan en las Tablas 21, 22 y 23 los resultados
histopatoldgicos obtenidos de la actividad reepitelizante de los geles con el
EACRA-13, asi como de los tratamientos de referencia, sobre las lesiones
provocadas por los diferentes modelos de quemadura. Donde se muestran las
fotografias de los cortes histoldgicos, los cuales fueron tefiidos con hematoxilina y
eosina (HE) y azul de toluidina (AT) y observados al microscopio a 10 y 40
aumentos (10X y 40X).
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Tabla 21. Evaluacion histopatolégica de las quemaduras con agua bajo tratamiento.

Tratamiento

AT 10X

AT 40X

Observaciones

Control
(evolucion
espontanea)

| HE 10X

44'73{;1

" HE 40X

Sin continuidad del epitelio.
Sin dafio en dermis e
hipodermis. Estrato basal
incipiente y sin aparente
reconstruccion epidérmica.

Fitoestimulina®

Edema, sin continuidad del
epitelio, daiio en dermis y
epidermis, ausencia de
estrato basal y sin aparente
reconstruccion epidérmica.

Recoveron®

Continuidad del epitelio, sin
dafio en dermis e
hipodermis, capa basal con
proliferacion de
queratinocitos y presencia
de costra. Reconstruccion
epidérmica.

Sulfadiazina

Edema. Sin continuidad del
epitelio, sin daifo en dermis
e hipodermis. Ausencia de
estrato basal. Sin aparente
reconstruccion epidérmica.

Gell

Edema. Dafo en epidermis,
ruptura del epitelio.
Ausencia de estrato basal.
Sin reconstruccion
epidérmica.

Gel 2

Lesidn a nivel de epidermis.
Presencia de estrato basal,
con proliferaciéon de
queratinocitos y costra.
Recuperacion de la lesion
con crecimiento de pelo.

HE = tincidon con hematoxilina-eosina; AT = tincion con azul de toluidina; 10X = diez aumentos; 40X = cuarenta aumentos.
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Tabla 21. Evaluacion histopatolégica de las quemaduras con agua bajo tratamiento
(continuacidn).

Tratamiento ‘ HE 10X HE 40X AT 10X AT 40X Observaciones
Gel 4 ) Edema. Continuidad del
R \ o E% epitelio. Estrato basal con
proliferacion de
queratinocitos.
Reconstruccion epidérmica
con presencia de costra.

Gel 7 Continuidad del epitelio.
Estrato basal con abundante
proliferacion de
queratinocitos. Reparacion
epidérmica con presencia de

costra.

Gel 9 Continuidad del epitelio. Sin
dafo en dermis e
hipodermis. Presencia de
estrato basal. Reparacion
epidérmica con crecimiento

de pelo.

Gel 11 Sin continuidad del epitelio.
Ruptura de la epidermis, sin
daifo en la dermis e
hipodermis. Incipiente capa
basal, con presencia de

costra.

HE = tincion con hematoxilina-eosina; AT = tincion con azul de toluidina; 10X = diez aumentos; 40X = cuarenta aumentos.
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Tabla 22. Evaluacion histopatolégica de las quemaduras con parafina bajo tratamiento.
HE 40X

Tratamiento

Control
(evolucion
espontanea)

HE 10X

P

Ay

b
¥

¢

AT 10X

AT 40X

x s‘\\;

7 4

Observaciones

Lesidn a nivel de la epidermis,
presencia de estrato basal.
Sin dafio en dermis e
hipodermis. Aparente
reconstruccion epidérmica.

Fitoestimulina®

Edema. Sin dafio en dermis y
epidermis. Presencia de
estrato basal. Aparente
reconstruccion epidérmica.

Recoveron®

Continuidad del epitelio, sin
dafo en dermis e
hipodermis, presencia de
estrato basal. Aparente
reconstruccion epidérmica.

Sulfadiazina

Edema. Daiio a nivel de
epidermis, sin daiio en dermis
e hipodermis. Ausencia de
capa basal. Sin aparente
reconstruccion epidérmica.

Gell

Continuidad del epitelio. Sin
dafio en dermis e hipodermis.
Estrato basal evidente. Con
presencia de costra.

Gel 2

Edema. Sin continuidad del
epitelio, sin daiio en dermis e
hipodermis. Ausencia de
estrato basal. Incipiente
reconstruccion epidérmica.

HE = tincidon con hematoxilina-eosina; AT = tincion con azul de toluidina; 10X = diez aumentos; 40X = cuarenta aumentos.
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Tabla 22. Evaluacion histopatolégica de las quemaduras con parafina bajo tratamiento

(continuacién).

HE 10X

HE 40X

AT 10X

AT 40X

Observaciones

Tratamiento \

Gel 4

Edema. Sin dafio en dermis e
hipodermis. Ligera ruptura de
la epidermis.

Presencia de estrato basal con
proliferacion de
queratinocitos.

Gel 7

7"

Continuidad del epitelio. Sin
dafio en dermis e hipodermis.
Presencia de estrato basal con
abundante proliferacion de
queratinocitos. Evidente
reparacion epidérmica.

Gel 9

/

P

Edema. Continuidad del
epitelio. Sin daiio en dermis e
hipodermis. Estrato basal
evidente, con proliferacion de
queratinocitos. Aparente
reconstruccion epidérmica.

Gel 11

7 f’

: {
e

Edema. Dafio en a nivel
epidérmico. Estrato basal
incipiente. Sin reconstruccion
epidérmica visible.

HE = tincidn con hematoxilina-eosina; AT = tincion con azul de toluidina; 10X = diez aumentos; 40X = cuarenta aumentos.
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Tabla 23. Evaluacion histopatolégica de las quemaduras con cerillo bajo tratamiento.
Tratamiento HE 40X AT 10X AT 40X Observaciones

Control o a Edema. Sin continuidad del
(evolucién A i epitelio. Sin dafio en dermis e
espontanea) : hipodermis. Estrato basal

WIS
: Qm ,»‘ incipiente. Sin evidencia de

reconstruccion epidérmica.

R Edema. Sin continuidad del
Fitoestimulina® N D mn R _’“ kf epitelio. Dafio a nivel

£ - 2 9 [ A - ¥ . , . . ~

| ) | 4 i epidérmico, sin dafio en

dermis e hipodermis. Ruptura

!P o ; ;'?
&3 3N : . ,}. de la epidermis, sin presencia

e u
e de capa basal.
Recoveron® 3 Y ¥ad Continuidad del epitelio. Sin
3 - Q S dafio en dermis e hipodermis.
b 4 9 V. Presencia de estrato basal y
ugd | T anges | costra.
a0l | AR

L Daio a nivel epidérmico, sin
£ G, dafo en dermis e hipodermis.

AT * | Ausencia de estrato basal. Sin
: reconstruccion epidérmica.

Sulfadiazina

Edema. Sin dafio en dermis e
hipodermis. Lesidn a nivel
epidérmico. Sin continuidad
del epitelio. Presencia de
costra.

Gel 1

Continuidad del epitelio. Sin
dafio en dermis e hipodermis.
Presencia de estrato basal.
Recuperacion de la lesion,
permitiendo el crecimiento
del pelo.

Gel 2

;;‘% | ’[/)

HE = tincidon con hematoxilina-eosina; AT = tincion con azul de toluidina; 10X = diez aumentos; 40X = cuarenta
aumentos.
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Tabla 23. Evaluacion histopatolégica de las quemaduras con cerillo bajo tratamiento

(continuacidn).

Tratamiento \

AT 10X

Observaciones

Gel 4

Daio a nivel de epidermis.
Presencia del estrato basal,
con proliferacién de
queratinocitos y costra.
Recuperacion de la lesién, con
crecimiento de pelo.

Gel 7

Sin dafo en dermis e
hipodermis. Estrato basal con
proliferacion de
queratinocitos. Presencia de
costra, con recuperacion de la
lesion.

Gel 9

Continuidad del epitelio. Sin
dafio en dermis e hipodermis.
Presencia de estrato basal,
con proliferaciéon de
queratinocitos. Costra.
Reconstruccion epidérmica.

Gel 11

e

°

(7

T

%,

4

a
0

k8
R

Daio a nivel epidérmico, sin
dafio en dermis e hipodermis.
Ausencia de estrato basal. Sin
evidencia de reconstruccion
epidérmica.

HE = tincidn con hematoxilina-eosina; AT = tincion con azul de toluidina; 10X = diez aumentos; 40X = cuarenta aumentos.
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6.6.1 Evaluacion histopatolégica

Con el fin de evaluar el efecto reepitelizante de los geles con el EACRA-13, se
realizé un estudio histopatolégico. En este estudio se analizaron factores tisulares,

tales como:

A) Edema, B) Continuidad del epitelio, C) Estrato basal, D) Dermis, E)
Hipodermis, F) Costra 'y G) Reconstruccion epidérmica.

Se definié la siguiente puntuacion numérica: 0 = Ausente, 1 = Incipiente,
2 = Moderada, 3 = Evidente, 4 = Abundante. Estos parametros fueron establecidos
de acuerdo a lo observado en la piel sana e intacta.

En la Tabla 24 se muestra el comparativo de los resultados del estudio
histopatoldgico del efecto reepitelizante de los geles empleados en los diferentes

modelos de quemadura.

Tabla 24. Evaluacion histopatol6gica del efecto reepitelizante de los geles con el EACRA-13.

Andlisis histolégico Gel 1 Gel 2 Gel 4 Gel 7 Gel 9 Gel 11

Quemaduwa  |AJPJCIAIPICIA|PICIAIPICIAIPICIA P]
020|203 (1|j0(0|0O|1]|]O0O(3|1|0]|1

C

A) Edema 1 0
B) Continuidad del epitelio 0322123322333 ]|3|3]|1(3]2
C) Estrato basal o(3(12|13|1(12|21|3|3|4|3[4|3|3|3|1(1]|0
D) Dermis 3131313313333 [3[3(3[3(3(3(3(3]3
E) Hipodermis 3131313313333 (3[3(3[3(3(3(3(3]3
F) Costra o(4(3|12|3|0|1]|0|2|4|0|2|1|0|212|3 (1|0
G) Reconstruccion epidérmica o|1(1|3 (132|333 |4|4|4|3|3|1|1]0

Puntuacidn: 0 = Ausente, 1 = Incipiente, 2 = Moderada, 3 = Evidente, 4 = Abundante; donde A = Agua, P = Parafina, C = Cerillo.
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6.7 Propuesta de formulacién elegida del gel con el extracto acuoso CRA-13

De acuerdo con los resultados obtenidos de las pruebas de calidad de las

formulaciones propuestas y de la evaluacion de la actividad reepitelizante, se

determind que la formulacién propuesta que cumple con las especificaciones de

disefio y que proporciona un mejor efecto reepitelizante corresponde a la

propuesta numero 7, por lo cual, ésta fue elegida como la formulacién final.

A continuacion en la Tabla 25 se presenta la composicion, proporciéon y funcion de

los componentes de la formulacion final.

Tabla 25. Formulacion del producto final.

Excipiente o aditivo | % en formulacion | Funcién
EACRA-13 5.0 Regenerador celular,
reepitelizante
Vitamina A 0.50 Antioxidante
Vitamina C 0.50 Antioxidante
Colageno 0.50 Hidratante
Vitamina E 0.25 Antioxidante
Carbopol 940 2.00 Agente gelificante
Glicerina 0.50 Humectante
Metilparabeno 0.25 Conservador
Propilparabeno 0.25 Conservador
Trietanolamina C.S. Agente neutralizante
(base déhil)

Agua

c.b.p. 100.00 g Vehiculo

EACRA-13= extracto acuoso CRA-13; c.s= cantidad suficiente; c.b.p.= cuanto baste para.

6.7.1 Determinacién de las propiedades fisicoquimicas del producto final

Se muestran en la Tabla 26 los resultados de las determinaciones fisicoquimicas

del producto final, correspondientes a la formulacion nimero 7.

Tabla 26. Propiedades fisicoquimicas del gel con el EACRA-13.

Propiedad Especificacién

Apariencia Gel, semisdlido, viscoso, suave al
tacto

Color Amarillo claro

Olor Caracteristico a la planta

pH 5.0-6.0

Viscosidad 2800 cps

cps = Centipoise
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Capitulo 7. Discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad aguda en Artemia
salina, el EACRA-13 presenta actividad biologica, tanto por el meétodo de
decoccion, como por el método de infusion, ya que se obtuvo una CLsp de 398.1
ppm (398.1 pg/mL) y 402.7 ppm (402.7 pg/mL) respectivamente. Mientras que,
para el control positivo (K2Cr,0O7) se obtuvo una CLsp de 24.2 ppm (24.2 pug/mL),

lo cual concuerda con lo reportado en la literatura (Gonzalez-Pérez, 2001).

Estas concentraciones letales medias al ser <500 ppm, se consideran bioactivas y

moderadamente toxicas segun la clasificacion de CYTED (Sanchez, 2005).

Sin embargo, se puede apreciar que la bioactividad en el método de infusion fue
menor al obtenerse una ClLsg = 402.7 ppm 6 402.7 pug/mL, esto significa que se
necesitan mas ppm o una mayor concentracion del extracto para que se presente

el efecto biolégico sobre los nauplius de Artemia salina.

Esta diferencia en las concentraciones letales medias de los extractos es causada
posiblemente por el método de extraccion, ya que, en el caso del método por
decoccion éste presenté una mayor bioactividad debido a que el material vegetal
estuvo mas tiempo en contacto con el disolvente (agua) y en ebullicion,
favoreciendo la solubilizacion de los principios activos, mientras que en el método
de infusién el material vegetal estuvo menos tiempo en contacto con el disolvente
y a una menor temperatura, dando como resultado una solucién mas diluida del
extracto (Osorio-Durango, 2009). Sin embargo, esta diferencia en las

concentraciones letales medias entre los métodos de extraccidon no fue sustancial,
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por tanto, se elaboraron y se evaluaron los geles con el EACRA-13 obtenido por
ambos métodos de extraccion (infusién y decoccion).

Para fines de este trabajo se requirié proponer una formulacion basica de un gel
de uso tépico que pudiera servir como vehiculo para el extracto acuoso CRA-13
de modo que, éste pudiera ser aplicado sobre los animales y asi poder evaluar su
actividad reepitelizante sobre quemaduras de primer grado, por tal motivo, se
realizé una propuesta de formulacién de un gel con el extracto acuoso CRA-13,
donde se propusieron 10 diferentes formulaciones para elaborar el gel, 8 con el
EACRA-13 y 2 unicamente con la base, con el objetivo de seleccionar la

formulacion que cumpliera con las caracteristicas de disefio.

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 15, se descartaron las
propuestas de formulaciéon 3, 5, 8 y 10 por no cumplir con las especificaciones de
calidad requeridas, mientras que las formulaciones 1, 2, 4, 7, 9 y 11 si cumplieron
con dichas especificaciones, por tanto, se decidio trabajar con estas formulaciones
en la evaluacion de la actividad reepitelizante, ya que no se presentaron

diferencias sustanciales entre dichas formulaciones.

En relacion con los resultados obtenidos en la prueba de irritacion en piel de
conejos, los cuales se muestran en las tablas 16 ,17 y 18, estos valores exhiben
gue no se presentaron reacciones inflamatorias locales (eritema y/o edema) sobre
la piel de los animales después de la administracion de los geles, por lo tanto, se
puede catalogar a los productos como: no irritantes y aptos para consumo humano
(NOM-039-SSA1, 1993).

Respecto a la estandarizacion del modelo de quemadura, el uso de animales de
laboratorio 0 de experimentacion es esencial como parte de las pruebas de fase
preclinica, donde se establecen las condiciones ideales del modelo a desarrollar
por un lado y por otro, permite evaluar la eficacia y seguridad de farmacos en sus
diferentes presentaciones. Posteriormente y de acuerdo con los resultados

obtenidos, se puede continuar con la fase clinica en sus diferentes etapas (Ledn et
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al., 2009), por ejemplo, es necesario contar con un modelo animal que permita

evaluar los efectos topicos de diferentes agentes sobre la reparacion de heridas.

Es por esto que, con el propdsito de reproducir las condiciones fisiopatoldgicas de
las quemaduras, se realizd una revision bibliografica sobre los métodos animales
utilizados en la reproduccion de éstas. La literatura menciona diferentes técnicas
para producir quemaduras con fines experimentales, las cuales, en muchos de los
casos, una vez probadas no fueron reproducibles ni fiables. Por tal motivo, se tuvo
gue buscar otros métodos y modelos animales para inducir las quemaduras de

manera que fueran reproducibles.

En el presente estudio se analizaron diferentes agentes para producir quemaduras
con las caracteristicas deseadas (primer grado o epidérmicas), entre los agentes
gue se probaron, ademas de los utilizados en este trabajo, estuvieron: silicon
liquido caliente y crema depilatoria con tioglicolato de potasio. Sin embargo estos
dos modelos no presentaron las caracteristicas de una quemadura de primer

grado, por lo cual, dichos modelos fueron descartados.

En la Tabla 20 se muestra una comparacion de los resultados microscopicos
(Figura 20) y macroscopicos (Tabla 19) de las lesiones provocadas por los
diferentes modelos de quemadura propuestos (agua, parafina y cerillo), asi como
su clasificacion segun Converse-Smith y Benaim-Artigas. En el caso de la
guemadura con parafina sus caracteristicas tanto microscopicas como
macroscopicas concuerdan con las de una quemadura de primer grado o tipo A
eritematosa por lo que, en este estudio se trabajé con dicho modelo. Por otro lado,
el modelo de quemadura con agua, presentd al tiempo cero caracteristicas
macroscopicas similares a las de la cera (eritema), sin embrago, al tercer dia de
producida la lesién aparecié una ampolla, con lo cual ya no cumplia con los
requisitos de una quemadura de primer grado. No obstante, al realizar el estudio
histopatoldégico se encontr6 que hubo destruccién parcial de la epidermis,

conservando la capa basal y sin dafio en la dermis, sobre todo la superficial o
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papilar, coincidiendo con las caracteristicas de una quemadura tipo A flictenular,
segun la clasificaciéon de Benaim, por tanto, se continud trabajando con este
modelo.

En lo que respecta al modelo de quemadura con cerillo, la lesion presento eritema
muy definido, no exudativo y sin presencia de flictenas, por lo que, se pudo
clasificar como quemadura tipo A eritematosa o de primer grado (Lovesio, 2006 y
Schwartz, 2008).

En la Figura 21, se muestra la evolucion de las lesiones provocadas por los
diferentes modelos de quemadura, donde se observa que al tercer dia se formo
una ampolla en la lesion provocada por el agua en ebullicion, mientras que en el
primer y segundo dia de provocada la quemadura, ésta no se presento, asi como
también se puede observar que al dia diez, las lesiones ya estaban recuperadas,

con crecimiento de pelo y sin escara.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se propone la rata cepa Wistar como
modelo de quemadura causada con agua en ebullicion, parafina y cerillo,

logrando tener lesiones cutaneas delimitadas y de facil reproduccion.

En lo que se refiere a la evaluacion de la actividad reepitelizante del gel con el
extracto acuoso CRA-13, los resultados obtenidos del estudio histopatolégico se
muestran en las Tablas 21, 22 y 23, en donde, se puede observar que en general
las lesiones tratadas con los geles que contenian el EACRA-13, presentaron una
buena recuperacion del tejido lesionado mediante los diferentes modelos de
guemadura, con una proliferacion abundante de queratinocitos basales y una
recuperacion de la lesion, con presencia de costra y crecimiento de pelo. Esto
concuerda con lo esperado y conforme a lo reportado en estudios pilotos previos

del EACRA-13, en donde se reporta que presenta un efecto inmunoestimulador.

Este efecto reepitelizante, es debido posiblemente a la regulacion en los procesos

de reparacion tisular a través de la estimulacion en la formacion y migracion de los
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gueratinocitos en el estrato basal. Aunque no se conocen del todo los mecanismos
qgue regulan esta proliferacion celular, proteinas del tipo hormonal como el factor
de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés epidermical growth factor), el factor de
crecimiento transformante alfa (TGFa, del inglés transforming growth factor) y el
factor de crecimiento de los queratinocitos (KGF o FGF7, del inglés, keratinocyte
growth factor o fibroblast growth factor 7), desempefan un papel importante en
dicha regulacién (Tortora, 2008 y Portas, 2002). Sin embargo, se deberian de
realizar mas estudios para poder identificar el mecanismo de accion, asi como, los

metabolitos que contiene el EACRA-13.

Se puede observar también que en las lesiones tratadas tanto con los geles como
con los tratamientos de referencia se disminuyo el tiempo de recuperacion de la
lesion respecto al grupo control (evolucion espontanea), el tiempo se redujo de 10
dias en el control a 5 dias en las lesiones bajo tratamiento. Lo cual concuerda con
lo reportado en la literatura, ya que los tratamientos de referencia (Recoveron® y
Fitoestimulina® ayudan a acelerar el proceso de cicatrizacién, reactivando los
procesos de neoformacion epitelial, proporcionado asi las condiciones para una
reepitelizacion rapida y eficiente (PLM, 2013). Sin embrago, se puede apreciar que
el tratamiento de las lesiones con Recoveron® dio un mejor resultado en cuanto a

la recuperacion de las quemaduras respecto al tratamiento con Fitoestimulina®.

Por el contrario, las lesiones bajo tratamiento con sulfadiazina de plata no
presentaron una buena recuperacion del tejido, lo cual era de esperarse, ya que,
aunque la sulfadiazina de plata se ha utilizado ampliamente como tratamiento de
referencia en quemaduras para prevenir infecciones debido a su amplio espectro
de accion antimicrobiano, éste al ser solamente un antimicrobiano no favorece el
proceso de cicatrizacion. De igual forma, las quemaduras bajo tratamiento con los
geles 1y 11, no presentaron recuperacion de la lesion, lo cual se esperaba puesto
gue, estos geles no contenian el principio activo (EACRA-13), solamente
contenian la base, tanto con colageno como sin él, esto también ayudé a descartar

la posibilidad de que el efecto regenerador se debiera al colageno y no al EACRA-
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13, ya que existe la creencia dentro de la cosmética, de que el coldgeno aplicado
en forma tépica ayuda a estimular la regeneracién de la piel, sin embargo, esto no
ha sido comprobado.

En la Tabla 24 se muestra un comparativo de los resultados obtenidos del estudio
histopatolégico del efecto reepitelizante de los geles empleados en los diferentes
modelos de quemadura, en donde se puede apreciar que los incisos D y E,
mantienen una puntuacién de 3 en todos los geles, lo que significa que, tanto la
dermis como la hipodermis estan presentes o evidentes. Esto representa que el
tejido mantiene las caracteristicas fisiologicas esperadas para una quemadura de
primer grado o una Tipo A flictenular. Mientras que los incisos C y G evidencian la
regeneracion tisular, donde se aprecia que tanto el gel 7 como el 9, presentaron
las puntuaciones mas altas, por el contrario los geles 1y 11 obtuvieron los valores

mas bajos.

De acuerdo con los resultados obtenidos de las pruebas de calidad de las
formulaciones propuestas (Tabla 15) y de la evaluacion de la actividad
reepitelizante (Tabla 24), se pudo seleccionar a la propuesta de formulacion final,

la cual corresponde a la formulacion nimero 7.

Esta formulacién fue elegida, ya que, cumplié con las especificaciones de calidad
y presentd el mejor efecto reepitelizante sobre quemaduras de primer grado en

ratas cepa Wistar.

Por otro lado, ya que el producto elaborado es un preparado de plantas
presentado en una forma farmacéutica (gel) con fines curativos, este podria ser
clasificado dentro de la LGS como medicamento herbolario, sin embargo, como su
eficacia terapéutica y seguridad apenas se estd comprobando cientificamente, su

clasificacion corresponderia a la de remedio herbolario. (LGS, 2014).
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Capitulo 8. Conclusiones

e El ensayo de toxicidad aguda en Artemia salina indica que el EACRA-13
presenta actividad bioldgica, tanto por el método de decoccion, como por el
meétodo de infusion, obteniéndose una CLsp de 398.1 pg/mL y 402.7 pg/mL
respectivamente, considerandose al extracto como un compuesto natural
bioactivo moderadamente toxico.

e Se logré obtener una propuesta de formulacion adecuada de un gel de uso
topico que pueda servir como vehiculo para el EACRA-13.

e ElI producto elaborado cumpli6 con las especificaciones de calidad
propuestas.

e La prueba de irritabilidad dérmica en piel de conejos indica que el producto
elaborado es no irritante y es apto para consumo humano.

e Los modelos propuestos de quemadura en piel de rata cepa Wistar son
reproducibles y con lesiones cutaneas delimitadas. Las quemaduras
producidas fueron de tipo A (eritematoso y flictenular).

e EIl gel con el EACRA-13 presentd un efecto positivo sobre la regeneracion
de tejido al ser evaluado en modelos de quemaduras de primer grado en
ratas cepa Wistar.

e EI EACRA-13 contiene metabolitos que inducen la proliferacion celular de
los queratinocitos basales, sin embargo, se desconoce la naturaleza de
dichos metabolitos, asi como su mecanismo de accion.

e El gel con el EACRA-13 presentd una accion reepitelizante parecida a la de

los tratamientos de referencia (Recoveron®y Fitoestimulina®).

85



Capitulo 8 | Conclusiones

El gel con el EACRA-13 presentd una accion cicatrizante superior al
tratamiento con sulfadiazina de plata.

En conclusién, el extracto acuoso CRA-13 a una concentraciéon de [50
mg/mL], presentado en una forma farmacéutica (gel de uso topico), posee
actividad reepitelizante al ser aplicado sobre quemaduras de primer grado o

tipo A en ratas cepa Wistar.

86



Referencias

Referencias

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Alca, E., Del Solar, M., Bravo, F. (2009). Efecto de la xantopterina en la cicatrizacion de
heridas por quemaduras en ratas. Folia dermatol ; 20 (1): 13-17

Alfaro, M. (2003). Quemaduras.

Consultado en http://www.binasss.sa.cr/quemaduras.pdf

ANVISA. (2005). Guia de Estabilidad de Productos Cosméticos. Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. Consultado en www.anvisa.gov.br

ATPPLLEAL. (2008).Tablas de viscosidad. Aplicaciones técnicas proceso productivos.
Obtenido de www.atpplleal.com

Aulton, M.E. (2004). Farmacia: Ciencia y disefio de formas farmacéuticas. Espafia:
Editorial Elsevier.

Barcardi, P. (2004). Opciones a la préactica preclinica y modelos animales bajo
principios éticos. Obtenido en http://www.bioeticaweb.com

Beheshtia, A., Shafighb, Y., Zangivand, A., Samiee-Rad, F., Hassanzadehb,G. y
Shafighb, N. (2013). Comparison of topical Sucralfate and Silver Sulfadiazine Cream in
second degree burns in rats. Adv Clin Exp Med, 22, 4, 481-487

Benavides, J. (2008). Reparacion de heridas cutaneas. Rev Asoc Col Dermatol.
Volumen 16, N.1: 29-35. Obtenido de www.revistasocolderma.com

Bermudez-Campos, |., Garcia-Simén, G., Martinez-Suéarez, E., Diaz-Hernandez, K.
(2001). Evaluacion de la irritabilidad dérmica, oftdlmica y el efecto sensibilizante de la
crema ulceprol. Anuario Toxicologia; 1(1):93-7

Bhargavi, S., Swamy, V., Bilal, S., Chitra, K.P., Bhimavarapu, R.D. (2012). Effect of
Solanum erianthum.d.don leaves on burn wound healing in Wistar rats.
PHARMANEST, 03; 3-4. Consultado en www.pharmanest.n

Brown, T., LeMay, L., Eugene, H., Bursten, Bruce E. (2006). Quimica, la Ciencia
Central. (7 ed.) México: Pearson Educacion.

Buhse, L.; Kolinski, R.; Westenberger, B. et al. (2005).Topical drug classification.
International. Journal of Pharmaceutics, 295, 101-112.

Bustamante, R. (2012). Cernimiento neurofarmacolégico de dos analogos de la
melatonina en ratones CD1. Tesis de doctorado, Escuela Superior de Medicina,
Instituto Politécnico Nacional, D.F, México.

Cabral, L.M., Ferreira, L.M., Sim&es, M.J. & Mora, A.O. (2003). Experimental model
of double wounds on the rats back, in order to study the skin cicatrization process on
rat treated with cellulose coat. Acta Cir Bras, Vol 18. Consultado en
http://www.scielo.br/acb.

Cea, R. (2014) Fitofarmacos. Consultado en
http://www.innovacion.gob.sv/inventa/attachments/article/4591/Publicaci%C3%B3n%20
de%20Fitof%C3%Alrmacos.pdf

CENAM. (2007). Manual de buenas practicas de laboratorio. (3%ed.).México; Centro
Nacional de Metrologia.

Cortés, A. (2009). Evaluacién de un gel de kiwi (Actinidia deliciosa) para determinar si
tiene efecto cicatrizante en conejo (Oryctalagus cuniculus) y cobayo (Cavia porcellus).

87


http://www.binasss.sa.cr/quemaduras.pdf
http://www.anvisa.gov.br/
http://www.bioeticaweb.com/
http://www.revistasocolderma.com/
http://www.pharmanest.n/
http://www.scielo.br/acb
http://www.innovacion.gob.sv/inventa/attachments/article/4591/Publicaci%C3%B3n%20de%20Fitof%C3%A1rmacos.pdf
http://www.innovacion.gob.sv/inventa/attachments/article/4591/Publicaci%C3%B3n%20de%20Fitof%C3%A1rmacos.pdf
http://www.cenam.mx/publicaciones/tecnicas/495.pdf

Referencias

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Tesis de licenciatura, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de
México, D.F, México.

Cortés, J. (2005). Actividad bioldgica de extractos de plantas usadas para el
tratamiento del cancer e infecciones en Tepatepec, Hidalgo. Tesis de licenciatura,
Instituto de ciencias bésicas e ingenieria, Universidad Auténoma del Estado de
Hidalgo, Pachuca de Soto, Hidalgo, México.

Devgan, L., Bhat, S. Aylward, S., Spence, R. (2006). Modalidades para la evaluacion
de la herida. Quemaduras profundidad. Journal of Burns and Wounds ; 5

Durgaprasad, S., Reetesh, R., Hareesh, K. & Rajput, R. (2011). Effect of a topical
curcumin preparation (BIOCURCUMAX) on burn wound healing in rats. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Sciences (JPBMS), 08 (23). Consultado en
http://www.jpbms/

Fitzpatrick, T. (2009). Dermatologia en Medicina General. (72 ed.). Buenos Aires,
Argentina: Editorial Médica Panamericana.

Garcia-Pifia, C.A., Loredo-Abdala, A. & Trejo-Hernandez, J. (2008).Quemaduras
intencionales en pediatria. Un mecanismo poco considerado de maltrato fisico. Acta
Pediatr Mex ;29(1):9-15

Gelesfarmaciaucr (2010). Geles. Disponible en http://gelesfarmaciaucr.blogspot.mx/
Gennaro, A. (2003). Remigton Farmacia. (20 ed.). Buenos Aires, Argentina: Editorial
Médica Panamericana

Gbémez-Morell, P.A, Palao-Doménech, R. (2007). Tratamiento local de las quemaduras.
JANO. N. © 1.657. Consultado en www.doyma.es/jano 37

Gonzélez-Darder, J. M. (2000). Modelos animales de dolor y aspectos éticos de la
experimentacién animal. Rev Soc Esp Dolor; 7: 313-318

Gonzélez- Escobar, R. (2002). Modelos experimentales para la evaluacion de la
accién cicatrizante de medicamentos. Centro de Investigacion y Desarrollo de
Medicamentos. Rev Cubana Farm;36(3):189-96

Gonzélez-Pérez, Y., Aportela-Gilling, P. (2001), Determinacion de la toxicidad aguda
del dicromato de potasio en larvas de Artemia salina. Anuario Toxicologia;1(1):104-8
Hidalgo, O. (2010). Determinacién del efecto cicatrizante del extracto acuaetandlico de
la planta Bacopa procumbens en la linea celular 3T3 de fibroblastos de raton. Tesis de
maestria, Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia, Instituto Politécnico Nacional,
D.F, México.

Huerta-Ramirez, M.C. (2004). Desarrollo de una crema con aceite esencial del arbol
del té (Maleluca alternifolia) Tesis de licenciatura, Facultad de Quimica, Universidad
Nacional Autbnoma de México, D.F, México.

Irache, J. M. (2008). Formas farmacéuticas destinadas a la via percutanea. Farmacia y
Tecnologia  Farmacéutica. Universidad de Navarra. Consultado en
www.unav.es/farmytec/galenica2/PAG-WEB.../TF2-8-TOPICA-2008. pdf

Juvé, J.; Viscasillas, A.;Del Pozo, A. (2007) . Geles en dermofarmacia. Conceptos
generales y elementos para su formulacidon. Aula de la Farmacia. Consultado en
http://www.auladelafarmacia.com/resources/files/2011/8/22/1313999897544 revAulFar
m_migr_ AULA_delafarmacia N36_-_ Medicamentos_y_Servicios_Profesionales_2.pdf
Khorasani, G., Hosseinimehr, S.J., Zamani, P., Ghasemi, M. & Ahmad, A. (2008). The
effect of saffron (Crocus sativus) extract for healing of second-degree burn wounds in
rats. Keio J Med; 57(4): 190—195.

88


http://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Thomas+B.+Fitzpatrick%22
http://www.doyma.es/jano%2037
http://www.auladelafarmacia.com/resources/files/2011/8/22/1313999897544_revAulFarm_migr_AULA_delafarmacia_N36_-_Medicamentos_y_Servicios_Profesionales_2.pdf
http://www.auladelafarmacia.com/resources/files/2011/8/22/1313999897544_revAulFarm_migr_AULA_delafarmacia_N36_-_Medicamentos_y_Servicios_Profesionales_2.pdf

Referencias

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

Ledn, M.B., Brechu, A., Garcia, L.J., Bafios, G.C., Pefia, J.C. (2009). Modelo animal
para evaluar lesiones cutaneas por quemadura térmica: estudio preliminar. LABORAT-
acta, Vol. 21 Nam. 2

Leppard, B. Ashton, R. (1994). Tratamiento en Dermatologia. Radcliffe Medical Press.
Oxford.

Lépez-Hernandez, Z., Lorenzo-Monteagudo, G., Monteagudo-Jiménez, E., Betancourt-
Clemente, M., & Arias-Gallardo, A.l. (2000). Ensayo de irritabilidad dérmica de
productos cosméticos elaborados a partir de placenta humana. Acta Farm.
Bonaerense, 19 (1):41-4

Lovesio, C. (2006). Quemaduras graves. Libro virtual Intramed. Consultado en
http://www.intramed.net/sitios/libro_virtual3/pdf/5_10.pdf

Martinez-Fraga, J. (2012). Cosmetologia. Tema 3: Los Cosméticos: Caracteristicas
Generales. Consultado en http://www.elmodernoprometeo.es/

Marguez-Ramirez, S.G. (2004). Desarrollo del gel y reformulacion de un jabén facial de
kiwi (Actinidia deliciosa). Tesis de licenciatura, Facultad de Quimica, Universidad
Nacional Auténoma de México, D.F, México

Mitsunaga, J.K., Gragnani, A., Christovdo-Ramos, L., Ferreira, L.M. (2012).Rat an
experimental model for burns. A systematic review. Acta Cirurgica Brasileira - Vol. 27
(6) - 417

Montero-Gonzélez, T., Hurtado de Mendoza, J., Cabrejas-Acufas, O., Almarales-
Acosta, M. (2002) Histopatologia del dafio mdultiple de érganos en un modelo
experimental de ratén quemado. Rev Cubana Med Milit ;31(1):13-22

Montero- Gonzélez, T., Moreno- Quintana, P., Berlanga- Acosta, J., Hurtado- de
Mendoza, J., Bacardi- Fernandez, D. (2003).Modelo experimental de raton quemado
en investigaciones biomédicas. Rev Cubana Med Milit; 32(2):94-102

Morales-Molina, J.A.; Grau, S., Jiménez-Martin, J.; Mateu-De Antonio, J. Espona, M.;
Berges-Fraile, M.J.; Zarzuelo, A.; Salas, E. (2006).Quemaduras solares: fotoproteccion
y tratamiento. Ars Pharm 47 (2): 119-135.

NAP. (2011). Guide for the care and use of laboratory animals. National Research
Council. Consultado en http://www.nap.edu/catalog.php?record id=12910

Navarro, E.; Avila, J.A.; Mollinedo, P.; Vila, J.L.; Ruiz, G. (2010). Valoracién de la
toxicidad aguda in vivo del acido Usnico. Revista Boliviana de Quimica. Volumen 27
Ne1.

Nieto-Valle, C.A. (2011). Propuesta de formulacion de una crema oxigénate
conteniendo peroxido de hidrogeno (H,O,) y su evaluacion para determinar sus
beneficios en la piel mediante un estudio piloto. Tesis de licenciatura, Facultad de
Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, D.F, México.

Nafez, LM. (2013). Desarrollo de un gel exfoliante a partir del extracto acuoso de
Physalis ixocarpa Brot. y su evaluacién dérmica en conejo Nueva Zelanda. Tesis de
licenciatura, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autbnoma de México, D.F,
México

Orufia-Sanchez, L., Lago- Mendoza, G. & Coto- Valdés, G. (2004). Efecto del Acido
Hialuronico en la cicatrizacion de heridas en ratas. VI. Congreso virtual
hispanoamericano de anatomia patoldgica. Consultado en
http://conganat.uninet.edu/6 CVHAP/autores/trabajos/T406/index.html

Osorio-Durango, E.J. (2009). Aspectos basicos de Farmacognosia. Consultado en
http://farmacia.udea.edu.co/~ff/Farmacognosia.pdf

89


http://www.elmodernoprometeo.es/
http://www.nap.edu/catalog.php?record_id=12910
http://conganat.uninet.edu/6CVHAP/autores/trabajos/T406/index.html
http://farmacia.udea.edu.co/~ff/Farmacognosia.pdf

Referencias

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Pacci-Salazar, K., Nurefia-Noriega, L., Vasquez-Cerro, J., Araujo-Espinoza, G.,
Galvez-Nifio, M. (2009). Eficacia topica de Myrciaria dubia en la curacion de
guemaduras de segundo grado en ratas Holtzman. CIMEL, Vol. 14, N° 1.

P.A.U.E. Plan Andaluz de Urgencias y Emergencias. (2000). Manejo del paciente
gquemado. Consultado en http://www.epes.es/

PLM® (2013). Diccionario de Especialidades Farmacéuticas. Consultado en
http://www.medicamentosplm.com/

Portas, M., Pomerane, A., Genovese, J. et al. (2002.) Diagnostico y tratamiento de las
gquemaduras radioinducidas. Hospital de Quemados del gobierno de la ciudad de
Buenos Aires

Quiroga, J.C.; Pinto, J.; Zabalaga, S.; Escobar, M.; & Zurita A. (2007). Formulacién de
un producto galénico para el tratamiento de quemaduras con extractos de: Aloe vera,
Schinopsis haenkeana, Propolis y Myrciaria dubia. Universidad Mayor de San Simén.
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas. Programa de Farmacos Alimentos
y Cosmeéticos Profac. Consultado en http://www.umss.edu.bo/revistasb.php
Ramos-Gallardo, G., Ambriz- Plascencia, A.R., Medina- Preciado, D., Portilla de Buen,
E., Rodriguez- Madrigal, R., Ochoa, F., et al. (2012) Uso de esteroides sistémicos en
guemaduras de segundo grado en modelo animal. Cir.plast. iberolatinoam. Vol. 38 - N°
2; 153-156

Redroban, KF. (2012). Comprobacion del efecto cicatrizante de los extractos
hidroalcohdlicos de berro (Nasturtium officinale) y llantén (Plantago major) en ratones
(Mus musculus). Tesis de licenciatura, Facultad de Ciencias, Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, Ecuador, Ecuador.

Restrepo, J.; Borrero, J.; Rojas, W.; et al. (2010). Terapia dermatolégica. (32 ed.).
Bogota, Colombia: Corporacién para Investigaciones Biolégicas.

Rivera, E. (2004) Fisiologia de la cicatrizacion. Consultado en
http://www.medicosecuador.com/librosecng/articuloss/1/fisiologia_de la_cicatricacion.h
tm

Rojas, N., Avilés, R., Villacaqui, E., Neira, E., Ramos, W., Santiago, J. (2011).
Tratamiento de quemaduras con peliculas obtenidas por radiacibn gamma que
contienen extracto hidroalcohdlico de tara (Caesalpinia spinosa) en animales de
experimentacién. Dermatologia Peruana; vol. 21 (1)

Rojas, O. (1999). Introduccién a la reologia. Cuaderno FIRP S520-B. Consultado en
http://www.firp.ula.ve/archivos/cuadernos/S520B.pdf

Romero, O. (2004). Aceptacion de los fitofarmacos por médicos y pacientes en clinicas
de atencion primaria. Rev Med IMSS; 42 (2): 125-130. Consultado en
http://www.igb.es/monografia/fichas/fichal30.htm

Ross, M.H.; Pawlina, W. (2007). Histologia. Texto y Atlas color con Biologia Celular y
Molecular. (5% ed.). Buenos Aires, Argentina: Editorial Médica Panamericana.

Sanchez, L.; Neira, A. (2005). Bioensayo general de letalidad en Artemia salina, a las
fracciones del extracto etandlico de Psidium guajava. L y Psidium guineense. Sw.
Cultura Cientifica. Fundacion universitaria Juan de Castellanos.

Sanchez, C.G. (2004). Evaluacion fisicoquimica y microbioldgica de jabones hechos de
productos naturales: Kiwi (Actinidia chinensis), amaranto (Papaver roheas L.) y Avena
(Avena sativa L.). Tesis de licenciatura, Facultad de Quimica, Universidad Nacional
Auténoma de México, D.F, México.

90


http://www.epes.es/
http://www.umss.edu.bo/revistasb.php
http://www.medicosecuador.com/librosecng/articuloss/1/fisiologia_de_la_cicatricacion.htm
http://www.medicosecuador.com/librosecng/articuloss/1/fisiologia_de_la_cicatricacion.htm
http://www.firp.ula.ve/archivos/cuadernos/S520B.pdf
http://www.iqb.es/monografia/fichas/ficha130.htm

Referencias

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Schencke, C.; Salvo, J.; Veuthey, C.; Hidalgo, A. & Del Sol, M. (2011).Cicatrizaciéon en
guemaduras tipo AB-B utilizando miel de ulmo asociada a vitamina C oral. Int. J.
Morphol., 29(1):69-75

Schiiep, W. (1997). Andlisis de vitaminas en alimentos. Produccion y manejo de datos
de composicion quimica de alimentos en nutricion. Organizacion de las Naciones
Unidas para la  Agricultura y la  Alimentacion. Consultado  en
http://www.fao.org/docrep/010/ah833s/ah833s19.htm

Sigler, L., Krotzsch, E., Breton-Mora, F., Padilla, L., DiSilvio, M. & Alvarez-Jiménez, R.
(2011).Heparina en quemaduras de segundo grado profundo en un modelo murino.
Cirujano General, Vol. 33 Nam. 2. Consultado en
http://www.medigraphic.com/cirujanogeneral

Schwartz, R.J., Chirino, C.N., Saenz, S.V. y Rodriguez, T.V (2008). Algunos aspectos
del manejo del paciente quemado en un servicio de cirugia infantil a propdsito de 47
pacientes pediatricos.2a. parte. Rev Argent Dermatol; 89: 165-173.

Sciaraffia, C., Andrades, P. y Wisnia, P. (s.f.). Quemaduras. Cirugia Plastica Esencial.
Consultado en
http://www.redclinica.cl/HospitalClinicoWebNeo/CONTROLS/NEOCHANNELS/Neo_CH
6258/Deploy/7_guemaduras.pdf

Tortora, G.J.; Derrickson, B. (2008). Principios de anatomia vy fisiologia. (11* ed.).
Buenos Aires, Argentina: Editorial Médica Panamericana.

Universidad de Vigo. Atlas de histologia vegetal y animal. Consultado 10-12-2013 en
http://webs.uvigo.es/mmegias/inicio.html

Vanda-Cantoén, B. (2003). La experimentacion biomédica en animales en los codigos
bioéticos. Laborat-acta; 15; 69-73

Valencia- Basto, C. (2010). Cicatrizacién: Proceso de reparacion tisular.
Aproximaciones terapéuticas. Investigaciones Andina. No. 20 Vol. 12

Velandia, DA. (2009). Evaluacion de la actividad cicatrizante y caracterizacién
fitoquimica de Dracontium croatii. Tesis de licenciatura, Facultad de Ciencias,
Departamento de Farmacia, Universidad Nacional de Colombia, Bogot4d D.C.,
Colombia.

NORMATIVIDAD

75.

76.

7.

78.

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos FEUM (2004). Secretaria de Salud,
Comision Permanente de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, (8% ed.),
México.

Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 31: NF 26. (2008). Rockville,
Maryland: United States Pharmacopeial Convention.

Ley General De Salud. (1984) .Secretaria de Salud. Ultima reforma publicada DOF 15-
01-2014

Norma Oficial Mexicana NOM-039-SSA1-1993, Bienes y servicios. Productos de
Perfumeria y Belleza. Determinacion de los indices de Irritacion ocular, primaria
dérmica y sensibilizacion.

91


http://www.medigraphic.com/cirujanogeneral
http://www.redclinica.cl/HospitalClinicoWebNeo/CONTROLS/NEOCHANNELS/Neo_CH6258/Deploy/7_quemaduras.pdf
http://www.redclinica.cl/HospitalClinicoWebNeo/CONTROLS/NEOCHANNELS/Neo_CH6258/Deploy/7_quemaduras.pdf
http://webs.uvigo.es/mmegias/inicio.html

Referencias

79. Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especificaciones técnicas para la
produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
80. Norma Oficial Mexicana NOM-072-SSA1-2012, Etiqguetado de medicamentos y de

remedios herbolarios
81. Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2005, Estabilidad de farmacos vy

medicamentos.

92



Anexos

Anexo 1

Determinacién de la viscosidad

Para encontrar la viscosidad, se multiplicé la lectura promedio obtenida por el
factor correspondiente al nimero utilizado de aguja y las revoluciones por minuto
empleadas en la prueba, segin lo especificado en el MGA 0951, FEUM 8"

edicion.
El calculo se realiz6 de la siguiente manera:
Lectura promedio del gel nUmero 7 = 14.5

Factor correspondiente al nimero de aguja (N.6) y 50 rpm = 200

Lectura promedio X factor correspondiente = Viscosidad en cps.

14.5 X 200 = 2800 cps.
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Anexo 2

Prueba de irritacion en piel de conejos

Para fines de esta prueba se entiende por:

Edema: inflamacion producida por acumulacion excesiva de liquido
seroalbuminoso en el tejido celular, debida a diversas causas.

Eritema: enrojecimiento difuso o en manchas de la piel producido por la
congestion de los capilares, debido a diversas causas.

Irritacion dérmica: alteracion fisiologica de la piel provocada por algun agente
fisico, quimico o bioldgico.

Evaluaciéon de la reaccion cutanea

La evaluacion de la reaccion cutanea se llevo acabo segun lo especificado en la
NOM-039-SSA1-1993 y con base en el MGA 0515 de la FEUM 8" edicién, como

se muestra en las Tablas 27 y 28.

Tabla 27. Evaluacion de la presencia de eritema.

Reaccién cutanea (eritema) Calificacion
No eritema 0
Eritema ligero, apenas 1
perceptible
Eritema bien definido 2
Eritema de moderado a severo 3
Eritema severo (rojo betabel) 4
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Tabla 28. Evaluacion de la presencia de edema.

Reaccién cutanea (eritema) Calificacion
No edema 0
Edema ligero apenas perceptible 1
Edema ligero con bordes
sobresalientes con elevacién 2
definida
Edema moderado (elevacion
maxima del mm 3
aproximadamente)

Edema severo (elevacion mayor
de 1 mm extendiéndose mas alla 4
del sitio de aplicacion)

Una vez obtenidas las lecturas de eritema y edema, promediar las calificaciones
por separado. A partir de estos promedios, calcular el indice de irritacion primaria

(IIP) como sigue:

[IP = promedio de eritema + promedio de edema

Interpretacion de los resultados

Con base en el indice de irritacion primaria, los productos podran ubicarse en

alguna de las siguientes categorias, presentadas en la Tabla 29:

Tabla 29. indice de irritacion primaria y categorias.

1P Categoria

0-1 No irritante
1,1-2 Ligeramente irritante
21-5 Moderadamente irritante
51-6 Irritante moderado a severo
6,1-8 Irritante severo
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Criterio de aceptacidn

e Todos los productos para uso en bebés deberan tener un indice de
irritacion primaria no mayor de 2.

e El producto que tenga un indice de irritacion primaria no mayor de 5 sera
aceptado como un producto apto para uso en adultos.

e Cuando un producto obtenga una calificacién entre 5.1 y 6.0 debera optar
por cualquiera de las tres alternativas siguientes:

e Ostentar la leyenda "Precaucion, este producto es irritante”, o repetir la
prueba en animales virgenes, si los resultados de esta segunda prueba
confirman los obtenidos en la primera, debera optarse por la alternativa
anterior. Si el indice de irritacién primaria obtenido en la segunda prueba
tiene un valor aceptable conforme a lo que se establece, el producto sera
considerado apto para uso humano.

e Los productos que tengan una calificacibn mayor de 6 no seran aceptados

para su uso en humanos.
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Anexo 3

ARGENTAFIL® Crema

(Sulfadiazina de plata)

Antimicrobiano bactericida de amplio espectro a nivel topico.

Indicaciones terapéuticas:

Esta indicado en piodermias como: impétigo primario, secundario y ectima.
Tratamiento y profilaxis de infecciones en Ulceras de decubito, varicosas, Ulceras
del diabético, quemaduras y heridas quirdrgicas. También como adyuvante de la
cicatrizacion.

Dosis y via de administracion:

Se aplica a nivel cutaneo. Se debera limpiar y desbridar la quemadura, previo a la
aplicacion. Con guante estéril se aplica una a dos veces por dia, dejando un
espesor de aproximadamente 1 a 3 mm. Cuando sea necesario, la crema que
haya sido removida por la actividad o movimiento del paciente puede reaplicarse.

No es necesario aplicar apositos o vendaje oclusivo.
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RECOVERON C® ungiiento

(Acexamato de sodio)

Cicatrizante y regenerador tisular.

Indicaciones terapéuticas: Est4 indicado en heridas sin infeccion donde se
desee acelerar el proceso de cicatrizacién tales como heridas traumaticas,
quirdrgicas, episiotomias, Ulceras varicosas, Ulceras de decubito, quemaduras de

1°y 2° grado y grietas del pezén.

Dosis y via de administracion:

Cutanea. Aplicar una a dos veces al dia, previa asepsia y antiasepsia de la(s)
herida(s). Para mejores resultados se aconseja aplicar sobre una gasa, en lugar
de hacerlo directamente sobre la herida. Al contacto con la piel, el ungtento tiende

a diseminarse, por lo que se debe prever no manchar la ropa.

FITOESTIMULINA® Crema

(Extracto acuoso de Triticum vulgare)

Auxiliar en la cicatrizacidon cutanea.

Indicaciones terapéuticas:
Tratamiento tépico, en general, de todas las alteraciones del tejido dérmico que
necesitan reactivacion de los procesos de neoformacién epitelial o que presenten
manifestaciones de quinismo histico alterado.

Quemaduras de cualquier grado y extension.

Alteraciones ulcero-distroficas (Ulceras por decubito, llagas).

Retrasos en la cicatrizacion de heridas.

Cirugia plastica y estética.

Dermatosis, costra lactica, dermatitis del pafial.
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Dosis y via de administracion:
Aplicar suavemente suficiente cantidad para cubrir la lesion, dos veces al dia por
via topica. La duracién del tratamiento se determinara de acuerdo a la respuesta

de la lesion.
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KBr

KCI

kg

KGF

LGS

mz

mg
MGA
MgCl,.6H,0
pg/mL
min

mL

mm

MV

N

N/A
Nast4
NaCl
NaHCO3
NaOH
NOM
oW
PBS

pH

ppm
PVC
RIS
rpm

S

s/

SC
SCQ
SS|
TAS

TGF-a
TGF-B

TNF
TOW

UNAM
USP
uv

W/S

Dicromato de potasio

Bromuro de potasio

Cloruro de potasio

Kilogramo

Factor de crecimiento de los queratinocitos (del inglés del inglés, keratinocyte
growth factor o fibroblast growth factor 7)

Ley General de Salud

Metros cuadrados

Miligramo

Método General de Analisis

Cloruro de magnesio hexahidratado

Microgramo por mililitro

Minuto

Mililitro

Milimetro

Material vegetal

NUmero

No aplica

Sulfato de sodio

Cloruro de Sodio

Bicarbonato de sodio

Hiddxido de sbdio

Norma Oficial Mexicana

Emulsiones aceite en agua (del inglés, oil-water emulsions)

Tampon fosfato salino (del ingles, phosphate buffered saline)

Potencial de hidrégeno

Parte por millén

Cloruro de polivinilo

Reglamento de Insumos para la Salud

Revoluciones por minuto

Segundo

Sin

Subcuténea

Superficie Corporal Quemada

Solucién Salina Isoténica 0.9%

Emulsiones bifasicas de agua en siliconas (del inglés, transparent aqua silicone
emulsions)

Factor de crecimiento de transformacién alfa (del inglés, transforming growth factor
alpha)

Factor de crecimiento de transformacién beta (del inglés, transforming growth
factor beta)

Factor de necrosis tumoral (del inglés, tumor necrosis factor)

Emulsiones bifasicas de agua en aceite, (del inglés, transparent oil in wéater
emulsions)

Universidad Nacional Autonoma de México

Farmacopea de Estados Unidos (del inglés, United States Pharmacopeia)
Rayos Ultra Violeta

Watt

Emulsiones de siliconas en agua (del inglés, water-silicone emulsions)
Ndmero de aumentos





Capitulo 1 | Introduccién

Capitulo 1. Introduccién

1.1 Lapiel

El sistema tegumentario estd formado por la piel y sus estructuras anexas
(faneras): foliculos pilosos, pelo, ufias y diversas glandulas, musculos y nervios.
Dicho sistema protege la integridad fisica y biologica del cuerpo, mantiene

constante la temperatura corporal y proporciona informacion sensorial acerca del
entorno (Figura 1).
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Figura 1. Corte transversal de la piel y tejido subcuténeo (Tortora, 2008).
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1.1.1 Estructura de la piel

La piel esta constituida por diferentes tejidos integrados para realizar funciones
especificas. Es el 6rgano mas grande del cuerpo humano en area superficial y
peso. En los adultos, la piel cubre un area alrededor de 2 m?y pesa entre 4.5 a 5.0
kg, aproximadamente el 16% del peso corporal. Su grosor varia desde 0.5 mm en
los parpados hasta 4.0 mm en los talones. Sin embargo, en gran parte del cuerpo
mide de 1 a 2 mm.

Desde el punto de vista estructural consta de dos partes principales (Figura 2). La
superficial y mas delgada esta compuesta por tejido epitelial y se denomina
epidermis (epi-, de epi, por encima). La parte profunda y mas gruesa, compuesta
de tejido conectivo, es la dermis. Debajo de ésta, aunque sin formar parte de ella,
se encuentra el tejido subcutaneo, también denominado hipodermis (hipo-, de
hypd, debajo), la cual consiste en tejido areolar y adiposo (Tortora, 2008; Ross y
col., 2007).

EPIDERMIS

Region papilar ]

— DERMIS

Region reticuar |
Glandula sebacea
Raiz pilosa

Foliculo piloso

Figura 2. Corte transversal de piel. Microscopia 6ptica 60X,
tincion HE (Tortora, 2008).
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1.1.1.1 Epidermis

La epidermis esta formada por epitelio plano estratificado, queratinizado y
avascular. Contiene cuatro tipos principales de células (Figura 3A):

e Queratinocitos (90%)

e Melanocitos (5%)

e Células de Langerhans (3-5%)
e Células de Merkel (<0.1%)

Los queratinocitos son las células mas abundantes en la epidermis, encargadas
de producir queratina. Un melanocito es un tipo de célula dendritica que produce
melanina, un pigmento que contribuye al color de la piel y absorbe los rayos

ultravioleta (UV) nocivos.

Las células de Langerhans derivan de la médula 0sea y participan en la respuesta
inmunitaria contra los microorganismos que invaden la piel. Las células de Merkel
se localizan en la capa mas profunda de la epidermis y participan en las

sensaciones tactiles.

La epidermis esta formada por distintas capas de células. En muchas partes del
cuerpo, ésta tiene cuatro estratos: basal, espinoso, granuloso y corneo. Sin
embargo, en las areas donde la friccibn es mayor, como en las yemas de los
dedos, palmas de las manos y las plantas de los pies, la epidermis posee cinco

estratos: basal, espinoso, granuloso, lucido y corneo (Figura 3B).

El estrato basal o germinativo es el mas profundo de la epidermis. Consiste en
una sola hilera de células cubicas o cilindricas, algunas de las cuales son células
madre, que entran en division celular constante para producir continuamente

nuevos queratinocitos.
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Las células estan unidas entre si por medio de desmosomas y hemidesmosomas.
Contienen tonofilamentos dispersos, melanocitos, células de Langerhans y células
de Merkel (Tortora, 2008; Ross, 2007).
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::;:\o / —— Dormis ¥,
Profundo

Figura 3. Estructura de la epidermis. A) Principales tipos de células epidérmicas;
B) Microfotografia de una porcién de piel, 240X, tincion HE (Tortora, 2008).

Encima del estrato basal se halla el estrato espinoso, donde se encuentran de
ocho a diez capas de queratinocitos poligonales estrechamente unidas, los
nucleos son redondos y el citosol es de caracteristicas basofilicas. También se

observan prolongaciones de células de Langerhans y melanocitos.

Localizado en la parte central de la epidermis, el estrato granuloso, consta de
tres a cinco capas de queratinocitos aplanados que sufren apoptosis. El citosol
contiene granulos basoéfilos denominados granulos de queratohialina, una

sustancia precursora de la queratina.

El estrato lucido se encuentra sélo en la piel de las yemas de los dedos, palmas
de las manos y plantas de los pies. Consta de tres a cinco capas de queratinocitos
transparentes, planos y muertos, que contienen grandes cantidades de queratina.
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La capa mas externa de la epidermis se denomina estrato corneo, la cual esté
constituida por 25 a 30 capas de células planas queratinizadas anucleadas y
muertas, llamadas células cérneas o0 corneocitos, compuesta principalmente por

gueratina.

Estas células se desprenden (descaman) continuamente y son reemplazadas por
las células de los estratos mas profundos. El estrato cérneo sirve como barrera
impermeable efectiva, también protege de lesiones y de invasion microbiana
(Tortora, 2008; Ross, 2007).

1.1.1.2 Queratinizacion y epidermopoyesis

En las células recién formadas del estrato basal, ocurre el proceso de desarrollo
llamado queratinizacion. Estas células se van desplazando lentamente hacia la
superficie, conforme se desplazan, los queratinocitos van acumulando queratina al
pasar de una capa epidérmica a otra. Posteriormente experimentan apoptosis.
Finalmente, las células queratinizadas se desprenden y son reemplazadas por

otras de capas subyacentes, que a su vez se convierten en queratinizadas.

El proceso completo por el cual las células del estrato basal ascienden hacia la
superficie, se queratinizan y se desprenden, lleva aproximadamente 4 semanas.
La velocidad de division celular en el estrato basal se incrementa cuando la
epidermis pierde sus capas mas externas, como ocurre en abrasiones Yy

guemaduras.

Aungque no se conocen del todo los mecanismos que regulan esta proliferacion
celular, proteinas del tipo hormonal como el factor de crecimiento epidérmico
(EGF, por sus siglas en inglés) desempefian un papel importante, asi como
también depende de diversas moléculas estimuladoras e inhibidoras (Portas et al.,
2002; Tortora, 2008).



http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular

http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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Tabla 1. Factores estimuladores e inhibidores del proceso de queratinizacion y

epidermopoyesis (Portas et al., 2002).

Factores estimuladores Factores inhibidores

Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

Factor de crecimiento de transformacion
beta (TGF-B)

Factor de crecimiento de transformacién
alfa (TGF-a)

Interferon gamma y alfa (IFN-y, INF-a)

Factor de crecimiento de los
queratinocitos (KGF)

Factor de necrosis tumoral (TNF)

Interleucina-1-a (IL-1a)

Chalonas

Factor basico de crecimiento de

Glucocorticoides

fibroblastos (bFGF)

GMPc

Andrégenos (testosterona)

Vitamina A

Eicosanoides y leucotrienos
Poliaminas: espermidina, putrescinay
espermina

1.1.1.3 Dermis

La capa profunda de la piel es la dermis, compuesta principalmente por tejido
conectivo que contiene colageno y abundantes fibras elasticas, que se disponen
de forma paralela y que le dan a la piel la consistencia y elasticidad caracteristica.
En la dermis se encuentran; vasos sanguineos, nervios, glandulas y foliculos
pilosos. Asi como algunos fibroblastos, macréfagos y adipocitos. De acuerdo con
su estructura tisular, la dermis se divide en dos capas; una papilar superficial y una

reticular profunda.

La region papilar es la porcion superficial de la dermis y le corresponde una quinta
parte del grosor total de la dermis. Constituida por tejido conectivo laxo, fibras de
colageno tipo lll con fibras elasticas; contiene papilas dérmicas que albergan

capilares, corpusculos del tacto o de Meissner y terminales nerviosas libres.

La parte profunda de la dermis es la regidn reticular. Formada por tejido conectivo
irregular denso con haces de colageno tipo | y algunas fibras elasticas gruesas.
Los espacios libres entre las fibras presentan células adiposas, foliculos pilosos,

nervios, glandulas sebaceas y sudoriparas. Debajo de la dermis reticular pueden
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encontrarse capas de tejido adiposo, musculo liso y en algunos sitios musculo
estriado (Tortora, 2008).

1.1.1.4 Tejido celular subcutaneo o hipodermis

Se encuentra localizado debajo de la dermis y estd compuesto de tejido conectivo
laxo y tejido adiposo. Esta capa cumple una funcién importante de
almacenamiento de energia y también sirve como aislante (Tortora, 2008).

1.1.2 Funciones de la piel

La piel ayuda a regular la temperatura corporal, sirve como barrera protectora e
impermeable entre el entorno y los tejidos internos, contiene terminaciones
nerviosas sensoriales, excreta pequefias cantidades de sales y varios compuestos
organicos; ademas, puede absorber sustancias y participa en la sintesis de la

forma activa de la vitamina D.

Sin embargo, algunas de estas funciones vitales pueden verse interrumpidas
cuando se genera un dafio sobre la piel, como cuando se produce una herida
(Tortora, 2008; Ross, 2006).

1.2 Heridas

La herida es el area donde queda interrumpida la continuidad tanto anatémica,
como celular de las cubiertas externas del cuerpo (piel), de revestimiento mucoso
o de la superficie de los érganos. Una lesion tisular es el comun denominador de
toda herida que afecta al organismo en diversas formas, incluyendo pérdida local
de fluidos, dolor y liberacion de productos celulares hacia la circulacion, que inician
la respuesta postraumatica neuroendocrina y metabdlica para favorecer la

curacion (Rivera, 2004).
1.2.1 Proceso de curacioén de heridas cutaneas

Cuando se ve afectada la integridad o la continuidad de la piel, se inicia una

secuencia de procesos de reparacion que la llevan a recuperar su estructura y su

7
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funcion normales (o cercanas a la normalidad). Existen dos tipos de curacién de
las heridas, segun la profundidad de la lesion. La correspondiente a heridas
epidérmicas cuando sélo se afecta ésta capa, mientras que en caso de las heridas
profundas, este proceso tiene lugar si la dermis o el tejido subcutaneo son
dafados (Tortora, 2008).

1.2.1.1 Curacién de heridas epidérmicas

La reparacion de la epidermis comprende la proliferacion de los queratinocitos
basales en el estrato germinativo de los sitios no dafiados que rodean la herida.

Entonces las células crecen y migran a traves de la lesion (Figura 4A).

Las células migran en forma de una lamina, hasta que se encuentran con las
células que avanzan desde el lado opuesto de la herida. Al ocurrir esto ultimo, se
interrumpe la migracion como consecuencia de una respuesta celular llamada
inhibicién por contacto. La migracion de las células epidérmicas cesa por completo
cuando cada célula queda en contacto con otras ceélulas epidérmicas a su

alrededor.

Mientras que las células basales epidérmicas migran, una hormona llamada factor
de crecimiento epidérmico estimula a las células madre basales a dividirse y
reemplazar a aquellas que migraron hacia el centro de la herida. Las células
basales epidérmicas reubicadas se dividen para construir estratos nuevos y
engrosan la epidermis nueva (Figura 4B). Los tipos comunes de heridas

epidérmicas son las abrasiones y las quemaduras menores.

En los casos en los que se pierde todo el espesor de la epidermis, a causa de un
traumatismo, las partes mas profundas de los foliculos pilosos y de las glandulas
gue perduran como islotes de células epiteliales en la dermis proliferan para
producir células que migran sobre la superficie expuesta para restablecer una
capa epitelial (epidérmica) completa. La destruccibn masiva de todas las

estructuras epiteliales de la piel, como ocurre en las quemaduras de tercer grado,
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impide la reepitelizacion. Estas heridas solo pueden curarse con injertos de
epidermis que cubran la region lesionada. Sin un injerto, en el mejor de los casos
la herida se reepitelizara con lentitud y de manera imperfecta por proliferacion
celular desde sus bordes (Tortora, 2008).

A Células epiteliales B
- basales en divisién —
Células epiteliales

separadas, agrandadas, -\
migrando a través .

> .: h"}'bl » ."- D
I 1
Al all basal ..6 v

; LU _Jiq

Aﬁ_rx.- sanguineo

en la herida

Epitelio

migrando a través
de la herda
Flbroblastos

Fibras colé

Mor
(macréfagos)
Neuurdfilos
Vaso sangufi
dilatado
Vaso sanguli
dafiado
Extremo

del codguio

Figura 4. Curacién de las heridas de la piel. A) Divisidén de células epiteliales basales y
migracion através de la herida; B) Engrosamiento de la epidermis; C) Fase inflamatoria;
D) Fase de maduracién (Tortora, 2008).

1.2.1.2 Curacion de heridas profundas

La curacion de heridas profundas se produce cuando la lesidén se extiende hasta la
dermis y el tejido subcutaneo. Puesto que deben repararse varias capas tisulares,
el proceso de curacién es mas complejo que en las heridas epidérmicas. Ademas
como se forma tejido cicatrizal, el tejido reparado pierde una parte de sus
funciones normales. Este proceso abarca cuatro fases: inflamatoria, migratoria,

proliferativa y de maduracion.





Capitulo 1 | Introduccién

Durante la fase inflamatoria se forma un coagulo sanguineo sobre la herida que
une laxamente sus bordes. Como su nombre lo indica, esta fase involucra la
inflamacion, una respuesta vascular y celular que ayuda a eliminar materiales
extrafios, microorganismos y tejido muerto para preparar la reparacion. La
vasodilatacién y la permeabilidad aumentada de los vasos sanguineos asociadas
con la inflamacion, estimulan la llegada de neutréfilos, que se diferencian en
macréfagos y fagocitan microorganismos, y células mesenquimatosas, que se
diferencian en fibroblastos. Las tres fases que siguen son las que corresponden a
la reparacion propiamente dicha de la herida.

En la fase migratoria, el coagulo se convierte en una escara o costra y las células
epiteliales migran por debajo de ésta para cubrir la herida. Los fibroblastos migran
a lo largo de haces de fibrina y empiezan a sintetizar tejido cicatrizal (fibras
colagenas y glucoproteinas), asi como la formacion de nuevos vasos sanguineos.
Durante esta fase el tejido que llena la herida se denomina tejido de granulacion.
La fase proliferativa se caracteriza por la proliferacion de células epiteliales bajo
la costra, el deposito al azar de fibras colagenas por los fibroblastos y el continuo
desarrollo de vasos sanguineos. Finalmente, durante la fase de maduracion la
escara se desprende una vez que se ha recobrado el grosor normal de la
epidermis. Las fibras de colageno se vuelven mas organizadas, disminuye el
namero de fibroblastos y los vasos sanguineos recuperan la normalidad (Figura
4D) (Tortora, 2008).

El proceso de formacion de tejido cicatrizal se denomina fibrosis. En ocasiones se
forma demasiado tejido cicatrizal durante la curacién de heridas profundas, esto
da lugar a una cicatriz sobre elevada, es decir, por encima de la superficie normal
de la epidermis. Si esta cicatriz se mantiene dentro de los limites de la herida
original, se trata de una cicatriz hipertréfica. Si se extiende mas alla de los limites
hacia el tejido normal circundante, se constituye una cicatriz queloide. El tejido
cicatrizal difiere de la piel normal en que las fibras de colageno estan organizadas

mas densamente, su elasticidad es menor, tiene menos vasos sanguineos, y

10





Capitulo 1 | Introduccién

puede contener o no la misma cantidad de pelo, glandulas o estructuras sensitivas
que la piel sana. Dadas las disposiciones de las fibras coldgenas y la escasez de
vasos sanguineos, las cicatrices suelen tener un color mas claro que la piel normal
(Tortora, 2008 y Ross, 2006).

Dentro de los tipos mas comunes de heridas en la piel, se encuentran las

guemaduras.
1.3 Quemaduras

Una quemadura es una lesion en los tejidos del cuerpo causada por la exposicion
a diversos factores (fisicos, quimicos o biolégicos) que puede originar alteraciones

locales o sistémicas (Lovesio et al., 2006).
1.3.1 Clasificacion de las quemaduras

Existen varias clasificaciones de las quemaduras en funcién de diversos criterios:
el agente que las produce, la extension de la superficie quemada, la profundidad y

la localizacion de dichas lesiones (Schwartz et al., 2008; Lovesio et al., 2006).
1.3.1.1 Clasificacion de las quemaduras en funcién del agente productor
* Térmicas

= Llama

= Solidos calientes
= Liquidos calientes
= Frio

* Eléctricas
* Quimicas
* Por radiaciéon

* Biolégicas
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1.3.1.2 Clasificaciéon de las quemaduras segun la profundidad

Existen diferentes clasificaciones de acuerdo a la profundidad, una de las mas
empleadas es la propuesta por Converse-Smith que han clasificado a las
guemaduras en diferentes grados (Figura 5A).

1.3.1.3 Clasificacién de Converse-Smith
. Primer grado

Las quemaduras de primer grado afectan exclusivamente la epidermis, donde la
membrana basal se encuentra integra y no hay lesion en la dermis. Clinicamente
se caracterizan por la presencia de eritema con flictenas o ampollas pequefias
intraepidérmicas. La lesién es seca y dolorosa al tacto. La regeneracion es ad
integrum sin secuelas y no entra en el céalculo de la extension total de una

guemadura. A este tipo pertenecen las quemaduras solares (Figura 5B).
. Segundo grado

Las quemaduras de segundo grado pueden ser superficiales o profundas. La
guemadura de segundo grado superficial se caracteriza porque la lesion afecta a
la epidermis y a la dermis superficial o papilar. Es dolorosa, con aparicion de
ampollas, lecho sonrosado y humedo. Queda viable un gran grosor de dermis
donde hay abundantes fibras de colageno y elastina, y donde quedan numerosos
anexos cutaneos (foliculos pilosebaceos) rodeados de queratinocitos. Por lo tanto,
ésta quemadura tiene un gran poder de reepitelizacion y la cicatriz resultante sera

de buena calidad.

La quemadura de segundo grado profundo se caracteriza porque la lesion llega
hasta la dermis profunda o reticular y queda muy poca dermis residual, pocos
anexos cutaneos y consecuentemente, pocos queratinocitos. Hipoestésica, sin
ampollas, lecho blanquecino y seco. Tiene escaso poder de reepitelizacion y la

calidad de la cicatriz resultante sera mala.

12
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. Tercer grado

Se caracterizan por la lesién o pérdida completa de toda la dermis. Anestésica,
blanquecina o amarillenta, con vasos trombosados, seca. No tiene capacidad de
reepitelizacién espontanea y la cicatriz sera de mala calidad (Schwartz et al.,
2008).

o e Quemadura de

Quemadura
solar

i '&\? q?}lk?' primer grado
Hipodermis di‘,g:x“)v/

Quemadura de
segundo grado

e
g‘gjr i

5@\?1&’5@"2/

4 Quemadura de
tercer grado Gi¥

Figura 5. Clasificacion de las quemaduras. A) Clasificacion segun Converse-Smith
(http:/iwww.primerosauxilios.org/ ); B) Quemadura solar de primer grado
(http:/femssolutionsint.blogspot.mx/); C) Acercamiento de una quemadura
térmica de primer grado (http://m.medlineplus.gov/).

Otra clasificacion ampliamente utilizada para valorar la profundidad de las

guemaduras, es la de Benaim-Artigas, que divide a las quemaduras en tres tipos.
1.3.1.4 Clasificacion de Benaim-Artigas
. Quemaduras tipo A

Afectan la epidermis y en ocasiones la dermis papilar, pudiendo dividirse en 2
tipos:

13
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-Las quemaduras tipo A eritematosas: hay vasodilatacion del plexo dérmico
superficial, observandose la piel enrojecida y seca. Hay irritacibn de las
terminaciones nerviosas que producen escozor, prurito y dolor. La conservacién

de la capa germinativa permite la epitelizacion en 7 a 10 dias.

-Las quemaduras tipo A flictenulares: donde ademés de la vasodilatacion, se
produce un aumento de la permeabilidad del plexo dérmico superficial, con
formacién de flictenas y edema. Existe eritema cutaneo y las lesiones son muy

dolorosas. Reepitelizan en 10 a 14 dias.
. Quemaduras tipo AB

Existe destruccion de la epidermis y de la dermis papilar, conservandose la dermis
reticular y las porciones profundas de los anexos cutaneos. El plexo dérmico
superficial se trombosa y el profundo se encuentra vasodilatado y con aumento de
la permeabilidad. La piel lesionada adquiere un color blanquecino y luego de unos
10 dias se forma una escara intermedia. Las terminaciones nerviosas superficiales
también se encuentran comprometidas, por lo que, son poco dolorosas. La
reparacion puede tener dos caminos, algunas epitelizaran luego de 14 a 21 dias,
aunque el epitelio suele ser fragil y el resultado estético es irregular; otras sin
embargo, evolucionan hacia la profundizacion (Lovesio et al., 2006; Schwartz et
al., 2008 y P.A.U.E., 2000).

. Quemaduras tipo B

Existe destruccién total de la piel incluyendo anexos cutaneos y las terminaciones
nerviosas, se presenta trombosis de los plexos dérmicos (superficial y profundo).
La piel esta acartonada, dura, sin turgencia y tiene un color blanco grisaceo,

originando una escara.

En la Tabla 2 se muestra una comparaciéon entre las diferentes clasificaciones de
las quemaduras, de acuerdo a su profundidad (Lovesio et al., 2006; Schwartz et
al., 2008 y P.A.U.E., 2000).
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Tabla 2. Comparacion entre las diferentes clasificaciones de las quemaduras de acuerdo a
su profundidad (Lovesio et al., 2006; Schwartz et al., 2008 y P.A.U.E., 2000).

Converse-

Smith

Benaim-

Otros

Caracteristicas

Caracteristicas

Primer grado

Artigas
A eritematosas

Epidérmicas
(tipo 1)

microscopicas
Destruccion de la
epidermis

macroscépicas
Eritematosa

No exudativa

Sin flictenas o
ampollas
Hiperestesia
Curacion espontanea
7-10 dias

Segundo
grado
superficial

A flictenulares

Dérmicas
superficiales
(tipo 1l &)

Destruccion de la
epidermis y de la
dermis superficial

Flictenas

Lecho sonrosado y
himedo

Conserva foliculos
pilosebaceos
Hiperestesia
Curacion espontanea
10-14 dias

Segundo
grado
profundo

AB

Dérmicas
profundas
(tipo Il b)

Dafio en la
epidermis y dermis

Sin flictenas

Lecho blanquecino y
seco

No conserva foliculos
pilosebaceos
Hipoestesia
Tratamiento quirdargico
con secuelas

Tercer grado

Subdérmicas
superficiales
(tipo III)
Subdérmicas
profundas
(tipo IV)

Destruccion de
todo el espesor de
la piel y zonas
profundas

Negruzca,
blanquecina o
amarillenta

Vasos trombosados
Pérdida de la
sensibilidad y
anestesia

Tratamiento quirdargico
con secuelas
importantes

1.3.1.5 Clasificacion de las quemaduras segln su gravedad

La gravedad de una quemadura esta determinada por la profundidad y la
extension del area afectada, asi como, por la edad del paciente y su estado

general de salud.
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1.3.1.6 Extension de superficie quemada

La extension se expresa como porcentaje de superficie corporal quemada (SCQ).
Existen varias formas descritas para evaluar la extension de una quemadura. Las
mas utilizadas son la regla del 9% de Pulazky-Tennisson, también denominada
regla de Wallace o de los 9 (Figura 6). Segun la cual el cuerpo humano se divide
en 11 regiones, teniendo la misma extension todas ellas, es decir 9% y la zona
correspondiente a los genitales tendria un 1% y la regla de la palma de la mano
(que corresponde aproximadamente al 1% de la superficie corporal del paciente),

para calcular rapida y facilmente la extension en quemaduras aisladas.

Otras formas, como la Tabla de Lund-Browder y Dubois se usa en grandes centros
de quemados (Lovesio et al., 2006; Schwartz et al., 2008 y P.A.U.E., 2000).

Figura 6. Regla de los 9 (Pulazky-Tennisson) para determinar
la extensién de una quemadura
(http://atenciondepacientesquemados.blogspot.mx).
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1.3.1.7 Clasificacion de la Asociacion Americana de Quemaduras

Con base en los criterios antes descritos, la Asociacion Americana de
Quemaduras, ABA (del inglés, American Burn Association), ha clasificado las
lesiones por quemaduras en leves, moderadas y graves, como se muestra en la
Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion de la Asociacion Americana de Quemaduras (Lovesio et al., 2006;
Schwartz et al., 2008 y P.A.U.E., 2000).

Tipo de quemadura | Criterio
Quemadura leve o 15% de SCQ o menos de 1° o 2° grado en adultos
menor 10% de SCQ o menos de 1° 0 2° grado en nifios

2% SCQ o menos de 3° grado en nifios 0 adultos

(que no afecten ojos, orejas, cara o genitales)

Quemadura 15-25% de SCQ de 2° grado en adultos

moderada 10-20% de SCQ de 2° grado en nifios

2-10% de SCQ de 3° grado en nifios o adultos (que no afecten ojos,
orejas, cara o genitales)

Quemadura grave o > 25% de SCQ de 2° grado en adulto

mayor > 20% de SCQ de 2° grado en nifios

> 10% de SCQ de 3° grado en nifios 0 adultos

Todas las quemaduras que involucren ojos, oidos, orejas, cara, mano,
pies, periné y genitales. Todas las lesiones inhalatorias con o sin
gquemaduras. Quemaduras eléctricas. Pacientes de alto riesgo;
diabetes, embarazo, EPOC, cancer, etc. Pacientes psiquiatricos.

SCQ = superficie corporal quemada, EPOC = enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

1.3.2 Tratamiento de las quemaduras
1.3.2.1 Tratamiento del Quemado grave

Si el paciente presenta quemaduras importantes, segun los criterios de gravedad
antes descritos, se requerira la hospitalizacion en una unidad de quemados. No
obstante para los fines de este trabajo, se enfocara en el tratamiento de las

guemaduras menores (Gomez, 2007).
1.3.2.2 Tratamiento del Quemado leve

Si por las caracteristicas, extensién y localizacion de las quemaduras, éstas se

pueden tratar ambulatoriamente, el tratamiento local consistira en lo siguiente.
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Pasos para tratar las quemaduras menores (P.A.U.E., 2000):

Separar al paciente del agente etioldgico.

Retirar la ropa, anillos y joyas si se precisa.

Lavar con suero fisiolégico o con agua tibia, durante 20 minutos,
temperatura tibia (agua fria provocaria vasoconstriccion y puede empeorar
la extension y la profundidad de la lesion).

Limpiar la quemadura con agua y jabon.

e Tratamiento de las flictenas.

e Plantear la necesidad de un antibiético tépico.

e Plantear la necesidad de un apdésito.

e Vacunacion antitetanica si se precisa.

e Terapia analgésica si se precisa. Se pueden utlizar los analgésicos

habituales, como paracetamol, AINES y metamizol.

e Uso de antibiotico oral si se precisa.

1.3.2.3 Tratamiento de aplicacion topica en quemaduras menores

Para el tratamiento de accion topica en las quemaduras menores, se pueden usar

diferentes productos, tal como se ejemplifica a continuacion en la Tabla 4
(P.A.U.E., 2000; Schwartz et al., 2008 y PLM, 2013).

Tipo de

Primer
grado o
tipo A
eritematosa

guemadura

Tabla 4. Tratamiento de aplicacién topica en quemaduras menores.

Agente Causal ‘

Sol
Fogonazo menor
Liquidos calientes

Tratamiento local

Cremas hidratantes (con urea y acido lactico).
Corticosteroides topicos.

Refrigeracion de la zona: Hidrogeles, Burnshield®,

Brélestop®y WaterJel®, SunBurnJel®, Burnaid®
Geles emolientes: Aloe vera.

Remedios herbolarios: pomada de Tepezcohuite,
Sabila (Aloe vera), Caléndula.

guimicas diluidas

Segundo Liquidos calientes | Aplicacion local de sulfadiazina argéntica al 1% 6
grado Deflagracion o nitrofurazona al 0.2%.

superficial llamas Cicatrizantes: Italdermol®, Fitoestimulina®,

o tipo A Exposicion a Recoveron®.

flictenular sustancias Remedios herbolarios: pomada de Tepezcohuite,

Sabila (Aloe vera), Caléndula.
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Como se menciond, en el tratamiento de quemaduras menores, se suele utilizar
medicamentos, como antibiéticos, antiinflamatorios, cicatrizantes y analgésicos,

asi como remedios herbolarios de aplicacion topica.
Por este motivo es necesario definir y diferenciar a cada uno de estos productos.
1.4 Productos de aplicacion tépica

La aplicacion de sustancias medicinales sobre la piel es sin duda un concepto tan
antiguo como la humanidad. Los papiros del antiguo Egipto describen una
variedad de esas medicaciones para uso externo (Gennaro, 2003).

Se le denomina via de administracion a la ruta que se elige para administrar un
medicamento, un cosmético o un remedio herbolario a un individuo (NOM-072-
SSAl, 2012). En la via de administracion topica, los productos se aplican
directamente sobre la piel y las mucosas. La caracteristica de esta via es que se
busca fundamentalmente el efecto a nivel local, no interesando tanto la absorcion

de los principios activos (Gennaro, 2003).

Dentro de los productos de aplicacion topica se encuentran los medicamentos, los

cosméticos y los remedios herbolarios.
1.4.1 Medicamentos

De acuerdo a la Ley General de Salud vigente de México (LGS), en su Titulo
Décimo Segundo “Control sanitario de productos y servicios de su importacion y
exportacion”, en el Capitulo IV Medicamentos, Articulo 221. Se entiende por
medicamento, a toda substancia o mezcla de substancias de origen natural o
sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente
en forma farmacéutica y se identifigue como tal por su actividad farmacoldgica,

caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas (LGS, 2014).
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1.4.2 Fitofarmacos

La fitoterapia es el uso medicinal de algunas especies vegetales, también se
puede definir como el empleo de las plantas con fines curativos. Los fitofarmacos
en términos generales son medicamentos que contienen como principio activo
exclusivamente plantas, partes de plantas, ingredientes vegetales o bien,
preparaciones obtenidas a partir de ellas (Romero, 2004).

La LGS define el fitofarmaco o “medicamento herbolario” como: “Los productos
elaborados con material vegetal o algun derivado de éste, cuyo ingrediente
principal es la parte aérea o subterrdnea de una planta o extractos y tinturas, asi
como jugos, resinas, aceites grasos y esenciales, presentados en forma
farmacéutica, cuya eficacia terapéutica y seguridad ha sido confirmada

cientificamente en la literatura nacional o internacional” (LGS, 2014).
1.4.3 Remedios herbolarios

Con respecto a los remedios herbolarios, el Reglamento de Insumos para la Salud
(RIS), en su Titulo Tercero “Remedios Herbolarios”, Capitulo Unico. EI Art. 88,
considera como remedio herbolario al preparado de plantas medicinales, o0 sus
partes, individuales o combinadas y sus derivados, presentado en forma
farmacéutica, al cual se le atribuye por conocimiento popular o tradicional, el alivio

para algunos sintomas participantes o aislados de una enfermedad (LGS, 2014).

En los ultimos afios, la industria farmacéutica se ha volcando hacia el uso de los
remedios herbolarios, esto es debido a que los requerimientos administrativos de
desarrollo y comercializacion de los remedios herbolarios son muy inferiores a los

gue se requieren para un producto farmacéutico.

Como se ha mencionado, los productos de aplicacion tépica se administran sobre
la piel o mucosas, ya sea con fines terapéuticos o cosméticos, en formas
farmacéuticas de diversa naturaleza fisicoquimica, como por ejemplo; lociones,

pomadas, cremas, pastas, geles, parches, entre otros.
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En la eleccibn de la forma farmacéutica para la aplicacion topica deben
considerarse varios factores. La estabilidad y propiedades fisicoquimicas del
principio activo, el uso especifico del producto, el sitio de aplicacion y el tipo de
producto deben ser combinados en un vehiculo que libere facilmente al principio
activo cuando sea puesto en contacto con la piel (Gennaro, 2003).

Tomando en cuenta las consideraciones anteriores, a continuacién se enuncian

las caracteristicas de la forma farmacéutica propuesta en este trabajo.
1.5 Geles

El uso de los geles en la industria farmaceéutica, asi como en la cosmética se ha
incrementado debido a que satisfacen una exigencia en las preparaciones de
aplicacion topica, ya que, en general presentan buena adherencia, alto grado de
claridad, facilidad de aplicacion, remocion y uso. Asi como, proveen una liberacion
mas rapida del principio activo en comparacion con las cremas y pomadas.
(Gennaro, 2003; Fitzpatrick et al., 2009).

1.5.1 Definicion

Desde el punto de vista quimico, un gel es un sistema coloidal donde la fase
continua es solida y la discontinua es liquida, constituidos por una red
tridimensional de cadenas flexibles interconectadas e interpenetradas por el

liquido.

Presentan una densidad similar a los liquidos, sin embargo, su estructura se

asemeja mas a la de un sdlido (Leppard, 1994).

En la industria farmacéutica los geles son formas farmacéuticas de consistencia
semisdlida, destinados a ser aplicados sobre la piel 0 membranas mucosas con el

fin de ejercer accion local (Gennaro, 2003).

De acuerdo a esto, la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, FEUM,

definid gel como: “una preparacion semisdlida que contiene €l o los principios
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activos y aditivos, sélidos en un liquido que puede ser agua, alcohol o aceite de tal

manera que se forma una red de particulas atrapadas en la fase liquida” (FEUM,

2004).

Asi mismo, la Farmacopea de Estados Unidos, USP (del inglés, United States

Pharmacopeia), definié a los geles como: “sistemas semisélidos compuestos que

consisten por particulas inorganicas pequefias 0 moléculas organicas grandes

interpenetradas por un liquido” (USP, 2008).

1.5.2 Propiedades fisicoquimicas de los geles

La estructura de un gel depende de sus propiedades, por eso es necesario definir

algunas de ellas, las cuales se muestran en la Tabla 5:

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de los geles (Juvé et al., 2007 y Gennaro, 2003).

Propiedad ’ Descripcién

Imbibicion Es la capacidad de absorber liquido, hinchamiento. El liquido penetra en la
matriz del gel y aumenta su volumen. Se presenta en los geles elasticos.

Sinéresis Es la liberacion espontanea del liquido intersticial por un gel, cuando este se
contrae durante el reposo. Representa un problema en la estabilidad de los
geles.

Tixotropia Es la designacién dada para el fenémeno en el cual un coloide cambia su
viscosidad de su estado de gel para sol o sol para gel.

Viscosidad Es la resistencia que ofrece cuando se aplica una fuerza que tiende a
deformarlos.

1.5.3 Clasificacion de los geles

Los geles se pueden clasificar con base en sus diferentes propiedades, tal como

se muestra en la Tabla 6:
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Tabla 6. Clasificacion de los geles de acuerdo a sus propiedades (Juvé et al., 2007; Cortés,
2009 y Gennaro, 2003).

Propiedad
Comportamiento
frente al agua

| Clasificacion |

Descripcion

Hidro6filos 6 | Constituido por agua, glicerina, propilenglicol u otros liquidos
hidrogeles hidrofilicos. Gelificados por sustancias de tipo poliméricas,
goma tragacanto, almidon, derivados de la celulosa,

polimeros carboxilicos o silicatos de aluminio y magnesio.
Hidréfobos, | Son aceites gelificados mediante la incorporacién de aditivos
oleogeles 6 | reolégicos lipdfilos. Las bases por lo general consisten en
lipogeles parafina liquida adicionada de polietieno o por aceites

grasos gelificados por anhidrido silicico coloidal. Son
vehiculos oleosos oclusivos. Tienen una mejor
termoestabilidad y extensibilidad que los respectivos lipidos
constituyentes.

Nimero de Monoféasicos | EI medio liquido lo constituye una sola fase o liquidos
fases miscibles; agua-alcohol, solucion hidroalcohdlica, aceite, etc.
Bifasicos TOW gel | Geles transparentes obtenidos mediante
(O/IW) solubilizacién micelar de la parte oleosa de la
férmula, un emulgente que se comporta como
solubilizante. Se presentan en forma de un
sistema de cristales liquidos, transparentes y
ViSCosos que pueden incorporar activos tanto
liposolubles como hidrosolubles.
TAS gel | Geles transparentes basados en emulsiones de
(W/S) siliconas, de gran aplicacion cosmética.
Viscosidad Fluidos
Semisoblidos
Solidos
Estructura Elésticos Se obtienen por enfriamiento de un sol liéflo que al
calentarse con agua se forma el gel. Se pueden regenerar
por hidratacién. Un ejemplo es la gelatina.

No elasticos | Un gel no elastico se hace vitreo o se pulveriza y pierde su
elasticidad por secado, pueden tomar liquido sin cambio de
volumen. El ejemplo mas comun es el gel silice.

Origen y/o Animal Gelatina; se emplea para la preparacién de capsulas.
naturaleza de Mineral Bentonita y Veegum®. Se utilizan en la elaboracion de
los polimeros preparados destinados a pieles grasas.

Microbiano El de mayor utilidad es la goma de xanthan.

Vegetal Goma ardbiga, goma guar.

Semisintético

Derivados de la celulosa: carboximetilcelulosa, etilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, metilcelulosa. Se caracterizan por ser
estables en un amplio margen de pH, poseen cierta
incompatibilidad con metales, dejan residuos en la piel,
adhesivos.

Sintético

Carbomer: es un polimero del &cido acrilico y es el mas
utilizado en formulacién magistral. Su nombre comercial es
Carbopol®. Tienen buena extensibilidad y transparencia, son
poco adhesivos y no dejan residuos sobre la piel, son
estables a pH 6-11 e incompatibles con metales y
electrolitos.

TOW = Transparent Oil in Water emulsions, TAS = Transparent Aqua Silicone emulsions, O/W = Oil-Water
emulsions, W/S = water silicone emulsions.
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1.5.4 Ventajas y desventajas de los geles (Juvé et al., 2007).

En el campo de la dermofarmacia, se suelen utilizar los geles, en especial los

hidrogeles en razon de:

Su buena tolerancia cutanea.

Su caracter filmégeno, pero no oclusivo.

Su facilidad de eliminacién por lavado.

La sensacion de frescor que producen al ser aplicados sobre la piel.

Por sus caracteristicas organolépticas: transparencia (que posibilita, si
interesa, la visualizacion de microcapsulas o cristales liquidos), reologia,
extensibilidad, etc.

Los geles pueden usarse para la administracion de drogas en forma topica.

En contrapartida deben sefalarse algunos inconvenientes para su empleo, como

son:

La incompatibilidad con numerosos principios activos cuando estos
modifican el pH final de la formulacion o influyen en la estabilidad fisica de
las preparaciones.

La tendencia a la desecacion, con la consiguiente pérdida de la textura
original, ocasionada por la presencia de determinados tipos Yy
concentraciones de electrolitos, iones metalicos y/o alcohol. Para minimizar
la pérdida de agua se agregan humectantes, como el propilenglicol, la
glicerina o el sorbitol.

Su escaso poder de penetracion, que circunscribe su empleo a tratamientos
de accidn superficial. Sin embargo, los geles proveen una liberacion mas
rapida de la droga, independiente de su solubilidad, en comparacién con las
cremas 0 pomadas.

Elevado “tacking” (sensacion de pegajosidad al estar aplicado sobre la piel)

de determinados gelificantes. Dicho efecto puede reducirse mediante la
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adicion a las formulaciones de diferentes sustancias tales como mezclas de
aceites, siliconas, sustancias pulverizadas micronizadas, etc.

e La radiacion solar puede producir despolimerizaciones del gelificante con la
subsiguiente pérdida de las propiedades reoldgicas y texturales, por lo que,
debe preverse un adecuado acondicionamiento que minimice dicho efecto
(Juvé et al., 2007).

1.5.5 Estabilidad de los geles

Las propiedades fisicas y quimicas del gel seran afectadas por el orden de adicion
de los reactivos, el pH, la temperatura, la concentracion de los reactivos, los

reactivos utilizados, asi como la agitacion (Gennaro, 2003).

Ya que con el tiempo los geles pueden perder su estructura, la estabilidad de un

gel dependera de su correcta formulacion.
1.5.6 Elaboracion de geles

Los geles pueden elaborarse de diferentes maneras, la mas empleada en farmacia

es a partir de agentes gelificantes o promotores de la gelacion.

Los cuales suelen ser sustancias poliméricas organicas capaces de formar

estructuras tridimensionales en medio liquido.
1.5.6.1 Agentes gelificantes

A nivel de formulacion los agentes gelificantes pueden dividirse en dos tipos:

polimeros pH dependientes y polimeros no pH dependientes.
* Polimeros pH dependientes

La formacién del gel y consecucion de las propiedades reoldgicas caracteristicas

del mismo dependen del pH del medio externo. Dan lugar a soluciones acidas que
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al neutralizar con las bases adecuadas, aumentan la viscosidad y disminuyen la

turbidez del medio.

El mecanismo por el cual se forma el gel es el siguiente: a bajos valores de pH, se
disocia una pequefia proporcion de grupos carboxilicos del polimero, formando
una espiral flexible. La adicion de una base produce la disociacién de grupos
carboxilicos, ionizandose, creando repulsion electrostatica entre las regiones
cargadas, expandiéndose la molécula, haciendo mas rigido el sistema,
gelificAndolo. Se pasa de una estructura espiralada a una desenrollada o
extendida, ejemplo carbomero. Si se agrega un exceso de base puede producir
una pérdida de viscosidad al neutralizarse los grupos carboxilicos. El agregado de
electrolitos a estos geles, como por ejemplo cloruro de sodio, disminuye la
viscosidad, ya que los grupos carboxilicos cargados se rodean de cationes
metalicos, produciéndose una neutralizacion de cargas, impidiendo la formacién

de una matriz rigida (Juvé et al., 2007; Gennaro, 2003).
* Polimeros no pH dependientes

La gelificacion se produce con independencia del pH del medio externo (o cuando
menos en un muy amplio intervalo de pH). Gelifican por si mismos, forman
puentes de hidrégeno entre el solvente y los grupos carboxilicos del polimero,
formando una estructura polimérica entrelazada similar a una red de fibrillas y
dejando una fase continua atrapada en los intersticios de la red (ej. derivados de

celulosa).

1.5.7 Formulacién de Geles

Como se menciond anteriormente, la estabilidad de un gel dependera de su
correcta formulacion, por tanto, es necesario presentar los componentes

principales en la elaboracion de un gel, los cuales se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Componentes principales en la formulacion de un gel (Juvé et al., 2007; Cortés, 2009
y Gennaro, 2003).

\ Aditivo | Uso | Ejemplo

Principio activo Sustancia a la cual se debe el efecto EACRA-13, Aloe vera,
farmacoldgico. diclofenaco, pilocarpina,

vitamina A, E.

Agente gelificante Sustancias poliméricas organicas capaces | Carbopol, metilcelulosa,
de formar estructuras tridimensionales en carboximetilcelulosa,
medio liquido. Promueven la gelificacion. etilcelulosa,

hidroxietilcelulosa.

Agente neutralizante | Modifican la concentracion de iones NaOH, trietanolamina o

hidrégeno del gel. Unicamente se incorpora | aminometilpropanol.
a la formulacién de geles pH dependientes.

Humectantes Evitan la evaporacion del agua del Glicerina, propilenglicol o
preparado, evitan la desecacion del sorbitol.

producto sobre la piel y ayudan en la
extensibilidad.

Conservadores Evitan la carga microbiana. Metilparabeno, acido
benzoico, propilparabeno,
clorocresol.

Agentes quelantes Captacion de iones, que pueden provocar Acido citrico, EDTA.

la disminucioén de la viscosidad de los
productos.
Otros Colorantes, esencias, antioxidantes. Mentol, BHT, BHA, nitritos.

EACRA-13 = extracto acuoso CRA-13, NaOH = hidréxido de sodio, EDTA = &cido etilendiaminotetraacético,
BHT = butilhidroxitolueno, BHA = Butilhidroxianisol.

1.5.8 Elaboracion y acondicionamiento

En principio la elaboracion de formulaciones de geles es sencilla y no implica
dificultad. Para preparar geles uniformes es necesario dispersar el agente

gelificante de tal manera que no forme conglomerados con el agregado de agua.

A pequeiia escala, su preparacién requiere tiempo para garantizar la correcta
imbibicién del gelificante en el agua de la férmula en la que previamente se habra

disuelto el resto de ingredientes hidrosolubles (humectantes, activos, etc.).

Si la viscosidad del gel no es elevada, el proceso puede acelerarse mediante el
empleo de agitacion mecanica enérgica; ello comportara la incorporacién de aire
en el preparado, que podra eliminarse manteniendo el producto en reposo un
tiempo mas o menos prolongado, previo a su acondicionamiento en el envase

definitivo. Para evitar la incorporaciéon de aire y por tanto, la pérdida de una de sus
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principales caracteristicas organolépticas, la transparencia, se debera trabajar bajo

vacio (Gennaro, 2003).

1.5.8.1 Incorporacion de activos

En la incorporacién del principio activo, pueden plantearse diferentes situaciones:

Activo soluble en el medio externo del gel (agua o soluciones
hidroalcohdlicas): la incorporacién se realiza por disolucién, previa a la
incorporacion a la formula del agente gelificante.

Activo insoluble en el medio externo del gel asi como en otros solventes
hidrofilos autorizados, pero soluble en aceite u otros emolientes: la
incorporacion se realiza disolviendo el activo en la minima cantidad posible
del emoliente escogido e incorporando dicha solucién al gel previamente
formado.

Si las caracteristicas del los activos no permiten ninguna de las anteriores
opciones, se debera recurrir a la incorporacion directa del mismo en el gel
previamente formado, quedando dichas sustancias en suspension,
homogéneamente repartidas en toda la masa de la formula (Juvé et al.,
2007).

1.6 Desarrollo farmacéutico

El desarrollo farmacéutico es un conjunto de actividades que se realizan dentro del

conocimiento de la ciencia, la tecnologia y la ética profesional, destinado a obtener

el maximo aprovechamiento de un medicamento (Huerta, 2004).

El desarrollo farmacéutico se lleva a cabo en diferentes etapas, como se observa

en la Figura 7.
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1.6.1 Preformulacién

Se conoce como preformulacion al proceso dentro del desarrollo de medicamentos
qgue involucra la aplicacion de parametros fisicos, quimicos y biolégicos que
permitan analizar las propiedades del principio activo asi como de los
componentes a utilizar, con la finalidad de detectar las posibles incompatibilidades
gue se puedan presentar al desarrollar el producto.

La finalidad de llevar a cabo los estudios de preformulacion es disefiar el mejor
sistema para su aplicacion dando como resultado una formulacion estable, eficaz,
de facil administracion y segura que ademas cumpla con las caracteristicas

deseadas y con la finalidad para la cual se desea desarrollar el producto.

Para poder realizar los estudios de preformulacion es necesario primero realizar
una busqueda bibliografica para asi contar con la informacién necesaria que nos
permita conocer las propiedades fisicas, quimicas, farmacologicas y toxicologicas

del principio activo y de los posibles excipientes a utilizar.

La siguiente etapa en el desarrollo esta conformada por los estudios de
preformulacion, los cuales nos permitiran comprobar las propiedades

fisicoquimicas del farmaco.

Dentro del estudio de preformulacién se lleva a cabo la caracterizacién del
principio activo, pruebas de degradacion y pruebas de compatibilidad del farmaco
con los excipientes, estas pruebas nos proporcionaran la informacion necesaria
para llevar a cabo la formulacién mas adecuada asi como la eleccion del proceso

de manufactura mas viable (Huerta, 2004).
1.6.2 Formulacién

En esta etapa se lleva a cabo la seleccién de los excipientes, la cual se debe de

realizar tomando en consideracién la informacion derivada de los estudios de
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preformulacion. Dentro de esta etapa también se realiza la seleccion de la forma

farmacéutica a desarrollar, asi como del proceso de manufactura mas adecuado.
1.6.3 Evaluacion

La importancia de esta etapa radica en que mediante ella podremos llevar a cabo
la evaluacién de nuestro producto con la finalidad de saber si efectivamente el
producto que estamos obteniendo cumple con las caracteristicas para la cual fue
disefiado.

Las pruebas que se utilizan para llevar a cabo esta evaluacion se apoyan en

diversos métodos analiticos y de validacion existentes (Huerta, 2004).
1.6.4 Estabilidad

La estabilidad es la capacidad de un producto de permanecer dentro de las
especificaciones de calidad establecidas, en el envase que lo contiene durante su

periodo de vida util.

Los estudios de estabilidad por lo tanto, son pruebas que se efectian a un
producto por un tiempo determinado, bajo la influencia de temperatura, humedad o
luz en el envase que lo contiene, con el objeto de documentar como estos factores
afectan la calidad del producto. Asi como para poder establecer las condiciones de
almacenamiento y su vida util (NOM-073-SSA1, 2005).
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Capitulo 2. Justificacion

Las quemaduras ocupan un lugar importante en la atencion hospitalaria e
intrahospitalaria. Las quemaduras son un problema significativo de salud publica
en niflos menores de cinco afios, de las cuales el 45% de éstas ocurren en los
hogares por diversas causas. Sin embargo, no existe un tratamiento farmacoldgico
de eleccion para tratar quemaduras menores, en su lugar, se suele utilizar
remedios caseros. Actualmente, el empleo de las plantas medicinales ha permitido
establecer una fuente importante de remedios de bajo costo, accesible y que

ademas proveen remedios curativos.

Por otro lado, es necesario contar con un modelo animal que permita reproducir
las condiciones fisiopatoldgicas de las quemaduras para poder evaluar los efectos

topicos de diferentes agentes sobre la reparacion de heridas.

Por tal motivo, el objetivo de este trabajo es evaluar un gel con el extracto acuoso
CRA-13 como posible regenerador tisular en quemaduras de primer grado en
ratas cepa Wistar. El gel con el extracto CRA-13 podria utilizarse en la terapéutica
para proteger y optimizar el proceso de cicatrizacion asi como brindar un ambiente
Optimo necesario que preserve los principios fisiolégicos basicos de humedad,
calor, oxigenacién y circulacion sanguinea en el tejido dafiado en una quemadura

menor.
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Capitulo 3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar si el extracto acuoso CRA-13 contenido en un gel de uso tépico posee
actividad reepitelizante al ser aplicado sobre quemaduras de primer grado en ratas

cepa Wistar.
3.2 Objetivos particulares
En tanto que los objetivos particulares, derivados del anterior, son los siguientes:

e Obtener el extracto acuoso CRA-13 por diferentes métodos para elegir el
gue presente mejor efecto.

e Determinar la CLsy de los extractos por medio del bioensayo en Artemia
salina para evaluar cual presenta mayor bioactividad.

e Proponer una formulacion de un gel base que pueda servir como vehiculo
para el extracto acuoso CRA-13.

e Obtener un gel conteniendo el extracto acuoso CRA-13 para poder
evaluarlo en tejido vivo.

e Realizar pruebas de irritabilidad dérmica en piel de conejos para determinar
la seguridad de uso del producto elaborado.

e Desarrollar un modelo animal que genere las condiciones fisiopatologicas
de quemaduras de primer grado, asi como su reproducibilidad para poder
evaluar los efectos tépicos del gel con el extracto acuoso CRA-13 sobre la

reparacion de heridas.
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Capitulo 4. Hipétesis

Dado que en la evaluacion del extracto CRA-13 en estudios pilotos previos
present6 un efecto inmunoestimulador, se espera por lo tanto que, tenga un efecto
reepitelizante al ser evaluado en modelos de quemaduras de primer grado, en

ratas cepa Wistar.
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5.1 Esquema general de trabajo
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Figura 8. Diagrama general de trabajo.
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5.2 Materiales

A continuacion se enlistan los instrumentos, equipos y materiales utilizados en

general.

5.2.1 Instrumentos, equipos y material

Tabla 8. Lista de instrumentos, equipos y materiales utilizados.

Abatelenguas estériles N/A
Agitador de vidrio Pyrex
Agitador magnético N/A
Algodén de curacién Zuum
Balanza analitica OHAUS
Balanza granataria OHAUS
Bafio para tejidos eléctrico Lipshaw
Caja de Petri Kimax
Céamara fotografica Sony
Céamara para microscopio AxioCam ERC5S
Cerillos N/A
Cronémetro Samsung
Cubreobjetos Madesa
Embudo P.K.
Espatula cromo-niquel N/A
Estufa N/A
Estuche de diseccién Hergom
Frascos viales 5, 10, 15 mL N/A

Gasa estéril Protec
Horno Felisa 375
Jabén liguido N/A
Jeringas para insulina desechables 27G BD Plastipak
Matraces aforados de 10,100,1000 mL Pyrex
Microscopio 6ptico Carl Seizz

Microscopio 6ptico

Carl Seizz Primo Star

Microtomo

Leica RM2245

Moldes de plastico para bloques de parafina N/A

Mortero con pistilo Kimax

Navajas para rasurar Lobo/ Gillette

Papel aluminio Alupak

Papel parafilm Pechiney plastic packaging
Parrilla eléctrica Corning

Pecera N/A

Pipetas graduadas de 1, 5, 10 mL Pirex/Kimax

Piseta N/A

Pomaderas cosméticas Drogueria cosmopolita
Portaobjetos esmerilados Madesa

Probeta de 10, 50, 100, 500 mL Pirex/Kimax

Sonda esofégica de metal para rata ( 20 mm) N/A

Tela adhesiva N/A
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| Tabla 8. Lista de instrumentos, equipos y materiales utilizados (continuacion).

Tubos falcon 50 mL Corning
Vasos de precipitados de 50,100, 250, 500 y | Pirex/Kimax
1000 mL

Vidrio de reloj Kimax

Viscosimetro

Brookfield RVT 75092

N/A = no aplica

5.2.2 Reactivos quimicos

Tabla 9. Reactivos quimicos utilizados.

Reactivo Marca

Acido acexamico Recoveron C
Agua Mili-Q Millipore

Azul de toluidina Merck
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) Sigma-Aldrich
Bromuro de potasio (KBr) Sigma-Aldrich
Carbopol 940 G.R. Quiminet
Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0) Sigma-Aldrich
Cloruro de magnesio hexahidratado Sigma-Aldrich
Cloruro de potasio (KCI) Sigma-Aldrich
Cloruro de sodio (NaCl) Sigma-Aldrich
Colageno Sigma-Aldrich
Dicromato de potasio (K,Cr,O-) J. T. BAKER
Eosina Sigma

Etanol Merck

Extracto acuoso de Triticum vulgare

Fitoestimulina

Formaldehido

Merck

Gelatina Sigma-Aldrich
Glicerina Sigma-Aldrich
Hematoxilina Merck

Medio para montaje Cytoseal 60
Meloxicam Flaxol
Metilparabeno Quiminet
Parafina N/A

PBS N/A
Pentobarbital sédico Sedalphorte
Propilparabeno Quiminet
Solucién salina isoténica 0.9% (SSI) Pisa
Sulfadiazina de plata Argentafil
Sulfato de sodio (Na,SO,) Sigma

Tiras reactivas de pH HYDR101069
Trietanolamina Merck
Vitamina A,Cy E Merck

Xilol Merck

N/A = no aplica
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5.2.3 Reactivos biolégicos
5.2.3.1. Material vegetal

Material vegetal en proceso de patente, proporcionado por la M. en C. Cecilia
Hernandez Flores, Investigadora en Ciencias Médicas "A" del Instituto Nacional de
Rehabilitacion.

5.2.3.2. Animales de experimentacion

Se utilizaron crustaceos de Artemia salina de 48 h para el bioensayo de actividad y
toxicidad aguda del extracto acuoso CRA-13.

La evaluacion de irritabilidad dérmica se realizo en conejos macho (Oryctolagus
cuniculus) de raza Nueva Zelanda, sanos, con un peso de 3.0 £ 1.0 kg, sin dafio

en la piel.

Para evaluar la actividad reepitelizante del gel con el EACRA-13 se utilizaron ratas

macho (Rattus norvegicus) cepa Wistar, sanas, de 300 + 100 g de peso.

Las especies animales utilizadas fueron proporcionadas y alojadas por la unidad
de Bioterio de la Facultad de Quimica, UNAM. Los animales se mantuvieron bajo
condiciones controladas de luz, temperatura y humedad, con acceso de alimentos
y agua ad libitum, de acuerdo a la NOM-062-ZO0-1999. Especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z0OO0,
1999).

En la realizacion de este trabajo se tomaron en consideracion los procedimientos
éticos descritos en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, asi
como los principios de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) (CENAM, 2007,
NAP, 2011).
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5.3 Métodos
5.3.1 Descripcion macroscopica del material vegetal

Se llevo a cabo una inspeccion visual del material vegetal proporcionado para

determinar sus caracteristicas fisicas (color, olor y apariencia).
5.3.2 Obtencién del extracto acuoso CRA-13

La elaboracién del extracto acuoso que permitié el posterior desarrollo de los
geles, se realizo por dos métodos diferentes; estos fueron el método de infusion y

decoccion.

Para el método de infusion se pes6 8 g del material vegetal seco y molido en la
balanza analitica y se deposité en una bolsa de gasa estéril, la cual se cerré con
un hilo de algodon estéril. Se verti6 200 mL de agua destilada en un vaso de
precipitados de 250 mL y se llevo a ebullicidbn en la estufa. Posteriormente se
coloco la bolsita con el material vegetal en un vaso de precipitado de 250 mL y se
agregaron 125 mL de agua destilada en ebullicion. Se dejo reposar la infusion por
1 minuto. Finalizada la infusion se retiré del agua la bolsita que contenia el
material vegetal. Se dejo enfriar el extracto y se filtr6 por gravedad con un embudo
de vidrio y papel filtro en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. Finalmente se agregé
agua destilada c.b.p. 160 mL, para llevar el extracto a una concentracién de [50

mg/mL], correspondientes a 50 mg de material vegetal por mL de agua.

Para el método de decoccidon se pesd en la balanza analitica 8 g del material
vegetal seco y molido y se depositdé en una bolsa de gasa estéril. Se colocé la
bolsita con el material vegetal en un vaso de precipitado de 250 mL y se
agregaron 125 mL de agua destilada. Se coloco el vaso de precipitado sobre la
estufa, se llevé a ebullicién y se dejé hervir por 1 minuto. Finalizada la decoccién
se retiré del agua la bolsita que contenia el material vegetal. Se dej6 enfriar el
extracto y se filtré por gravedad con un embudo de vidrio y papel filtro en un

matraz Erlenmeyer de 250 mL. Finalmente se agregd agua destilada c.b.p. 160
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mL, para llevar el extracto a una concentracion de [50 mg/mL], como se muestra

en la Figura 9.
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Figura 9. Diagrama de flujo de la obtencion del extracto acuoso CRA-13.
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5.3.3 Evaluacién de la toxicidad del extracto acuoso CRA-13 mediante el
ensayo de toxicidad aguda en Artemia salina

El ensayo de toxicidad en Artemia salina se basa en la posibilidad de causar la
muerte de larvas de este crustaceo cultivadas en el laboratorio. Este método fue
propuesto por Michael en 1956 y posteriormente desarrollado por Vanhececke
(1981), Sleet y Brendel (1983) con el propdsito de contar con una herramienta Util
y sencilla para la determinacién de toxicidad (Bustamante, 2012).

Este método, en el cual se determina el valor de la concentracion letal media
(CLsp) de compuestos y extractos en medio salino, actualmente se considera una
herramienta atil para la evaluacion preliminar de la toxicidad de extractos de
plantas, metales pesados, la deteccion de toxinas de hongos y cianobacterias, asi
como la deteccion de distintos tipos de actividad biologica y para aislar e identificar
sustancias vegetales bioactivas (Gonzalez-Pérez, 2001; Sanchez et al.,, 2005 y
Cortés, 2005).

El bioensayo se llevé a cabo de la siguiente manera: se prepar0 previamente
medio para Artemia salina (agua de mar artificial) de acuerdo a la siguiente
férmula: para 1L, se disolvié en agua destilada 23 g de NaCl, 11 g de MgCI-6H-0,
4 g de Na,S0Oy4, 1.3 g de CaCl,-2H,0 y 0.7 g de KCI. Se ajusto el pH de la solucion
a 9.0 con Na,COs. Se realizé el montaje del equipo para la eclosion de los huevos,
él cual consistid en una camara de vidrio de 2 compartimentos (uno oscuro y el
otro iluminado por una lampara de 18 W colocada a una altura aproximada de 30

cm).

Para la eclosién de los crustaceos. Se agregd el medio para Artemia salina
previamente esterilizada en la camara de vidrio y se oxigend por 15 minutos
previos a la colocacion de los huevecillos. Se adicion6 0.1 g de huevecillos por
cada litro de agua de mar artificial. Se mantuvo aeracion constante, temperatura
de 28°C y pH = 9.0 durante el tiempo de incubacién para garantizar la eclosién de

los crustaceos (24h).
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Para el ensayo de toxicidad aguda, se distribuyeron los grupos experimentales de

la siguiente manera:

Grupo 1. Control positivo. K2Cr,0O7 [1, 10, 100 y 1000 ppm]
Grupo 2. Control negativo. Agua Milli-Q
Grupo 3. EACRA-13inf[1, 10, 100 y 1000 ppm]

Grupo 4. EACRA-13 coc [1, 10, 100 y 1000 ppm]

Se coloco 2 mL del medio de cultivo y se introdujeron 10 nauplius por frasco vial

mas la muestra a evaluar. Se realizo el ensayo por triplicado.

Se incubaron los crustaceos por 24 h a 28°C y pH = 9.0. Transcurrido el tiempo de

incubacion se contd el numero de sobrevivientes por vial.

Con los datos obtenidos se realizaron las graficas correspondientes para cada
muestra y se calculé la concentracion del extracto a la cual se produjo la muerte
del 50% de larvas de A. salina, es decir, la concentracion letal 50 o CLso, esto se
realiz6 empleando el método de Reed-Muench (Figura 10). Se consider6 que los
extractos eran bioactivos cuando presentaran una CLso <500 ppm (Sanchez et al.,
2005).
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Figura 10. Diagrama de flujo del ensayo de toxicidad aguda en Artemia salina.
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5.3.4 Propuesta de formulacién de un gel con el extracto acuoso CRA-13

Para fines de este trabajo se requirid proponer una formulacién bésica de un gel
de uso tépico que pudiera servir como vehiculo para el extracto acuoso CRA-13
de modo que, éste pudiera ser aplicado sobre los animales de experimentacién y
asi poder evaluar su actividad reepitelizante, por este motivo, no se realiz6 un
desarrollo formal de un gel de uso tépico. A continuacidbn se describen las
actividades llevadas a cabo.

5.3.4.1 Disefio del gel con el extracto acuoso CRA-13

Para la elaboracion del gel con el extracto acuoso CRA-13 se necesito plantear

previamente las caracteristicas fisicoquimicas y de uso del producto a obtener.

En la Tabla 10 se muestran las especificaciones de calidad del producto a
elaborar:

Tabla 10. Especificaciones de calidad del producto a elaborar.

Caracteristica Especificacién

Apariencia Gel, semisdlido, viscoso, suave al
tacto, uniforme y libre de
particulas extrafias.

Color Amarillo claro.

Olor Caracteristico de la planta.

pH (20°C) 5.0-6.0

Viscosidad (20°C) 2800-3600 cps

(Brookfield RTV, aguja N.6)

Uso Facil de dispersar, sensacién no
grasosa o pegajosa.

cps = Centipoise
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5.3.4.2 Preformulacion
5.3.4.2.1 Caracterizaciéon del principio activo

Se llevé a cabo una evaluacién sensorial del material vegetal y del extracto acuso,
a fin de determinar sus caracteristicas fisicas y quimicas: apariencia, color, olor y
pH.

5.3.4.2.2 Estudio de compatibilidad de materias primas

Para la eleccion de los excipientes idoneos para la elaboracion de un gel de uso
topico se tomaron en consideracion los resultados del estudio de compatibilidad y
solubilidad de materias primas para el desarrollo de un gel base de uso topico,
tomado del trabajo de Marquez-Ramirez, 2004.

Con base en los resultados obtenidos de Marquez-Ramirez, se seleccionaron los

siguientes excipientes y aditivos para la elaboracion del gel base (Tabla 11).

Tabla 11. Excipientes y aditivos seleccionados para la formulacion.

Excipiente o aditivo Funcion

Colageno Activo hidratante

Vitamina A, CYy E Activos antioxidantes

Carbopol 940 Agente gelificante
Trietanolamina Agente neutralizante (base débil)
Metilparabeno, Propilparabeno Conservadores

Glicerina Humectantes

Agua Solvente

5.3.4.3 Formulacién

Empleando los excipientes seleccionados en la etapa de Preformulacion, se
elaboré la formulacion de una base de gel de uso topico, la cual estaba

conformada por los siguientes componentes (Tabla 12):
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Tabla 12. Excipientes y aditivos utilizados en la formulacion de
la base de gel.

Excipiente o aditivo Funcion % en formulacion
Vitamina A Antioxidante 0.50
Vitamina C Antioxidante 0.50
Colageno Hidratante 0.50
Vitamina E Antioxidante 0.25
Carbopol 940 Agente gelificante 2.00
Glicerina Humectante 0.50
Metilparabeno Conservador 0.25
Propilparabeno Conservador 0.25
Trietanolamina Agente neutralizante C.S.
(base débil)
Agua Vehiculo c.b.p. 100.00 g
EACRA-13 = extracto acuoso CRA-13, c.s. = cantidad suficiente, c.b.p. = cuanto
baste para.

Empleando esta formulacion de gel base, se propusieron diez formulaciones

diferentes, ocho con el extracto acuoso CRA-13y dos unicamente con la base.

5.3.4.4 Elaboracién del gel con el extracto acuoso CRA-13

La metodologia que se muestra a continuacion describe Unicamente el proceso de
elaboracién del gel en general, el proceso de fabricacion de las diez formulaciones
propuestas contiene variantes, dependiendo de los excipientes utilizados y su

contenido en la formulacion.
Se verifico el orden y limpieza de los equipos, materiales y areas de trabajo.

En un vaso de precipitados de 250 mL se verti6 100 mL de agua destilada y se
adicion6 por completo el polimero gelificante (Carbopol 940), se agité constante y
vigorosamente con una varilla de vidrio, durante aproximadamente 5 minutos,
posteriormente se tapd el vaso de precipitados con papel parafim y se dejo

reposar durante 24 h.

Por otro lado, en un vaso de precipitados de 250 mL se verti6 50 mL de agua
destilada y se adiciond el propilparabeno, se calentd ligeramente en la parilla
hasta que alcanzd una temperatura entre 60-65°C manteniendo una agitacion

suave y constante con una varilla de vidrio hasta que alcanzé su solubilizacion;
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posteriormente se adiciond el metilparabeno y se solubilizé de igual forma, se
retird la mezcla del calentamiento y se reservo hasta su uso (Mezcla 1).

En un vaso de precipitados de 250 mL se adicion6 uno a uno los siguientes
ingredientes: colageno, vitamina A, vitamina E y glicerina. Se mezclaron los
ingredientes completamente utilizando una varilla de vidrio en forma suave y

constante. Se reservé la mezcla hasta su uso (Mezcla 2).

En otro vaso de precipitados de 100 mL se adicioné el extracto de prueba y la
vitamina C (acido ascérbico), se mezclo en forma suave y constante hasta la

incorporacion total (Mezcla 3).

Por otro lado, en un vaso de precipitados de 1 L se verti6 500 mL de agua
destilada y se calentd en la parilla hasta que alcanzé una temperatura entre 70-

80°C. Se retir6 del calentamiento y se reservé hasta su uso.

En un vaso de precipitados de 1 L se incorporaron las mezclas 1, 2 y 3 asi como la
dispersion coloidal previamente obtenida. Se mezcld constante y vigorosamente
con una varilla de vidrio hasta la incorporacion de todos los ingredientes. Se

adicion6 agua caliente (70-80°C) hasta que alcanz6 un volumen de 400 mL.

Posteriormente se sometid el producto obtenido a agitacidbn con ultraturrax,
adicionando cantidad suficiente de trietanolamina, hasta que alcanz6 un pH entre
6.0-7.0.

Se dejé enfriar el producto obtenido, posteriormente se envasé y se etiqueto

adecuadamente (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama de flujo de la elaboracién del gel con el EACRA-13.
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5.3.4.5 Pruebas de calidad del gel con el extracto CRA-13

Con el objeto de garantizar la calidad de los productos fabricados, es necesario
gue cumplan con las especificaciones establecidas en el disefio y saber si éstas
son las requeridas para su funcion y uso. Por lo anterior es preciso determinar las

propiedades fisicoquimicas del gel a evaluar (ANVISA, 2005).
Los parametros que se evaluaron fueron los siguientes (Figura 12):

e Propiedades organolépticas: aspecto, color, olor.

e Propiedades fisicoquimicas: pH, viscosidad.
5.3.4.5.1 Determinacion de propiedades organolépticas

Se llevo a cabo una evaluacion sensorial de los geles elaborados, a fin de

determinar sus caracteristicas fisicas: apariencia, color, olor y textura.
5.3.4.5.2 Determinacion de propiedades fisicoquimicas
5.3.4.5.2.1 Determinacion del pH

El pH es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucion. El pH indica la
concentracion de iones hidronio [H30"] presentes en determinadas sustancias
(Brown et al., 2006).

La piel humana tiene un pH superficial de alrededor de 5,5. El pH de los productos
de aplicacion tépica en general, no debe diferir mucho del pH de la piel, si este
valor es modificado puede ocasionar irritacion sobre la piel (Martinez-Fraga,
2012).

Con base en lo anterior, se debe mantener un valor adecuado de pH en el gel
propuesto, tanto para que el producto no resulte dafiino para la piel, asi como para
gue las variaciones de pH no cambien la estructura quimica de alguna sustancia

en la formulacion, promoviendo inestabilidad del gel.
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La determinacion de pH se realizé de acuerdo al modo de empleo especificado por
el fabricante del papel indicador de pH.

Primero se verificd el orden y la limpieza de los materiales y area de trabajo. Se
tomo la longitud necesaria de papel indicador y se introdujo durante 1 segundo a
una profundidad de 1-2 cm en la muestra del gel a evaluar. Finalmente, se
clasificé dentro de 10 segundos la coloracion con la escala colorimétrica y se leyé
el correspondiente valor del pH (pH éptimo 5-6).

5.3.4.5.2.2 Determinacion de la viscosidad

Esta prueba esta basada en la medicion de la resistencia que ofrece un fluido,
cuando se le aplica una fuerza que lo induce al movimiento, bajo condiciones
establecidas. Esta prueba se llevo a cabo segun lo especificado en el MGA 0951,
FEUM 8" edicion.

Antes de la prueba se verificd el correcto funcionamiento del viscosimetro

Brookfield RV, asi como el orden y limpieza del area de trabajo.

Se verti6é la muestra a evaluar en su contenedor correspondiente, él cual consistio
en pomadera de cloruro de polivinilo (PVC) con tapa. Posteriormente la muestra
se introdujo en un bafio Maria y se equilibré la temperatura a 20°C. Una vez
estabilizada la temperatura, se seleccion6 el nimero de aguja indicada (N.6) y las
rpm (50).

Se introdujo la aguja en la muestra de manera inclinada para evitar la formacion
de burbujas; se encendid el viscosimetro y se dej6 funcionando entre 30 a 60
segundos. Al término de este tiempo, se oprimid el embrague para detener la
escala y se registré la lectura sefialada, dicha operacion se realizé por triplicado y

después se promediaron las lecturas.
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La lectura promedio obtenida se multiplicé por el factor correspondiente de la tabla

adjunta al aparato (Anexo 1), para asi obtener la viscosidad absoluta de la
muestra en centipoises (cps).

Inicio

Verificar limpieza de

areas, equipo y material

Identificacién de las

muestras
v v v
Propiedades H . .
organolépticas p Viscosidad
Apariencia, color, olor, Medir con tiras Verificar funcionamiento del
textura reactivas de pH viscosimetro Brookfield RV
DH 5:6 Vaciar muestra en

contenedor correspondiente

Introducir en el bafio Maria.
Equilibrar temperatura

Seleccionar nimero de
agujay rpm.

Introducir aguja en la
muestra

v

Encender viscosimetro. ~ Registrar lectura.
Dejar funcionando 30-60 s » Realizar por triplicado.

Figura 12. Diagrama de flujo de la determinacion de las propiedades fisicoquimicas del gel
con el extracto acuoso CRA-13.
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5.3.5 Prueba de irritacion en piel de conejos

Los productos farmacéuticos de uso tépico son formulaciones que contienen
ingredientes que pueden causar lesiones en la piel, por lo tanto, es importante

comprobar que su contenido sea inocuo y seguro para el usuario.

Esta prueba se realizé con la finalidad de asegurar el uso confiable del producto
por el consumidor, descartando asi posibles reacciones inflamatorias locales que
pudieran presentarse durante su aplicacién, de acuerdo a lo establecido en la
NOM-039-SSA1-1993 y el MGA 0515. Irritabilidad en piel de la FEUM 8" edicion.

Se verifico el orden y limpieza de los materiales y areas de trabajo. 24 horas
previas a la realizacion de la prueba, se rasuro el dorso de los conejos, desde la
region escapular a la lumbar, a un lado y otro de la columna vertebral. Sin lesionar

la piel.

El dia de la prueba se aplicé 0.5 mL del material de prueba directamente en el
dorso de cada animal, cubriendo la zona de prueba con un parche de gasa
quirdrgica de 2 x 2 cm y sujetandolo con cinta adhesiva. Se consider6 como

control cualquier otra area de la piel en esa zona.

Se coloco a cada animal en un cepo para minimizar sus movimientos durante la
prueba. Transcurridas 4 horas, se saco a los conejos de los cepos y se removié el

parche, eliminando los restos del material de prueba con una toalla hUmeda.

Se evaluo el sitio de prueba, a los 30 y 60 minutos después de removido el
parche, a las 24 y 72 horas de iniciada la prueba, de acuerdo a la escala de

evaluacion de eritema y edema presente en el Anexo 2.

Una vez obtenidas las lecturas de eritema y edema, se promedio por separado las
calificaciones de las evaluaciones para los tres animales. A partir de estos

promedios, se calculé el indice de irritacion primaria.
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De acuerdo al indice de irritacion primaria, se clasificé al producto en una de las
categorias descritas en el Anexo 2 (Figura 13).

Inicio ; ; L Rasurar el dorso
<—>—> Seleccionar 3 conejos 24 h antes de la prueba

\

Dia de prueba

\

Aplicar el material de prueba
directamente (0.5 mL)
en el dorso de cada animal

\

Cubrir la zona de prueba
con un parche de gasa
y sujetar con tela
adhesiva

v

Colocar a cada animal en
un cepo

v

Transcurridas 4 h remover
el parche y limpiar la zona
con toalla himeda.

v

Evaluar el sitio de prueba a los
30 y 60 min después de
remover el parche y a las 24
y 72 h de iniciada la prueba

v

Registrar y analizar resultados )
segln el Anexo 2 Fin

Figura 13. Diagrama de flujo de la prueba de irritacidon en piel de conejos.
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5.3.6 Estandarizacion del modelo de quemadura en rata

El uso de modelos experimentales animales permite introducir y manipular
variables con el fin de dar respuesta a problemas planteados (Leo6n et. al., 2009).
Por ejemplo, para reproducir las condiciones fisiopatologicas de las quemaduras,
es necesario contar con un modelo animal que permita evaluar los efectos topicos
de diferentes agentes sobre la reparacién de heridas. La literatura menciona
diferentes técnicas para producir quemaduras con fines experimentales, las
cuales, en muchos de los casos, una vez probadas, no son reproducibles ni
fiables. Es por esto que, se tuvo que buscar otros métodos y modelos animales,
para inducir las quemaduras de manera que se generen las condiciones

fisiopatoldgicas de las quemaduras, asi como su reproducibilidad.
5.3.6.1 Modelos de quemaduras

Para producir quemaduras de primer grado se evaluaron 3 diferentes modelos:
guemadura por escaldadura con agua, quemadura por escaldadura con cera y

guemadura térmica con cerillo.

Se verificd el orden y limpieza de los materiales y areas de trabajo. Los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sodico (40 mg/kg) via IP. Se rasuré la
region dorso-escapular y se provocaron en condiciones asépticas las lesiones.
Después del procedimiento de quemadura se les administré analgésico Meloxicam
(2 mg/kg) via SC. Las lesiones se evaluaron macroscopicamente y

microscopicamente mediante un estudio histopatolégico.
5.3.6.1.1 Modelo de quemadura con agua

Una vez anestesiados y rasurados los animales, se delimitd el area de la piel a
lesionar, con gasa quirurgica. Se dejo caer gotas de agua hirviendo, sobre la piel
del animal, mediante una jeringa con canula de metal (para mantener constante la

temperatura del agua), y se mantuvo el agua sobre la piel por un tiempo
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cronometrado de 5 segundos. Transcurrido el tiempo de exposicion, se seco y
limpié la herida con SSI.

5.3.6.1.2 Modelo de quemadura con parafina

Se delimité con gasa quirargica el area de la piel a lesionar de los animales
previamente anestesiados y rasurados. Se calent6 a bafio Maria la parafina hasta
su fundicion y se dejo caer gotas de parafina derretida sobre la piel del animal
mediante una jeringa sin aguja y se mantuvo sobre la piel hasta que solidific6. Una

vez solidificada la parafina se retir6 con unas pinzas y se limpié la herida con SSI.
5.3.6.1.3 Modelo de quemadura con cerrillo

Se anestesido y se rasur0 previamente el dorso de los animales, segun lo
especificado anteriormente, se puso en contacto la piel del animal con la flama de
un cerillo a una distancia de 1 cm durante 3 segundos. Transcurrido el tiempo de

exposicion se limpid la herida con SSI.

5.3.7 Evaluacion de la actividad reepitelizante del gel con el extracto acuoso
CRA-13

Para la evaluacion de la actividad reepitelizante, se utilizaron los modelos de
guemadura en rata cepa Wistar propuestos. Se utilizd una N = 10 ratas en forma
aleatoria y se distribuyeron en 3 grupos experimentales de la siguiente manera
(Figura 14):

Grupo |: Control negativo. Evolucion espontanea sin tratamiento.

Grupo II: Control positivo. Tratamientos de referencia (Fitoestimulina® [Extracto
acuoso de Triticum vulgare], Recoveron C® [acexamato de sodio] y Argentafil®

[Sulfadiazina de plata]).

Grupo llI: Gel con el EACRA-13.
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GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il SSI= solucioén salina isoténica
Control Tratamientos Tratamiento F= Fitoestimulina®
de referencia gel EACRA-13 R=Recoveron®
N=1 N=3 N=6 S= Sulfadiazina de plata
(Argentafil®)
Ceralagualcerillo Ceral/agualcerillo (E:gi-RﬁS-1 3= Bxtracto acuoso

C- =control negativo

Cera GEL| GEL

Agua

GEL| GEL

Cerrillo GeL| GEL

Figura 14. Distribucion de los grupos experimentales para la evaluacion de la actividad
reepitelizante del gel con el EACRA-13.

Inmediatamente después de practicadas las lesiones se procedié a la aplicacion
de los tratamientos empleados. Se verifico el orden y la limpieza de los materiales
y areas de trabajo. Se pesé y marcd a los animales y se anestesiaron con
pentobarbital sédico (40 mg/kg) via IP. Una vez anestesiados los animales, se
rasuro la region dorso-escapular de cada animal. Una hora antes de realizar las
guemaduras se administré el analgésico Meloxicam (2 mg/kg) via SC, y después

cada 24 h, durante 3 dias.

Los animales se dividieron en los grupos experimentales y se procedio a realizar
las lesiones de quemaduras, segun los modelos antes propuestos. Después de
practicadas las lesiones, se aplicaron los tratamientos via topica sobre la lesion,
segun el grupo experimental a evaluar (Figura 14). La aplicacion de los
tratamientos se realizé cada 12 h por 5 dias (hasta que la herida sand). Llevando
un registro diario del estado clinico de los animales. Se consideré que la herida

habia sanado con el resurgimiento del pelo.
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El dltimo dia de tratamiento, se realiz6 eutanasia a todos los animales, mediante
camara de CO,. Inmediatamente después, se tomd una muestra del tejido a

evaluar por escision quirdrgica para el estudio histopatolégico (Figura 15).
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Y v Y
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N=1 N=3 N=6
_ contro_l tratamientos de gel con EACRA-13
sin tratamiento referencia v

v

Realizar quemaduras
(agua, cera, cerillo)

\

Aplicar tratamientos
por 5 dias

\/

Eutanasia de animales.
Tomar muestra de la lesion

—

Fin

- Histopatologia

Figura 15. Diagrama de flujo de la evaluacion de la actividad reepitelizante del gel con el
extracto acuoso CRA-13.
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5.3.7.1 Procesamiento y evaluacién histopatolégica

Un tejido es un conjunto de células similares, con un origen embrionario comun y
funciones también comunes, que realiza actividades especializadas. Distintos

tejidos se asocian entre si para formar los érganos (Tortora, 2008).

La histologia es la ciencia que estudia los tejidos, la cual es una disciplina
eminentemente descriptiva basada en la observacién mediante microscopio de los
distintos tipos de tejidos. La mayoria de los cuales, son incoloros y por ello se

requiere tefiirlos para observar sus caracteristicas morfologicas.

Los colorantes usados son normalmente hidrosolubles y se caracterizan por unirse
a ciertas moléculas presentes en los tejidos gracias a afinidades quimicas. Una de
las tinciones mas utilizada en histologia, es la tincion hematoxilina-eosina sobre
cortes de parafina, tiiendo tanto al nucleo (morado) como al citoplasma (rosa).
Otra tincion utilizada es con el colorante azul de toluidina, el cual es usado para

tincion nuclear en cortes histologicos (Ross, 2007; Vigo, 2013).

El procesamiento y evaluacion histopatologica se llevd a cabo de la siguiente
manera: después de realizarse el estudio de la actividad reepitelizante, se tomd
una muestra de tejido por escision quirargica de las lesiones a evaluar de todos

los grupos experimentales.

Se realiz6 la fijacidbn de las mismas en formaldehido al 10% por 24 horas,
procesandose por la técnica clasica de inclusién en parafina; las muestras se
cortaron en un microtomo a cinco micras de espesor, coloreandose con

hematoxilina-eosina (HE) y azul de toluidina (AT) (Figura 16).
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Las observaciones histopatoldgicas se realizaron por microscopia oOptica a través
de un microscopio Optico a 10 (10X) y 40 (40X) aumentos, donde se evalud la
continuidad del epitelio, edema, estrato basal, dafio en la dermis e hipodermis,

presencia de costra y reconstruccion epidérmica (Figura 17).

Figura 16. Procesamiento histopatolégico. A) Bloque de parafina con muestra;
B) Microtomo; C) Corte en microtomo; D) Colocacion del tejido en portaobjetos;
E) Tincién; F) Desparafinizacion e hidratacién; G) Observacién al microscopio.
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Figura 17. Diagrama de flujo del proceso histopatolégico.
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Capitulo 6. Resultados

6.1 Descripcion macroscoOpica del material vegetal

La descripcion de las caracteristicas fisicas del material vegetal y del extracto

acuoso se muestra en la Tabla 13:

Tabla 13. Descripcion macroscépica del material vegetal.

\ Material vegetal ] Descripcion |
CRA-13 Polvo fino, seco y molido. Color verde
oscuro. Olor caracteristico de la planta.
EACRA-13 inf Solucioén color café oscuro-rojizo. Olor

caracteristico de la planta. Homogénea,
sin particulas suspendidas.

pH =6

EACRA-13 coc Solucién color café oscuro-rojizo. Olor
caracteristico de la planta. Sin particulas
suspendidas. Homogénea.

pH=6

EACRA-13 = extracto acuoso CRA-13; inf = método de infusion; coc = método de
decoccion.

6.2 Evaluacion de la toxicidad del extracto acuoso CRA-13 mediante el

ensayo de toxicidad aguda en Artemia salina

Se muestran en la Figura 18 las graficas correspondientes para cada muestra
evaluada, donde se observa la relacion de las frecuencias acumuladas de los
crustaceos de A. salina vivas contra las muertas, con respecto al logaritmo de la
concentracion, obteniéndose asi la concentracion letal media (CLso), por el método
de Reed-Muench. Para el dicromato de potasio (control positivo) se obtuvo una

CLso de 24.2 ppm (24.2 pg/mL) mientras que para el EACRA-13 por el método de
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decoccidn y para el EACRA-13 por el método de infusion, se obtuvo una CLso de
398.1 ppm (398.1 pg/mL) y 402.7 ppm (402.7 pg/mL) respectivamente.
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Figura 18. Determinacién de la CLggpor el método de Reed-Muench; A) K,Cr,07 (control
positivo); B) EACRA-13 por el método de decoccion; C) EACRA-13 por el método de infusién.
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6.3 Propuestas de formulacién del gel con el extracto CRA-13

En la Tabla 14 se muestran las diferentes propuestas de formulacion para elaborar

100 g de gel de uso topico.

Tabla 14. Propuestas de formulacion del gel.

Excipiente o N. de formulacion (% p/p)
aditivo

EACRA-13coc | ------ 5.00 | ------ 5.00 | ------- 5.00 | ----- 500 | - | -
EACRA-13inf | - | ------ 5.00 | ------ 5.00 | ------ 5.00 | ------ 500 | -----
Vitamina A 050 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50
Vitamina C 050 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50
Colageno 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50

Vitamina E 025 | 025 | 0.25 | 0.25 | 0.25 | 025 | 025 | 0.25 | 0.25 | 0.25
Carbopol 940 2.00 | 200 | 2.00 | 2.00 | 2.00 | 2.00 | 2.00 | 2.00 | 2.00 | 2.00
Glicerina 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50 | 0.50
Metilparabeno 0.25 | 0.25 | 0.25 | - | - 0.25 | 0.25 | === | ---m-- 0.25
Propilparabeno | 0.25 | 0.25 | 0.25 | ---—-- | ------ 0.25 | 0.25 | === | ---e-- 0.25
Trietanolamina | c.s. C.S. C.S. C.S. C.S. C.S. C.S. C.S. C.S. C.S.

Agua 95.25 | 90.25 | 90.25 | 90.75 | 90.75 | 90.75 | 90.75 | 91.25 | 91.25 | 95.75

EACRA-13 = extracto acuoso CRA-13, c.s. = cantidad suficiente.

6.3.1 Pruebas de calidad

Con el fin de garantizar la calidad de los productos elaborados, es necesario que
cumplan con las especificaciones establecidas en el disefio. Por lo anterior se
determinaron sus propiedades fisicoquimicas y se evalué si estas cumplian o no

con las especificaciones de disefio.
Para tal fin se definié la siguiente escala de evaluacion:

v = Aceptable, x = Inaceptable
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En la Tabla 15 se muestra el comparativo de los resultados de las pruebas de
calidad de los geles elaborados.

Tabla 15. Evaluacion de las especificaciones de calidad de las formulaciones.

Caracteristica N. de formulacién
de diseiio
Apariencia v v v v v v X v X v
Color v v v v X v v v X v
Olor v v v v v v v v v v
pH v v v v v v v v v v
Viscosidad v v v v v v x v v v
Uso (facil de
dispersar,
sensacion v v x v v v v v x v
no grasosa o
pegajosa)
Evaluacion Se Se Descartada | Se Descartada | Se Descartada | Se Descartada Se
acepta | acepta | por dejar acepta | por acepta | por baja acepta | por baja acepta
sensacion diferencia viscosidad. consistencia
pegajosa enla y diferencia
en la piel coloracién enla
coloracion

v/ = Aceptable , x = Inaceptable

6.4 Prueba de irritacion en piel de conejos

Los resultados de la prueba de irritacion en piel de conejos de los geles
evaluados, se muestran en las Tablas 16 ,17 y 18. Estos resultados se obtuvieron
segun lo especificado en la NOM-039-SSA1-1993 y el MGA 0515 de la FEUM 8%

edicion, presentado en el Anexo 2.
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Tabla 16. Evaluacion de la presencia de eritema en la piel de conejos.
Reaccion Eritema
cuténea
Conejo _—_ Promedio
et o el S e S e
exposicion (h)

Muestra (Gel)

OO0 |0|0|0|0|0|0|o|o|o
OOk |O|0|0|0|0|0|0|0o|o
OOk |O|0|0|0|0|0|0|0o|o
OO0 |O0|0|0|O0|0|0|o|o|o
OO0 |O0|0|0|O0|0|o|o|o|o
OO0 |0O|0|0|0|0|0|o|o|o
OO0 |0O|0|0|0|0|0|o|o|o
OO0 |0O|0|0|O0|0o|O0|o|o|o
OO0 |0O|0O|0|O0|0|0|o|o|o
OO0 |0O|0|r|O|O|O0|0O|o|o
O |O|0O|0|0|O0|O0|O0|O0O|o|o
OO0 |0O|0|0|0O|O0|O0|o|o|o

12(SSI)

SSI = solucién salina isoténica; h= horas.

Tabla 17. Evaluacion de la presencia de edema en la piel de conejos.
Reaccibn Edema
cuténea
Conejo ___ Promedio
Dl el i il
exposmon (h)

Muestra

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

O|0O|O0|O0|0O|0|0|0|0|o0|o|o
O|O0|O0|O0|0O|0|0|0|0|o|o|o
O|O0|O0|O0|0O(r|O|0O|O0|0|0|0o
OOOOOOOOOOOO
OOOOOOOOOOOO
O|0O|O0|O0|0O|0o|0|0|o|o|o|o
O|0O|O0|O0O|0O|0o|0|0|o|o|o|o
O|O0O|O0|O0O|0O|0o|0|0|o|o|o|o
O|O|O0|O0|0O|o|0|0|0o|o|o|o
O|O0O|O0|O0|O|0o|0|0|0|o|o|o

OOOOOOOOOI—‘OO

12(SSI)

SSI = solucién salina isoténica; h = horas.

A partir de los resultados mostrados en las Tablas 16 y 17, se calcul6 el indice de
irritacion primaria de cada uno de los geles, para posteriormente clasificar a los

productos como se muestra en la Tabla 18.
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Tabla 18. indice de irritacion primaria y clasificacion de los geles evaluados.

Muestra (gel) | 1P | Clasificacion
1 0.00 No irritante
2 0.00 No irritante
3 0.04 No irritante
4 0.00 No irritante
5 0.00 No irritante
7 0.08 No irritante
8 0.00 No irritante
9 0.00 No irritante
10 0.08 No irritante
11 0.04 No irritante

IIP= indice de irritacion primaria.

En la Figura 19, se muestra la evolucion de la prueba de irritacion en piel de
conejos, donde se puede apreciar que no hay presencia de edema, ni eritema en
la piel del conejo evaluado, corroborando asi los resultados presentados en las
tablas anteriores.

Figura 19. Prueba de irritacion en piel de conejos. A) Inicio de la prueba; B) Evaluacién alos
30 min; C) 60 min; D) 24 h y E) 72 h después de iniciada la prueba.
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6.5 Estandarizacion del modelo de quemadura en rata

Para determinar el grado o el tipo de quemadura que se generaba con los
diferentes modelos de quemadura propuestos, se realiz6 una evaluacion
macroscopica y una microscopica de las lesiones. Los resultados obtenidos fueron

los siguientes:

6.5.1 Evaluacion macroscoépica de las lesiones provocadas por los diferentes
modelos de quemaduras

En la evaluacion macroscoépica, la Figura 20A muestra la piel intacta y rasurada
del animal (control), mientras que la Figura 20B muestra la distribucién y
comparacién de los diferentes modelos de quemadura propuestos. En el caso del
modelo de quemadura con parafina, en la Figura 20C se puede observar que se
generd una lesion de caracteristicas delimitadas (eritema, piel deshidratada, sin
presencia de flictenas y con grado de lesion superficial), correspondientes a una
guemadura de primer grado.

Figura 20. Lesiones provocadas por los diferentes modelos de quemadura.
A) Piel intactay rasurada del animal; B) Diferentes modelos de quemadura; C)
Quemadura con parafina; D) Quemadura con agua; E) Quemadura con cerillo.
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El modelo con agua provocé una lesion de caracteristicas similares a las
provocadas por los otros modelos, sin embargo, a partir del tercer dia se observo
la presencia de ampolla o flictena sobre la piel (Figura 21). El modelo de
guemadura con cerillo, ocasiond una lesion eritematosa muy definida, seca y sin

flictena (Figura 20E).

En la Figura 21, se muestra la evolucion de las lesiones provocadas por los
diferentes modelos de quemadura, donde se observa que al dia diez, las lesiones

estaban recuperadas con la presencia de pelo y sin escara.

Figura 21. Evolucion de las lesiones provocadas por los diferentes modelos de

quemadura. 1 = Piel intacta; 2 = Quemadura con parafina; 3 = Quemadura con agua;
4 = Quemadura con cerillo.
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6.7.2 Evaluacién microscopica de las lesiones provocadas por los diferentes
modelos de quemaduras

En cuanto a la evaluacion microscopica, la Tabla 19 muestra los resultados del
analisis histoldgico realizado a las lesiones provocadas por los diferentes modelos
de quemaduras, en donde se muestran las fotografias de los cortes histoldgicos,
los cuales fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (HE) y azul de toluidina (AT)
y observados al microscopio a 10 y 40 aumentos (10X y 40X).

Tabla 19. Evaluacion histopatolégica de los diferentes modelos de quemaduras.

Muestra HE 40X AT 10X AT 40X Observaciones

Se pueden observar las
diferentes capas de la piel. La
epidermis presenta una fina
capa de queratina que
constituye el estrato cérneo. Las
capas de la epidermis son
claramente distinguibles. En el
limite entre epidermis y dermis
se observan las crestas
epidérmicas y las papilas
dérmicas. Se aprecian foliculos
pilosos y glandulas sebaceas. No
hay presencia de edema, ni de
infiltracion celular.

Piel intacta

Quemadura _’,’7%{“ WU | T it Y Se observa la destruccién de la
con agua b 7 H o : ' | ‘? epidermis, conservando algo de

e Vol estrato basal. Sin dafio en
dermis e hipodermis.

TR P
:o)

Lesion a nivel de la epidermis,
conservando el estrato basal. Sin
dafio en dermis e hipodermis.

Quemadura
con parafina

Se observa la destruccién de las
capas superficiales de la
epidermis, manteniéndose el
estrato de Malpighi (estrato
basal) intacto. No hay daio a
nivel de dermis e hipodermis.
HE = tincion hematoxilina y eosina, AT = tincidn azul de toluidina, D = dermis, E = epidermis, H = hipodermis, FP = foliculo
piloso, CE = crestas epidérmicas, MB = membrana basal o estrato basal, EC = estrato cérneo.

Quemadura
con cerillo
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A continuacién en la Tabla 20, se muestra un comparativo de los resultados
microscépicos y macroscopicos de las lesiones provocadas por los diferentes

modelos de quemaduras, asi como su clasificacion segun Converse-Smith vy

Benaim-Artigas, dos de las clasificaciones més utilizadas.

Tabla 20. Comparacion de los resultados microscopicos y macroscopicos de las

Modelo de
quemadura

Caracteristicas
microscopicas

Destruccion de la epidermis,
conservando parte de la
membrana basal. Sin dafio en
dermis e hipodermis.
Conservacion de foliculos
pilosos.

Caracteristicas
macroscopicas

Flictena, lecho
sonrosado y
himedo

lesiones provocadas por los diferentes modelos de quemaduras y su clasificacion.

Clasificacion
Converse-
Smith
Segundo grado
superficial

Clasificacién
Benaim-
Artigas

A flictenular

manteniéndose el estrato de

exudativa y sin

Parafina Lesion a nivel de la epidermis, | Eritematosa, no Primer grado A eritematosa
conservando la capa basal. exudativa, sin
Sin dafio en dermis e flictenas o
hipodermis. ampollas

Cerillo Destruccion de la epidermis, Eritematosa, no Primer grado A eritematosa

Malpighi (capa basal y flictenas
espinal) intacto. No hay dafio
a nivel de dermis e

hipodermis.

6.6 Evaluacion de la actividad reepitelizante del gel con el extracto acuoso
CRA-13

Para la evaluacion de la actividad reepitelizante se utilizaron los geles con las

formulaciones que cumplieron con las caracteristicas de disefio propuestas.

A continuacién, se presentan en las Tablas 21, 22 y 23 los resultados
histopatoldgicos obtenidos de la actividad reepitelizante de los geles con el
EACRA-13, asi como de los tratamientos de referencia, sobre las lesiones
provocadas por los diferentes modelos de quemadura. Donde se muestran las
fotografias de los cortes histoldgicos, los cuales fueron tefiidos con hematoxilina y
eosina (HE) y azul de toluidina (AT) y observados al microscopio a 10 y 40
aumentos (10X y 40X).
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Tabla 21. Evaluacion histopatolégica de las quemaduras con agua bajo tratamiento.

Tratamiento

AT 10X

AT 40X

Observaciones

Control
(evolucion
espontanea)

| HE 10X

44'73{;1

" HE 40X

Sin continuidad del epitelio.
Sin dafio en dermis e
hipodermis. Estrato basal
incipiente y sin aparente
reconstruccion epidérmica.

Fitoestimulina®

Edema, sin continuidad del
epitelio, daiio en dermis y
epidermis, ausencia de
estrato basal y sin aparente
reconstruccion epidérmica.

Recoveron®

Continuidad del epitelio, sin
dafio en dermis e
hipodermis, capa basal con
proliferacion de
queratinocitos y presencia
de costra. Reconstruccion
epidérmica.

Sulfadiazina

Edema. Sin continuidad del
epitelio, sin daifo en dermis
e hipodermis. Ausencia de
estrato basal. Sin aparente
reconstruccion epidérmica.

Gell

Edema. Dafo en epidermis,
ruptura del epitelio.
Ausencia de estrato basal.
Sin reconstruccion
epidérmica.

Gel 2

Lesidn a nivel de epidermis.
Presencia de estrato basal,
con proliferaciéon de
queratinocitos y costra.
Recuperacion de la lesion
con crecimiento de pelo.

HE = tincidon con hematoxilina-eosina; AT = tincion con azul de toluidina; 10X = diez aumentos; 40X = cuarenta aumentos.
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